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Introduccion

El cultivo del sorgo en México se ha incrementado en
una torma bastante acelerada durante los Gltimos 20 afios,
lo demuestra el hecho de que en 1960 se sembraron 116 mil
ha, y actualmente se siembran 1.5 millones de ha por lo
tanto el cultivo del sorgo ocupa el tercer lugar en super-
ficie sembrada después del maiz y frijol y el segundo en
produccidn, solo superado por el maiz; el rendimiento por
unidad de superficie se ha elevado en un 60% (6).

Este cultivo adquirid importancia en la regibn noreste
del Estado de tamaulipas y se extendid posteriormente a Gua
najuato, Sinaloca, Jalisco y Michoacan (5). A nivel regional
el sorgo en el Estado de Jalisco es de reciente introduc- -
cidn. Asi por ejemplo, en 1965 se.cultivaron 25 ha incremen
tandose la superficie a 185 mil ha en 1980; con un rendi- -
miento promedio de 4 ton/ha (6).

La aceptacidn que este cultivo ha tenido se debe a que
el grano se utiliza en la elaboracién de alimentos balancea
dos para el ganado y la avicultura y permite que mayores vo
lGmenes del grano de maiz se destinen al consumo humano.
Otros usos incluyen la elaboracidn de cerveza, almidén y a-
ceites. Sus tallos se utilizan como alimento forrajero y en
la obtencién de azficar y jarabes.

Ademds, el sorgo es la fuente de alimento vital para
millones de gentes en los trbpicos semidridos (Africa y A-
sia) siendo la forma mas importante de supervivencia, cau-
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sa de que en estos lugares se cultive mis de la mitad del
sorgo del mundo (21).

Otros aspectos que resaltan mis su importancia estén
dados per su potencial de rendimiento, facilidad de mecani-
zacibn, amplia adaptacibn y su tolerancia relativa a plagas
y enfermedades (6). :

El sorgo como muchos otros cultivos que se siembran
intensivamente, experimentan fuertes pérdidas debido a un
incremento notable en la presencia de plagas y enfermedades
En México y particularmente en la Ciénega de Chapala, Jalis
co; estos problemas son mds notorios debido a que existe al
ta humedad relativa en el ambiente*.

AGn’ cuando es dificil estimar las pérdidas en forma
precisa se tienen evaluaciones empiricas de algunas enferme
dades que atacan al sorgo. Por ejemplo, la roya, Puceindia pur
pdrea Coke, reduce los rendimientos entre‘1 y 1.5 ton/ha (14).
La pudricidn del tallo causada por Fusarium monififonme Sheldon,
reduce los rendimientos hasta en un 60% (36).

Este Giltimo patdgeno estd adauiriendo importancia na--
cional y existen reportes en otras dreas del mundo como Afri
ca y Estados Unidos de Nortedmerica donde estid causando -
fuertes dafios econémicos. En la actualidad el Fusarium en -
sus dos fases (pudricidn del pedinculo y reduccidn del gra-
no) se considera una enfermedad clave en los programas de

investigacidén en México.

Debido a que Fusarium moniliforme es una enfermedad rela-
tivamente reciente, la informacién disponible es hasta - -
cierto punto incompleta. Ademis ésta informacién no esti -
disponible en nuestro idioma y se desconocen muchos aspec--
tos de la enfermedad y el agente causal. En tal caso la pre

*Betancourt V, A. 1983.-Comunicacidén personal.



sente investigacién pretende aportar algo mis sobre este -

patbgeno.

El presente estudio estd orientado hacia la determina--

¢idn del método de aislamiento y de un medio de cultivo favo
rable para la descripcién morfolégica de Fusardium moniliforme.

El presente trabajo tiene entonces los siguientes obje-

tivos:

1.-

2.~

Ho. -

Ha. -

Determinar el método de aislamiento mads favorable para -
este patdgeno.

Encontrar el medio de cultivo mis propicio para el aisla
miento y desarrollo de Fusarium monilifonme.

Obtener una descripcidn morfolégica bajo condiciones de
laboratorio.

Recopilar la informacién mis completa posible de este --
hongo como base para estudios posteriores.

De la misma forma se plantean las siguientes hipétesis:
El aislamiento, la morfologia y el desarrollo de este -

patdgeno no tienen ninguna relacidn con los diferentes_

niveles de nutricién de los medios de cultivo.

El aislamiento, la morfologia y el desarrollo de Fusa- -

nium monififorme, estin intimamente relacionados con los _

diferentes niveles nutricionales de los medios de culti

vVo.



Revision de Literatura

Importancia de la enfermedad.

La enfermedad son todas aquellas malfunciones que resul-
tan en un comportamiento insatisfactorio o que reducen la ha-
bitidad de la planta para sobreVivi} y mantener su nicho eco-
légicof Betancourt 1981 (7).

Asi, Miller (1975), citado por Maria 1983 (23), sefiala
que las enfermedades afectan a los productores por la pérdida
de tiempo, energfa y dinero invertidos en preparar la siembra
proteccidén y cosecha del cultivo en cuestidn; todos estcs gas
tos resultan initiles cuando una enfermedad causa fuertes pér

didas.

Jalisco cultiva aproximadamente 185 mil has para sorgo,
superficie que le confiere el segundo lugar a nivel estatal,
lo mismo que en produccidn, apenas después del maiz, Betan- -
court 1980 (6). Esta intensiticacidn del cultivo ha ocasiona-
do tambien el incremento de enfermedades. Tal es el caso para
fusauium monitiforme y que Zummo en 1978 (37), indica que puede
ocasionar hasta un 60% en la reduccidn de los rendimientos.

Esta enfermedad esta registrada principalmente en los lu
gares de zonas himedas y templadas, como en aquellas tropica-
les, Fernindez 1978 (12).

Betancourt en 1980, citado por Martinez en 1982 (24), in
dica que las principales enfermedades que inciden en el culti
vo del sorgo en el municipio de Ocotldn, Jalisco, en orden de
importancia son; pudricién del tallo y tizén de la panoja por



Fusarium monilifonme, roya causada por Puceinia purpirea, tizdn fo-
liar por Exserohitum turcicum y mildiu del sorgo por Peronocscleros
bora songhi. -

El mismo autor sefiala que las enfermedades de poca impor
tancia en la zona son: Cexrcodpora sorghi (mancha gris de la hoja),
Pseudomonas andropogond (rayado bacteriano),Sphacelotheca reiliana -
{carbdén de la panoja), Macrophomina phaseolina (pudricidén carbo-
nosa), Cofletotrichum graminicola (antracnosis) y mohos del grano
{(complejo de enfermedades causadas por varias especies de hon
gos como Fusarium y Cwwulania).



E1l Organismo Causal
Taxonamia

Fusarium moniliforme es un parisito no obligado, pertene--
ciente al orden de los Moniliales y a la familia Meniliaceae,
Barnett 1972 (4).

Walter 1975 (33), procede a considerar a estos hongos
como una forma de transicidn entre ascomicetos y hongos im--
perfectos, ya que algunas especies forman ascosboras y reci-
ben por 1lo tanto diferentes nombres genéricos, mientras -
otros n6 lo hacen y se denominan Fusarium.

Asi también, Booth-1971 (8), y otros autores tales como
Finch 1974 (13) y Fernédndez 1978 (12), sefialan a Fusarium moni
Ligorme como la forma asexual de Gibbereflfa fujikuroi.

Se encuentra clasificado taxonbSmicamente de la siguien-

te manera:

Subreino Thallophyta*
Filo Eumycophyta*
Divisi6n Mycota*
Subdivisién Eumycotina®
Clase Deuteromycetes*®
Orden o Moniliales**
Familia Moniliaceae**
Género Fusarium*#*=*
Seccidn Liseola*#**
especie moniliforme***

* Alexopoulos 1976 (2).
** Barnett 1972 (4).
x%% Booth 1971 (8).



Sindnimos

En el pasado, era frecuente que diterentes investigadg
res que trabajaron en distintas épocas o lugares, dieran a
un mismo patdgeno varios nombres cientificos. Stakman y Ha-
rrar 1977 (31), sefialan que este problema tambien era comin
para las especies de Fusarium, ya que su nimero se redujo ha-
ce algunos afios de varios cientos a alrededor de 50. Del --
mismo modo, Booth 1971 (8), agrupa varias especies en dos -
solamente, de acuerdo al CUADRO 1.

CUADRO 1. Sumario de sindénimos dentro de la seccidn Liseola

Wollenweber Wollenweber Bilay Booth 1971
1931 & Reink 1935 1955 )

F. moniliforme

F. moniliforme
var. erumpens
F. moniliforme
F. moniiiforme

var, majus F. moniliforme

F. samoense

F. moniliforme  F. moniliforme o F. moniliforme
var. minus " var. minus :
F. lactis F. moniliforme

] var. lactis
F. moniliforme F. moniliforme
var, . var.

subglutinans subglutinans F. moniliforme
var.
F. neoceras F. neoceras subglutinans
F. moniliforme
F. moniliforme F. moniliforme F. moniliforme var.
var, var. var. subglutinans
anthophilum anthophilum anthophilum

fLENTE: Booth 1971, The Genus Fusarium (8).



Morfologia

Comunmente son encontrados estromas hinchados (que no -
deben confundirse con clamidosporas) compuestos de esclero--
tia irregularmeﬁte globoso-esférica de 0.08 x 0.1 mm, y que
pueden formar el peritecio inicial, Gilman 1963 (18). Los pe
ritecios solo ocurren en material muerto, Booth 1971 (8), -
siendo mds frecuente en las zonas cdlidas y rara vez en cli-
mas frios, Fernidndez 1978 (12). Son superficiales azul oscu-
ro, globosos a cénicos, 250-3504 de alto por ZZP-SOOF de dia
metro y con una pared externa idspera, Booth 1971 (8).

i . .
Los ascos son elipsoidales con 4-8 ascosporas, hialinas
y elipticas, con un solo tabique y ocasionalmente con tres,
miden 14-18 x 4.5-6ﬁ .

Etapa Asexual

Los macroconidios son delicados con apariencia de lezna
o punzdn, ligeramente en forma de media luna o casi rectos,
puntiagudos en ambos extremos, con la base pedicelada, dorsi
ventrales, tabiques y paredes finas, hasta siete septas 6't§
biques, Gilman 1963 (18).

Continuos 4-18 x 1.5-4 f
Uniseptados 9-30 x 2-5 -
Triseptados + 20-60 x 2-5 »
Pentaseptados 37-60 x 2.4-5
Septaseptados 58-90 x 2.5-4.5"

La formacidn macroconidial es rara en muchas cepas, -
cuando se presenta se desarrolla de conidifforos formados co
mo ramificaciones laterales sobre las hifas. Los conidiéfo--
ros pueden consistir de una simple c&lula basal (Figs. 1y 2)

Los microconidios son ovoideo-globoso, fusoidales, con-



tinuos, a veces mal tabicados sobre el micelio aéreo, rosado
pélido, formando cadenas (FIGURA 1). Miden 5-12 x 1,5-2,5p

tienen una base ligeramente oprimida, ocasionalmente pueden

tener una septa. Con el tiempo se esparcen sobre el micelio
aéreo como un polvillo' transparente brillante, Booth 1971 (8)
Gilman 1963 (18).

E1 crecimiento, inicialmente es bastante membranoso des
colorido y ‘ra‘xpi_do (de 2 a 5 cm de diametro después de 4 dfias)
Los cultivos son tipicamente‘beige a violeta, ocasionalmente
lilaceo, durazno pilido o algo crema.

) El micelio aéreo generalmente es denso y delicadamente
velludo., Con frecuencia se pr'esenta un blanco vinaceo, con -
una apariencia polvorienta debido a la formacibn de microco-
nidios, Booth 1971 (8).

Rango de Hospederos

Los dafios por Fusarium mids importantes son causados en
muchas gramineas como arroz, cafia de azlicar, mafz y sorgo.
Pero ocurre en un amplio rango de hospederos representados
por las sieruientes familias: Amarantaceae, Amaryliidaceae; Ascle--
pladaceae, Betutacene, Brometiaceae, Buxaceae, Coniferae, Cruciferae, -
Convolvulaceae, Cucwrbitaceae, Euphorbiaceae, Inidiaceae, Lauraceae, Le-
guninosae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Patmae, -
Pofemoniaceae, Rosaceae, Rubiaceme, Kutaceae, Scrophulariaceae, Solana--
cede, Sterculaceae, Tiliaceae, Booth 1971 (8), Ferndndez 1978 (12).



FIGURA 1. Estructuras bisicas ‘de Fusarium moniliforme

L]

I

A) Conidiéforo produciendo macroconidios,
B) Conidiéforo produciendo microconidios,
E) Ascosporas, D) Macroconidios, C) Microconidios.

FUENTE: Booth 1971 (6).



'FIGURA 2. Diferentes tipos de conididéforos en Fusarium

F. semctectum :
F. oxysporum

F. mondiliforme F. moniliforme
var, subglutinans

FUENTE: Booth 1971 (6).
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Sintomas

Las tres fases; pudricién de la corona, pudricién del -
tallo y tiz6n de la panoja,. fueron observados en 1977, por -
Frederiksen, seg@n Betancourt 1978 (5).

Pudricién de la Corona

La pudricidn radical comienza ya en la pléintula y aun--
que esto es com(in, generalmente sus efectos pasan desaperci-
bidos. Durante el desarrollo de la planta la pudricidn de ra
ices es escasa, aumentando hacia 1la, fecundacidén y con la for
macidn del grano. Probablemente por la pérdida de vigor que
se opera en la planta, (llegando a pérdidas radicales hasta
del 50, 75 y 100% segin la suceptibilidad varietal) terminan
do con la casi destruccién del sistema radical hacia la'madu
rez fisiolbgica de la planta, Fernfindez 1978 (12).

Bajo riego y fertilizacién nitrogenada alta, el dafio en
~la raiz no puede causar un cambio notable en la apariencia -
del cultivo arriba de la superficie del suelo, hasta que los
tallos estén podridos. E1 dafioc a la rafz tipicamente involu-
cra primero los tejidos corticales, luego los tejidos vascu-
lares de todas las raices. La pudricién es progresiva, asi -
que las plantas mis viejas con frecuencia son destruidaé, de
jando a la planta con un anclaje pequefio. Cuando la pudri- -
cifén es extensiva la planta es fidcilmente desarraigada, - -
Zummo 1978 (36). '

Pudricidn del Tallo

En esta etapa la pudricibn aparece al iniciarse la madu
racién, y es evidente cuando el sistema radical se encuentra
casi totalmente destruido. Los primeros sintomas se manifies
tan en tallos verdes afin, y se traducen por la decoloracién
o manchado castafio del entrenudo inferior, posteriormente, -
los entrenudos atacados se hacen blandos y resultan ficilmen

12



te destruidos al hacer presién en ellos con la mano, Fernin
dez 1978 (12).

A diferencia de la pudricién carbonosa causada por Ma-
crophomina phaseolina, la cual ocasiona importantes dafios duran
te periodos desfavorables de humedad, la pudricién del ta--
1lo por Fusarium moniliforme es mis severa cuando a un tiempo
lluvioso continfia un seco y caliente.

La pudricidén del tallo puede ser distinguida usualmen-
te de la pudricifn carbonosa por su pigmentacibén menos pro-
nunciada, la desintegracidn de la mé&dula de los tejidos y -
su mis baja calificacidén de pudricién. En donde la pudri- -
cién carbonosa puede destruir un campo de sorgo en 2 6 3 -
dfas, la pudricidén del tallo puede tomar dos & tres semanas
Zummo 1978 (36). Este mismo autor sefiala aue la pudricién -
del tallo puede reducir el llenado del grano, resultando -

pérdidas tan altas en el peso de la semilla hasta un 60%.

Otros hongos del suelo como Rhiizoetonia sofani Kuhn y As
pergillus niger han sido relacionados con las podredumbres del
tallo, Edmunds 1975 (10).

Tizén de la Panoja

La podredumbre de granos es otra manifestacibn de-la -
accibén de este patégeno, Ferndndez 1978 (12)..

La enfermedad produce la muerte de varias a todas las
espiguillas de la panoja; cuando es severa, la panoja puede
cubrirse de un desarrollo fungoso de color gris rosiceo. Si
esta se corta longitudinalmente se observa una coloracidén -
café rojisa y alin negra en la parte superior del peddnculo,
y continfia por los raquis de las espiguillas. En algunos ca
sos todo el pedfinculo presenta dicha coloracibn y puede ser
que esta penetre a los entrenudos superiores de la planta,
y puede incluso, aparecer en la epidermis del tallo. Los pe.
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dinculos pueden llegai' a quebrarse en casos de extrema seve
ridad, Zummo 1973 (35), Williams 1978 (34).

Para distinguir el tiz6n de la panoja de la pudricién
roja causada por Cotlfetotrichum graminicola, se puede observar
que las coloraciones causadas por los diferentes hongos di-
fieren en la uniformidad; en Fusanium moniliforme es continua
Y no se presentan ireas intercaladas de otro color, mien- -
tras que Colletotrichum graminicofa muestra pequefias &dreas in-
tercaladas de color blanco sin ninguna simetria. La pudri-
cién roja puede causar pequefias lesiones en forma de lente-
ja en los tallo de algunos sorgos, Zummo 1973 (35).
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Epifitologia
Ciclo de Vida

Los miembros de la clase ascomicetos se caracterizan -
por sus micelios tabicados, Walter 1976 (33). Ademds para la
multiplicacién vegetativa de las hifas, los ascomicetos tie-
nen dos fases reproductoras; la sexual o etapa del asco y la
asexual o etapa del conidio, Carpenter 1980 (9).

Cuando prevalecen las condiéiones favorables para la re
produccifn sexual, el micelio forma cuerpos en los cuales dg
'sarrollan ascos y ascosporas, Walter 1976 (33). Las ascospo-
ras maduran y salen del asco y de los ascocarpos para ser di
seminadas y en condiciones propicias germinan y cada una pro
duce un tubo germinativo que crece para dar un micelio. El1 -
micelio desarrolla luego conidi6foros que producen gran can-
tidad de conidios. Estos filtimos perpetdan el hongo y produ-
cen mids micelio. El1 ciclo asexual generalmente se repite mu-
chas veces durante la estacifn de crecimiento, Alexopoulos
1976 (2).

Es un hongo heterotdlico, porque los peritecios solamen
te se producen cuando ocurre un correct¢ apareamiento de ce-
pas, Ferndndez 1978 (12) y Booth 1971 (8).

Pasa el invierno en estadfo miceliano o conidial segfin
el ambiente y el sustrato, aunque en general los estados mi-
celianos son los finicos que pasan el invierno.
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Patogenicidad

El hongo puede penetrar directamente a través de los te
jidos sanos y también lo puede hacer por las heridas produci
das en la base del pedlinculo, raquis o espiguillas. Se sospe
cha que el micelio del hongo el cual vive en el suelo crece
a lo largo del exterior del tallo sobre la inflorescencia ce
rosa durante periodos largos de lluvia, Zummo 1978 (36). la
infeccifn causada por el micelio puede ser inter o intracelu
lar (FIGURA 3), Fernidndez 1978 (12) y Tarr 1962 (32).

Alternativamente el hongo puede infectar a la panoja a
través de conidias transportadas por el aire. Las variedades
de sorgo con panojas compactas y densas son mis propensas a
ser atacadas por el tizdn de la panoja que las variedades -
con panojas abiertas y sueltas, Zummo 1973 (35).

La incubacién es rédpida pues los primeros efectos de la
penetracién hasta la observacifn de las células radicales ne
crosadas pueden apreciarse antes de. los 15 dia§.;La evolu- -
~citn de la enfermedad, es por lo general de tipo érénico, a-
centuindose sus efectos conla maduracién de la planta, Fer--
nindez 1978 (12).

Otros Efectos

Fusarium moniliforme causa hipertrofia de los retofios de arroz
enfermedad conocida como '"bakanae'". Es una de las enfermeda-
des mds comunes en arroz en Asia. Heaton 1965, citado por -
Booth 1971 (8), sefiala que esta enfermedad ha causado en el
territorio norte de Australia arriba del 70% de pérdidas en

variedades precoces.

La hipertrofia de los retofios es el resultado de la ac-
cién de una substancia estimulante del crecimiento conocida

como "giberelina" producida por muchas cepas patdgenas de es
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FIGURA 3. Penetracitn de Fusarium moniliforme al hospedero

DIRECTA. Intra 6 intercelular

-

POR HERIDAS. Intra 6 intercelular
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tos hongos. Esta substancia ha sido aislada y purificada u-
sandose como un importante estimulante del crecimiento.

La estimacién de la actividad esfimulante del desarro-
11lo puede ser confundida por la presencia del &cido fuséri-
co, el cual tiene un efecto de retardo en el desarrollo de.
la planta. Esto puede explicarse porque bajo ciertas condi-
ciones ambientales, como poca lluvia, infecté el resto de -
las plantas impidiendo el desarrollo en vez de mostrar sin-
tomas de hipertrofia, Booth 1971 (8).

""Pokkah boeng"

Un complejo de enfermedades de Fusarium afectando sorgo, mijo
y maiz fue observada en Nigeria y el oeste de Africa en 1974
y 1975, y sobre sorgo y cafia de azlicar en Estados Unidos de
Norteamérica de 1966 a la fecha. Una porci6n de este comple-
jo de enfermedades ha sido conocida como "pokkah boeng" o -
torcedor de la espiga (twisted top), caracterizado por una -
deformaci6én y/o decoloracifn en las hojas cerca de la parte
alta.de la planta, Zummo 1978 (36).

Johnson et af 1966, citados por Booth 1971 (8), reporta
ron la enfermedad del pokkah boeng sobre cafia de azlicar, mos-
trando tatlos y espigas podridas y sintomas similares sobre

sorgo,

Zummo y Frederiksen 1973 (35), consignan a Fusarium mondi-
Lifonme como el iniciador del pokkah boeng. Estudios posterip
res hechos por Edmunds y Zummo 1975 (11), determinaron que -
el pokkah boeng o torcedor de la espiga, era causada por Fu-
sanium moniliforme var. subgfutinans, y podia ocurrir en todas -
dreas sorgeras donde hubiera alta humedad. Adn cuando la en-
fermedad puede ser conspicua sobre algunas variedades de sor
go las pérdidas son pocas.
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Propagacidn

La incidencia que puede tener la semilla enferma, en la
_Ppropagacién de la enfermedad, es minima. Se ha demostrado -
que la sobrevivencia de una estacidn a otra ocurre atraves -
de las hifas engrosadas (no clamidosporas) que se forman den
tro de las células esclereﬁquiméticas o parenquimidticas de -

los tejidos afectados.

Ademis eliviento puede llevar las conidias a distancias
considerables. A campo la infeccién por el terreno y por el
inbéculo aéreo aparentemente son las formas en que se inicia

"la . infeccidn primaria, Fernindez 1978 (12).

Dafios

Los tallos debilitados son facilmente invadidos por Fuda
niwn moniliforme, con pérdidas en el grano cosechable. También
puede causar la muerte prematura de la planta antes de que -
el grano esté fisioldgicamente maduro, reduciendo el rendi--
miento del grano, Rosenow 1978 (30}, Rao 1877(27), Frederik-
sen y Rosenow 1979 (15). T

De 1979 a la fecha Fusarium ha causado dafios al sorgo --
hasta del 60% y se esti extendiendo a todas las zonas sorge-
ras de México.*

* Betancourt 1982. Comunicacidn personal.
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Control

Las caracteristicas de un hongo patégéno determinan con
frecuencia el método de control, por lo que el diagndstico -
adecuado de una enfermedad es el primer paso que conduce a -
tal control, Aadhimo 1980 (3).

Con relacidn a las pricticas culturales, se ha sospecha
do que se practican algunas que contribuyen a2l incremento de
la enfermedad. Estas précticas incluyen; labranza mixima y -
‘alta fertilizacidn nitrogenada, Frowd 1978 (17), Zummo 1978
(36), asi como también altas densidddes de plantas y culti--
vos continuos, Edmunds 1975 (11). Se ha utilizado la rota-'-
cibn de cultivos no hospedantes y un manejo adecuado de 1los
residuos de cosechas con resultados favorables, Horne 1980 -
(20).

Dodd en 1979, citado por Rodriguez en 1983 (29), indica
que se nuede establecer un método de control indirecto bara
"este hongo reduciendo la incidencia de Puccinia purpirea (FIGU
RA 16 del apéndice). Esta relacién estid basada en que las en
fermedades foliares reducen la actividad fotosintética de -
los tejidos foliares, reduciendo el total de carbohidratos
disponibles para la mantencidén celular y almacenamiento.en -
granos lo que trae como consecuencia un llenado de grano in-

completo.
Mejoramiento para resistencia

La posibidad de cambatir las enfermedades a través de la resis
tencia de la planta hospedera, es un principio bien estable-
cido, ya que los fitogenetistas han seleccionado consciente-
mente variedades con resistencia a enfermedades desde antes
de 1900, Poehlman 1979 (26).

Existe 1a suficiente informacidn sobre el factor causal
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y la relacidén entre la pudricifn del tallo y acame, Fusariun
Yy acame son relacionados debido a que los tallos débiles son
facilmente invadidos por el patdgeno.

Los términos '"'tallos resistentes", ''calidad del tallo"
y "resistencia al acame" son bdsicamente idénticos, Rosenow
1978 (30).

Schertz et af 1978, citados por Rosenow 1978 (30), eva
luaton la fuerza de presidén, la presidén de penetracidn, la
fuerza de corte y la presidn al doblamiento de los tallos -
en cuatro posiciones y relacionaron estos con el acame en -
el campo. Encontraron que el segundo entrenudo arriba del -
suelo y la base del pedGnculo, fueron las mejores posicio--
nes para estimar la resistencia al acame.

Este mismo autor sefiala a Esechie et af 1977, los.cuales
encontraron que la resistencia al acame estaba asociada con
el didmetro mis amplio de los entrenudas basales, pedfinculos
mids cortos, menor altura de la planta, mayor peso de los en-
trenudos y secciones de la base del tallo y del pedinculo y
una céscara mis gruesa. Concluyendo que las lineas resisten-
tes tienen mis lignificacidén que las suceptibles, al encon--
trarse grandes diferencias en el nimero de células con pare-
des lignificadas en la epidermis, subepidermis y conglomera-~

dos vasculares.

Existen sorgos con diferentes niveles de resistencia a
la pudricidén del tallo. Sin embargo ninguna linea muestra un
nivel suficientemente alto de resistencia para contribuir -
sustancialmente a un nuevo mejoramiento de tipos de tallos -
resistentes a la pudricidén. Nuevo México 31, fue la primera
linea de sorgo desarrollada para resistencia a la pudricién
carbonosa, Rosenw 1978 (30).

Este mismo autor sefiala que la mayoria de las lineas -
resistentes tienden a ser recesivas, mientras que pocas son
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dominantes.

Betancourt (1983)*, sefiala sin embargo que la 1fnea RIO
Y sus derivativos muestran un nivel aceptable de resistencia
a Fusanium y en la actualidad se estan utilizando para incer-
porar esa resistencia a otras lineas valiosas, hasta ahora y
de acuerdo a Rosenow (30) parece ser que la resistencia en -
RIO es de cardcter intermedio a recesivo.

Esporulacidn

Produccifn de macroconidios y microconidios.

Generalmente la esporulacién -conocida tambi&n como Te
produccifn asexual- es mids importante pvara la propagacidn de
la especie ya que origina la produccidn de numerosos indivi-
duos, Alexopoulos 1976 (2).

Muchos aislamientos de especies de Fusarium tienen una =~
tendencia a producir abundante micelio sin formar esporas y
es necesario, con frecuencia, una estimulacién para la produ
ccidn de esporas debido a que la morfologia de la espora es
la principal caracteristica en la descripcién de un patbgeno
Booth 1971 (8).

Alexopoulos. 1976 (2), sefiala que aunque la luz no es ne
cesaria para el crecimiento de los hongos, resulta esencial
para la esporulacién de muchas especies. Igualmente Booth (8)
en 1971 indica que la formacién macroconidial es estimulada
e incrementada en casi todos los cultivos de Fusarium por -

efectos de la luz,

* Comunicacidn personal.
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Preservacién

Como la identificacién de las especies de Fusariun esté
basada en sus caracteristicas culturales y su amplio rango
morfolbégico de las esporas, es necesario mantener cultivos
para identificaciones comparativas.

Booth 1971 (8), indica que muchas especies -heterotdli-
cas rara vez producen peritecios bajo condiciones de campo y
la reproduccién asexual aparece predominantemente. Por esto,
cuando los diferentes tipos de reproduccidn se observan hace
que los cultivos sean valiosos y deben ser conservados, ade-
mds la conservaci6n de cepas patbgenas sirve para pruebas de
patogenicidad y toxicidad sobre diferentes hospederos.

Brown 1926, citado por Booth 1971 (8), sefiala que los -
cultivos de Fusarium son extremadamente inestables, y que la -
capacidad de las especies para mutar estid en funcidn del me-
dio de cultivo. El notd que en un medio sintético rico es di
ficil conservar la cepa original por mis de dos generaciones
Estas mutaciones o adaptaciones culturales pueden aparecer -
como un cambio en la morfologia y sus caracteristicas cultu-
rales. Estos cambios se originan debido a 1a adaptacién del
hongo a un medio ambiente artificial.

Existen varios procedimientos para disminuir al minimo
el crecimiento del hongo. Entre los mé&s sencillos se encuen-
tran el de refrigeracién o cubrir la superficie del cultivo

con aceite mineral.

Otro método simple es almacenar el hongo en suelo seco
estéril.

El método mis sofisticado y de mejores resultados, es
aauel que induce latencia mediante secado por congelamiento

y almacenado en nitrogeno 1liquido (liofilizacién).
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Materiales y Métodos

Inéculo del suelo*

Se colectaron muestras del suelo de un campo en 1a re--
gi6én de Ocotldn, en donde esta enfermedad se ha presentado.
Cinco muestras al azar fueron tomadas de dicho terreno me- -
diante la barrena a una profundidad de 20 cm depositidndolas
en bolsa§ de plédstico para posteriormente hacer una muestra

global,

In6culo de la planta*

Vel mismo terrenc donde se tomaron las muestras de sue-
lo, se tomaron restos de plantas enfermas atacadas por Fuwsa-
num,

E1 material de laboratotio de uso m4s frecuente fue:.a-
sa de nicromo, autoclave, balanza analitica, cajas petri, -
horno o estufa de esterilizacién, incubadora, matraces Erlen
Meyer de 500 ml, mecheros, microscopio, pipetas de 1 y 10 ml
portaobjetos y cubreobjetos, refrigerador y tubos de ensayo.

a

Medios de Cultivo

Muchos hongos fitopatfpenos pueden cultivarse en medios
de cultivos artificiales, s6lidos o 1liquidos, Fusarium menifs-
forme no es 1la excepcibn.

* Procedimiento y material proporcionado por el Dr., Alberto
Betancourt V,
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La mayoria de los hongos crecen en medios ¢con alto con-
tenido de carbohidratos y un pH que fluctGa entre 4 y 6, -
French 1980 (16).

No existe un medio ideal para el cultivo de este hongo,
yd que las exigencias de los diferentes géneros y especies

varian considerablemente.

Los medios de cultivos utilizados para esta investiga--
cién fueron propuestos por el Dr. Betancourt, considerindose
adecuados por tratarse de medios especiales para este patbge
no. Ademds se utilizaron otros medios de uso com@in para hon-
gos.

1) Medios Especiales
“Ammstrong Fusarium

g/1lt : reactivo

20 * glucosa '

0.4 sulfato de magnesio (MgSO4-7HZO)
1.6 cloruro de potasio (KC1)

1.1 fosfato didcido de potasio (KHZPO4)
5.9 nitrato de calcio Ca(N03)2

0.2 cloruro férrico (FeClS)
ppm sulfato de manganeso (MnSO4)
de c/u .
sulfato de zinc (ZnSO4)

Aforar con agua destilada.

Para solidificar este medio 'se disolvieron 15 g de agar.
en 500 ml de agua destilada por separado y se mezclaron con
los otros 500 ml que contenian los elementos descritos arri-
bas, estos elementos fueron diluidos uno a uno.
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Nitrato Amonio Cereal

g/lt reactivos

50 harina de cereal (pulverizada)

10 nitrato de.amonio (NH,NO,
5 fosfato didcido de potasio (KH2P04)
2.5 sulfato de magnesio (Mg504'7H20)
0.02 - cloruro férrico (FeC13a6N20)

15 agar

Aforar a un litro con agua destilada,

Bilay, modificado por Joffe (1967)

g/t reactivos

1 fosfato difcido de potasio (K1,P0,
1 nitrato de potasio LKNUS)

0.5 _ sulfato de magnesio (&@SO4~7H20)
0.5 cloruro de potasio (KC1)

0.2 almidén en polvo

0.2 sacarosa

15 agar

Aforar a un litro con agua destilada,

-

El agar se diluye en 500 ml de agua caliente, poco a po
co se agrega para evitar que la espuma suba. Los demis ele--
mentos se mezclan en otros 500 ml con un poco de agitacibn,
se agrega el agar para formar un litro.



2) Medios Selectivos de uso comlin para hongos

Papa Dextrosa Agar

g/1t . reactivos

200 papas peladas-y partidas
15 dextrosa

20- agar -

Aforar a un litro con agua destilada

Se calientan las papas peladas y partidas en 500 ml de
agua por una hora. Simultdneamente en otro recipiente se di-
suelve el agar en 500 ml de agua. Se cuela el extracto y el
agar disuelto se mezclan agregando enseguida la dextrosa agi
tando para una mezcla homogenea. '

Agar Harina de Avena

g/lt reactivos
30 “harina de avena pulverizada
20 agar
20 , dextrosa

Aforar a un litro con agua destilada.

Se calientan 500 ml de agua destilada a 70 °C, aproxima
damente, se agrega la harina de avena manteniendo la tempera
tura anterior por una hora. Se filtra a través de tela de ga
sa., Aparte se disuelve el agar y se mezcla con el filtrado -
de harina de avena. Se agrega la dextrosa.
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Agar Agua Comfin
g/lt reactivos

15 . agar

Se diluyen en un litro de agua corriente

NOTA. Solamente se prepararon 500 ml de cada medio de culti-
vo por considerarse suficiente para esta investigacién, uti-
lizandose solamente la mitad de los ingredientes mencionados

"Distribucién y esterilizacién de los Medios.

Para un mejor manejo de los medios de cultivo, se dis--
tribuyeron en tubos de ensayo en cantidades de 10 ml. Esta -
distribucidén se hace con el fin de tener pequéﬁas porciones
para usos continuos, evitando que la cantidad preparada en
" total se licGe varias veces, cada que su uso lo requiera, -
previniendo alteraciones por calentamientos sucesivos., Ade--
mds la baja altura del tubo de ensayo permite un mejor alma-
cenaje dentro del refrigerador.

Antes de esterilizar el medio, se repartié 10 ml por tu.
bo con pipetas evitando que 1la boca de los tubos se mojara -
~ con 'los medios de cultivo, ya que esto favorece las contami-
naciones. Y ademids los tapones de algoddén se pegan a los tu-
bos, los tapones de algoddn deben quedar ajustados, de tal -
modo que los tubos puedan ser levantados tirando de ellos, -
sin que se destapen. Se etiquetaron con el nombre del medio.

La esterilizacidn se efectlo en autoclave a 121 °C, du-
rante 15 minutos. Las cajas petri, pipetas y en general toda
la c¢ristaleria se esteriliz6 en la estufa G horno ~a 160-180
°C durante 4 horas.
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Métodos de Aislamiento
Aislamiento del Suelo

Hwanamzmbnét%onmz ocurre en el suelo en forma de mice-
lio mezclado con las particulas del suelo & deshechos de - -
plantas. E1 aislamiento del suelo suele -complicarse por la -
presencia de abundantes esporas de hongos, no obstante la ma
yoria de especies de Fusarium tiene fuerte habilidad competi-
tiva unida a un rdpido crecimiento, Booth 1971 (8). Las colo
nias individuales pueden ser aisladas antes de que esten con

taminadas por especies adyacentes.

.

Para este prop6sito se determind la humedad del suelo -~
procediendose luego a efectuar las diluciones de la siguien-
.te manera: en un matraz estéril se colocaron 25 g de la mues:
tra de suelo, se agregd agua destilada estéril hasta comple-
tar un volumen de 250 ml, se agité en batidora mecinica du--
rante 30 minutos. Con pipeta estéril se trasladaron 10 ml de
la suspensidn a un matraz conteniendo 90 ml de agua destila-
da estéril para tener una dilucién 1:10. Agitando un poco se
tomaron 10 ml de esta dilucidn y se pasaron a otro matraz es
téril conteniendo 90 ml de agua estéril para lograr la dilu-
¢i6n 1:100. Este procedimiento se repitio consecutivamente -
hasta obtener las diluciones 1:1000, 1:10000, 1:100000 y 1:1
000000.

Simultdneamente se prepararon 6 cajas petri para cada -
uno de los seis diferentes medios. A las cajas que contenian
Papa dextrosa agar, Harina de avena y Agar agua comiin se les
agregb una gota de 4dcido ldctico al 50%. A dos cajas del pri-
mer medio se.les agrepd la dilucién 1:10,000 a las otras dos
1:100,000 y a las Gltimas dos la dilucién 1:1'000,000. Esta
operacifn se repitié idénticamente para los restantes medios
de cultivos. Se incubaron a 29 °C durante 5 dias y posterior’
mente s¢ hicieron observaciones cada 24 horas.
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Aislamiento del vegetal enfermo

Las 4reas necrbticas préximas al marchitamiento forman
frecuentemente micelio 6 conidi6foros, y los aislamientos -
pueden ser hechos directamente de estos., Las especies de Fu
danfum penetran al tejido vascular de raices y tallos y pue-
den ser aislados de la mejor forma préximos a la superficie
Booth 1971 (8).

Para desarrollar el método del tejido plantado se pre-
pararon cinco cajas petri para cada uno de los-seis diferen
tes medios de cultivo, cada caja tenfia 10 ml de medio.

Porciones del tallo fueron cortados en trocitos de 0.5
y 1 cm introduciendolos enseguida a una solucién de clorox
al 10% durante dos minutos. Con pinzas estériles se sacaron
los pedacitos del tejido enfermo del clorox, se depositan -
en papel secante para eliminar el exceso de 1liquido. Se po-
nen de 3 a 5 trocitos en cada una de las cajas. Se incubaron
a 29 °C durante seis dias, con observaciones periddicas cada
48 horas, Mejia 1981 (25).

Esporulacidn

Produccibn de macroconidios y microconidios.

Muchos aislamientos de especies de Fusanium tienen una -
tendencia a producir abundante micelio sin formar esporas y
frecuentemente es necesaria una estimulacifn para la produc-
cién de esporas.

Segin Booth 1971 (8), la formacién macroconidial es es
timulada e incrementada en casi todos los cultivos por efec
tos de la luz. Para este propbsito ée construyd una cimara
esporulativa con luz blanca fluorescente y luz ultravioleta
tenue o luz negra, a una altura de 30 cm de las cajas petri,
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Identificacidn de la Enfermedad
Postulados de Koch

Para hacer un diagnéstico adecuado de la enfermedad vy
establecer la patogenicidad de este hongo, se utilizé el pro
cedimiento formulado por Robert Koch (1881), en los postula- -
dos que 1levan su nombre. Estos se modificaron un poco sola-
mente, ajustandolos d los conceptos fitopatoldgicos, Betan--
court 1981(7). A continuacibén se enuncian dichos postulados:

1.- E1 microorganismo siempre debe estar asociade con 1z
enfermedad, y la enfermedad no debe presentarse sin
que el organismo o agente causal se encuentre presen
te. '

2.- E1 patdgeno debe aislarse en cultivo puro y observar .
se sus caracteristicas especificas en el medio de
cultivo (pardsito no obligado) o sobre 1la plahta hos
pedera (pardsito obligado).

3.- El1 patdgeno debe inocularse eﬂ plantas sanas de la
eéspecie o variedad suceptible y debe producir 1los
sintomas de la enfermedad.

4.- E1 patbgeno debe reaislarse de la planta inoculada y
sus caracteristicas debeb ser exactamente como las
observadas anteriormente.

Para realizar esta prueba se utilizaron plantas de sor
" go que con este fin se estuvieron cultivando en el invernade
ro del INIA* en Tepatitléan.

* Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas. México.
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Inoculaciébn

El patbgeno fue cultivado sobre mondadientes de madera
estériles en medio Armstrong Fusarium. Con pinzas estériles
a la flama del mechero, se tomaron los palillos y fueron su-
mergidos hasta la mitad de su longitud en el medio de culti-
vo, se colocaron sobre cajas petri a las que previamente se
les habia agregado 10 ml del mismo medio. Los palillos se a
comodaron en forma radial sobre la caja apoyando la parte -
seca del palillo sobre el borde de la caja petri. Enseguida
se transfirid el in6culo al centro de las cajas petri median

te el asa de nicromo estéril.

En toda 1la ejecucibén anterior se utilizaron mecheros pa
ra mantener el &rea completamente estéril, ademfs se evita--
ron las corrientes de aire y se desinfectaron las mesas de -
trabajo con una solucién diluida de cloro.

Las plantas fueron inoculadas de una a dos semanas des-
pués del 50% de la floracibén, mediante un palillo infectado
por el hengo, insertfindolo en cada uno de los tallos en el
segundo entrenudo; el palillo fue introducido dentro de un a
gujero hecho con un picahielo desinfectado con cloro. Se tu-
vo el cuidado de que el palillo no saliera del otro lado del
tallo, ya que esto origina un secado ripido del indculo, Rao
et at 1978 (28).

Observacifn del cultivo sobre Portaobjetos

La té&cnica especial de cultivo sobre portaobjetos es -
muy 0til para determinar las caracteristicas de crecimiento
del hongo sin perturbar el orden relative de las estructu--

ras.

La siguiente técnica fue tomada del libro de French y
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Teddy 1980 (16), adaptandola de acuerde a las earacteristicas
de este hengo;

a.-

Se comenzd esterilizando una placa petri que contenia un
disco de papel filtro, una vara de vidrio en forma de Z,

un portaobjetos y un cubreobjetos.

Se prepararon placas delgadas de agar espeso (25 g/lt) de
medio Bilay. Este medio produce poco micelio del hongo,
por lo que lo hace ideal para la observaci6n de sus es- -

tructuras.

Se cortd un cuadrado del medio del tamafio un poco menor
al del cubreobjetos y se'puso en el centro del portaobje-
tos. ‘

Se inoculd el bloque de agar con las conidias o trozos de
micelio, ubicandolo a distintas distancias de cada lado -
del cuadrado.

Se cubribé con el cubreobjetos y se incubd a 25 °C mante--
niendo un alto nivel de humedad relativa mojando el papel
de filtro con una solucidén de glicerina en agua.

Se observd directamente al microscopio sin perturbar; se
removieron las conidias que impedian ver las caracteristi
cas de los conidiéforos y otras estructuras ocultas, ha--
ciendo lavados gota a gota con agua.
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Medicibn del Crecimiento

Todo microorganismo que crece uniformemente sobre medios
s6lidos, se presta a la medicibn lineal, la cual se puede re
petir a intervalos para establecer el ritmo de crecimiento.

Los hongos crecen solo por la parte terminal de las hi-
fas y el micelio posterior envejece, Gonzalez 1977 (19). las
hifas terminales se ramifican segln las condiciones ambienta
les, especialmente las nutritivas, Lo que se mide es el avan
ce del micelio. Es especialmente importante en estudios de -
nutrici@n, no introducir con el indculo nutrimentos ajenos -
al medio en estudio, French y Teddy 1980 (16).

A continuacibn se explica el uso del recipiente que se
utiliz6 para tomar mediciones lineales de colonias fungosas:

Cajas Petri.- Para determinar el ritmo de crecimiento de ur
hongo sobre cajas petri, primero se dibuja so--
bre el envés de la caja una cruz marcando el centro, con un
l4piz de cera o marcador negreo, identificando cada caja con
un nfimero, y marcando los cuatro radios con una letra. Se i-
nocula al centro del medic en la caja con el hongo, incubando
luego a 25 °C hasta que se observe un avance definitivo del
hongo marcando el punto de avance sobre los cuatro radios he-
chos en la caja; en ese momento se da inicio al estudio del -
crecimiento. A intervalos apropiados de tiempo (24-48 horas)
se mide y marca el incremento. Las cifras de incremento permi
ten preparar una curva de crecimiento. El1 ritmo promedio de
crecimiento se calcula dividiendo el incremento total por el
tiempo. Cada radio representa una observacifn, French y Teddy

1980 (16).

Para realizar esta medicifn se prepararon cinco cajas pe
tri para cada uno de los seis medios de cultivos.
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Esporulacidn

Para estimular la espdrulacién macroconial se construyd
una cidmara esporulativa con las siguientes caracteristicas:
un tubo de luz blanca fluorescente y otro de luz ultraviole
ta tenue o luz negra, colocados uno al lado del otro sobre -
una base de madera a una altura de 30 cm de las cajas petri
que contenfan los cultivos. Esta cidmara se cubrid alrededor
con plistico negro y los intervalos de exposicidn de luz fue
ron de 12 horas para 1a luz blanca y 12 horas para la luz ne
gra hasta que la caja estuvo completamente cubierta por la -
colonia fungosa.

La cuantificacitn de la esporulacidn permite determinar
el potencial infeccioso; es necesario entonces aplicar un mg
-todo para conocer 1la capacidad esporulativa de Fusarnium mond-
Ligorme. Para este fin se ajustd el procedimiento de las dilu
ciones combinado con el uso de la cdmara cuentagldbulos, cu-

yo desarrollo basico fue el siguiente:

1.- Se prepararon cinco cajas petri con PDA y otras cin
co con medio Bilay. Posteriormente se transfiri6 el
indculo al centro de todas las cajas.

2.- Se colocaron las cajas en una incubadora a 25 °C du
rante tres dias para iniciar el desarrollo.

3.- Estas fueron luego pasadas a la cidmara esporulativa
hasta que el desarrollo pard (8 dias).

4.- Cuando el cultivo fungoso invadié totalmente la ca-
ja y el desarrollo hubo parado, se retiraron las ta.
paside las cajas y se agregd al cultivo con pipeta
volumetrica 10 ml de un detergente fino con accidn
emulsificante (tween), agitando para desprender lo
miximo posible las conidias y obtener una solucidn
homogenea.
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5.~ De esta splucibn homogenea se tomd 1 ml y se depo-
" sité en un tubo de ensayo que contenfa 9 ml de a--
gua'destilada para obtener una dilucién 1:10, se -
continfio este procedimiento hasta obtener una dilu
cibén que permitiera un fadcil conteo (1:100 para
PDA y 1:10 para Bilay).

Uso de la Cimara Cuenta-Gldbulos

Las camaras de contaje utilizadas para contar propigulos
de hongos son hematocimetros (FIGURA 4), disefiados para con-
tar los glébulos de la sangre. Estos consisten de una l4mina
de cristal de una dimensién aproximada a la de una lidmina -
portaobjetos, pero de mayor groso. Tiene ranuras en forma de
H, con rieles a cada lado que sostienen un cubreobjetos grug.
so especial a una distancia de 0.1 mm por encima de las por-
ciones interiores de la H, que forman dos cé@maras entre es--
tas y el cubreobjetos. E1 cubreobjetos es grueso para impe--
dir que se hunda al centro en su parte no sostenida, la cual

reduciria el volumen de las cdmaras.

a.- Se colocbHb el cubreobjetos especial sobre los rieles
paralelos a ambos lados de la cimara, frotando lige-
ramente para conseguir un buen contacto.

b.- Con una pipeta delgada (que no gotee) se tom6 una -
muestra de las diluciones antes preparadas y se apli
co a la ranura, al centro del margen de una de las -
cimaras donde fue absorbida por fuerza capilar, qui-
tindola a tiempo para que no entrara un exceso que -
se rebosara en los bordes, ya que esto induce un fac

tor de error.

c.-Se vacid la pipeta y se repitid el proceso anterior
(b) para la cémara opuesta; se montd al microscopie
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y se ubicd el rayado de una de las cimaras con el -
objetivo de menor aumento, girando luego el revbl--
ver para mayores aumentos (no se puede usar el de -
inmersién). Se dejd transcurrir el tiempo necesario
para que los propdgulos se asentaran en el fondo de
la clmara, (dos minutos).

d.- E1 conteo se realizf en cinco Cuadrados Principales
(C.P.), son nueve en total, se contd en los cuatro

de las esquinas y el central.

e.- Se repitio el conteo sobre el segundo rayado en la
otra cémara.

f.- Se hicieron los cdlculos de la siguiente manera:
-Como el volumen sobre cada CP es de 0.1 mm3, para -
calcular la concentracién por cc (10,000 veces ma--
yor) se procede de la siguiente manera
-Suma de 5 CP x 2,000 = propdgulos/cc
-Considerando el volumen original

-Propidgulos/cc x 10 cc = propdgulos/10 cc

-Atendiendo al factor de dilucién utilizado (1:100 -
para PDA y 1:10 para Bilay)

-Propdgulos/10 cc x 100 = ndmero total de propigulos
liberados por la'colonia -
fungosa de 8 dias de edad
con un difmetro de 9 cm.



FIGURA 4. Camara cuenta-gl6bulos. Rayado "Neubauer" indican-
do las dimensiones de cada divisién: C.P. 6 cuadra
dos principales de ! mm por lado y C.S. 6 cuadra--
dos secundarios de 0.2 mm por lado.

SIS il 451%

1

I}
il
i

l*—1mm—f-‘ l'—"l

0.2 mm

FUENTE: French y Teddy 1980 (16).
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Resu/fqdos

Aislamientos del suelo

En las siembras hechas con las diluciones de suelo --
1:1'000,000 y 1:100,000 de todos los medios, no hubo presen-
cia de ningdn tipo de microorganismos. En la dilucién 1:10,
000 y solamente sobre los medios Papa Dextrosa Agar y Agar -
Harina de Avena se presentaron tres tipos diferentes de colgo
nias fungosas pero ninguna de ellas presentaba caracteristi-
cas de Fusarium. Una de las colonias presentes mostraba gran
cantidad de esporangios y un crecimiento bastante rédpido. Es
ta colonia se hizo presente en todos los medios de cultivo
probados mostrando las mismas caracteristicas culturales y -
morfoldgicas, su presencia variaba de una a tres colonias -

por caja.

Posteriormente se hizo una segunda prueba y se sembra--
ron las diluciones 1:1,000 y 1:100 obteniéndose nuevamente -
resultados negativos para Fusarium, pero en cambio el hongo -
mencionado antes apareci® con mids frecuencia.

Aislamientos del vegetal

Papa Dextrosa Agar.- Solamente se desarrollé un tipo de colo

nia, a los cinco dias se notaba sobre -
el tejido plantado micelio de color blanco muy transparente,
extendiendose luego en forma mds rdpida hasta llenar la caja
petri en 13 dias. En las observaciones hechas al microscopio
se notaron estructuras idénticas a las atribuidas para Fusa--

um.
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Agar Agua Comlin.- Sobre este medio el surgimiento de la colo

nia fungosa fue tardio, después de 10 dias
apenas si mostraba indicios de micelio aBreo. A los 15 dias
cuando la colonia tenfa 3 centimetros de didmetro aproximada
mente, detuvo su crecimiento. El micelio presente fue poco y
completamente ralo, de un color blanco casi transparente. En
las muestras tomadas parz la observacidén microscépica se i--
dentificaron estructuras semejantes a Fusatium,

Agar Harina de Avena.- Este medio present§ problemas de con-

taminacidén y permitid el desarrollo -
de dos colonias del tejido plantado. Una de ellas de color -
negro que no llegb més alld de un centimetro de didmetro y o
tra de color rosa subido con un crecimiento ripido, un desa
rrollo tupido y densas ramificaciones. Se tomaron muestras -
de la punta de estas colonias para el examen microscépico vy

resultd tener caracteristicas propias de Fusarium.

Nitrato Amonio Cereal.- El hongo resultante del aislamiento
en este medio, mostrd seflales de cre
cimiento a los seis dfias, desarrollidndose posteriormente con
mis rapidez y completar la caja petri en 15 dfas. El micelio
desarrollado fue tupido de color salmbén p&lido. No hubo cre-
cimiento de ningun otro tipo de hongo. El1 examen microscOpi-
co contribuyd a la identificacién de Fusarium,

Bilay.- El desarrollo del hongo aislado fue lento y escaso. -

El micelio de color blanco transparente apenas era --
distinguible. La observacidn micrscdpica permitio ver gran--
des cadenas de microconidios y poco micelio. Un examen cuida

doso determind la presencia de Fusarium.

Armstrong Fusarium.- En este medio como en la mayoria de los

anteriores solamente se desarrolll un :
hongo, que mediante el estudio de sus estructuras mediante -
observaciones microscbpicas correspondieron a Fusariwn. E1 mi-
celio presente fue de color blanco brillante. A pesar de que
la colonia fue tupida su crecimiento mostro lentitud, duré -

17 dias para llenar la caja petri,
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Crecimiento de las Colonias

De las colonias aisladas en cada medio, se transfirio -
inéculo a medios idénticos para medir el crecimiento con los
resultados siguientes:

Papa Dextrosa Agar.- Crecimiento rdpido, siete dias para com

' ) pletar la caja petri de 9 cm de didme--
tro coh una velocidad de crecimiento de 6.3 mm/dfia (CUADRO -
2). La curva de crecimiento se muestra en la FIGURA 5.

Agar Harina de Avena.- Crecimiento intermedio, 11 dias para

que la colonia alcanzara 9 cm de dia-
metro. La velocidad de crecimiento fue de 4.1 mm/dia. (CUA--
DRO 3). La respectiva curva de crecimiento se observa en la
FIGURA 6. . '

Nitrato Amonio Cereal.- Crecimiento intermedio, Y dias para

que la colonia fungosa completara la
caja petri, teniendo una velocidad de crecimiento de 5 mm/dia
CUADRO 4. Y una curva de crecimiento que se muestra en la FI-
GURA 7. ’

Bilay.- Crecimiento lento, 14 dias para llenar la caja petri
Resultando con una velocidad de crecimiento de 3.2mm

por dia (CUADRO 5). La curva de crecimiento sobre este medio

se anota en la FIGURA 8.

Armstrong Fusarium.- Crecimiento lento, 14 dias para que la

colonia creciera 9 cm de didmetre, con
una velocidad de crecimiento de 3 mm/dia (CUADROié). La cur--
va de crecimiento se régistra en la FIGURA 9.
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CUADRO 2. Crecimiento de la Colonia de Fusarium moniliforme
sobre el Medio de Cultivo "Papa Dextrosa Agar'",

P OZOHOO P MO OHD >

(mm)

T‘iempo de |[Radio de ta colonia(mn) | Incremento | Velocidad
medicidn nimero de la caja promedio | crecimiento
(dias) 1 2 3 4 51 ° (mm) (rm/dia)
2 6 6 7 5 S 5.8
3 12 13 L1e {3 [12] 2.8 44.6/7
5 50 29 28 24 {27 27.6 6.3
7 45 45 45 43 145 44.6
45 ]
40
30
20 ]
10 1
u(
2 3 5
TIEMPO (dias)

FIGURA 5. Curva de crecimiento para Fuaﬂ,wn
moniliforme en "Papa Dextrosa Agar"




CUADRO 5. Crecimiento de 1a Colonia de Fusarium moniliforme
sobre el Medio de Cultivo ‘Agar Harina de Avena'.

Tiempo de | Radio de Ta Colonia {mm) lIncremento| Velocidad

medicidn numero de caja _promedio | crecimiento
(dfas) 1 2 3 4 5 (mm) (mm/dia)
2 7 8 6 7 5 6.6
3 11 11 10 10 | 12 10.8
5 18 {1820 f{17laa] 188 4511
7 25 26 31 28 1 28 27.6 4.1
9 36 37 40 39 | 39 38.2
11 45 1 45 } 45 | 45 ) 45 45.0
45

R

A 40

D

I

0

p 30

E

L

A

C 20<

0

L

0

N 101

I' 4

A <

(mm)

AR S S A T RS TR b
TIEMPO  (dfas)

FIGURA 6.Curva de crecimiento bara F. moniliforme en ‘Agar

Harina de Avena'.
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CUADRO 4. Crecimiento de 1a Colonia de Fusarium moniliforme
sobre el Medio de Cultivo 'Nitrato Amonio Cereal',

Tiempo de | Radio de la Colonia (mm) Incremento | Velocidad
medicién numeroc de caja promedio | crecimiento
(dias) 1 2 3 4 5 (mm) (mm/da)

2 4 3 6 6 5 4.8
3 12 10 14 17 1 14 13.4 45/9
5 28 24 27 30 | 26 27.0
7 20 |36 | a0 a1 |37 | 39.6 5
9 45 45 45 45 | 45 45.0
45,

R

A a0

D

1 !

1 .

0 E

p 30

E

L

A 20,

C

0

L ]

0

N 101

I

A

(mm)
7 8 9

3 4 5 6
TIEMPO  (dias)

FIGURA 7. Curva de Crecimiento para F. moniliforme sobre

'"Nitrato Amonio Cereal’,
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CUADRU 5. Crecimiento de la colonia de Fusarium mondtifonme
sobre el medio de cultivo "'Bilay"

Tiempo def Radio de la colonia (mm) Incrementoj Velocidad
medicidn nimero de la caja promedio } crecimiento
(dias) 3
S 1 2 3 4 5 (mm)
3 5 7 8 6 6 6.4
5 ] 12 14 13 N 11.6 45714
7. 13 18 21 21 17 18.0
g 18 28 28 29 26 25.8 3.2
11 - 26 37 36 37 35 34,2
13 382 43 43 44 43 42.2
14 45 45 45 45 45 45.0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

TIEMPO (dias)

FIGURA 8. Curva de crecimiento para Fusarium moniliforme en

Medio "Bilay"
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CUADRO 6. Crecimien%o de la Colonia de Fusartwum moniliforme
sobre el Medio de Cultivo "Armstrong Fusarium"

Tiempg de | Radio de 1a Colonia (mm) Incremento Velogi@ad
m?gigé?n nimero de la caja promedio crecimiento
1 2 3 4 S (yrm) (nm/dia)
3 2 4 8 4: 10 5.6
5 4 9 14 7 16 10.0
7 7 15 22 12 23 15.0 42.6/14
9 16 23 29 23 32 24.6
11 29 32 37 33 41 34.4 .03
13 36 40 43 39 45 40.6
14, 37 44 45 42 45 42.6

45
R ]
1
A 40
D
I J
0] J
D
E 30
L h
A 4
|
C 20
4] 4
L
0
N <
I 10
A
4
(mm) ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo (dias)

FIGURA 9. Curva de crecimiento para Fusarium menilifonme
sobre el Medio "Armstrong Fusarium"
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Observacién microscépica

Micelio hialino, aéreo, muy }amificado cuando joven y -
completamente tupido a los 15 dias, excepto en los Medios Bi
lay y Agar Agua Comén (FIGURA 10). Las hifas son tabicadas -
variando la longitud de los tabiques. El micelio parecia en-
grosarse al envejecer (FIGURAS 12 y 13).

Los conididfors estaban compuestos de varias cé€lulas ba
sales en algunas ocasiones y en otras de una sola, (FIGURAS
14 y 15). El1 esterigma, productor de microconidios, soporta-
ba grandes cadenas de estos, los cuales estaban delicadamen-
te unidos ya que al menor movimiento se desprendian unos de
otros (FIGURA 10). '

Los microconidios son de forma ovoideo-fusoidales, con
- medidas de 2-3.5 x 4.3-14}4, presentando una base ligeramen-
te oprimida (FIGURA 11).

Esporulacién

AGn bajo el efecto de la luz (camara esporulativa) el -
hongo no produjo macroconidios, pero si aument§ el nimero de
microconidios. En condiciones normales, en el Medio PDA se -
produjeron 600 millones de microconidios y en el Medio Bilay
se encontraron 59 millones de estos mismos, pero bajo el e--
fecto de la luz se encontraron 750 millones en PDA y solamen
te 70 millones en el Medio Bilay.

Inoculacién

Cuando la planta inoculada en el invernadero estuvo en
su punto de maduracidn, se cosechd y se hicieron cortes lon-
gitudinales observindose los sintomas descritos .en el respec
tivo apartado de este trabajo. La coloracién roja de los ha-
ces vasculares, sintoma  caracteristico de esta enfermedad -
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se 1imit6 en algunas ocasiones solo alrededor del palille
introducido, mientras que en otras su extensifén fue mis alld
del entrenudo inoculado.

En base a la morfologia observada del hongo y a los sin

tomas presentados en las plantas inoculadas, este hongc con-
cuerda con las caracteriticas para Fusarium monilifomme.
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FIGURA 10, Micelio aéreo ramificado mos
trando grandes cadenas de microconidios
10X.

FIGURA 11. Microconidios. 100X.
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FIGURA 12. Segmento de hifa en el que
se aprecia la -unién de un tabique. -
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FIGURA 13. Hifa engrosada conteniendo
un tabique completo. 100X.
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FIGURA 14, Punta de hifa y conididforos
laterales en los que se nota la inicia-
cién de una cadena microconidial. 100X

FIGURA 15. Hifa especializada {conidié-

foro) en la que se aprecia la emergencia
del primer conidio. 100X
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Discusion

Los aislamientos que resultarow negativos para Fusarniunm
provenientes de las muestras de suelo, se debieron a que el
hongo con frecuencia no se encuentra mezclado en el suelo, -
sino que se encuentra principalmente en los residuos de 1las
cosechas. Esto se comprueba por el hechd‘de que los aislamien
tos mediante la técnica del tejido plantado fueron positivos
para todos los medios de cultivo probados. Lo anterior confir
ma el hecho de que la invernacidn de Fusarium en residuos de -
cosecha es mis comfin, Agrios 1980 (1).

Las variaciones en las curvas de crecimiento observadas
se debieron con toda seguridad a los diferentes niveles nutri
cionales. Cuando se utilizd un medio con los suficientes ele-
mentos nutricionales, principalmente los carbohidratos, se -
produjo en el hongo una gran cantidad de micelio y cadenas de
microconidios, en tanto que con el empleo de un medio con los
elementos nutricionales esenciales pero pobre en carbohidra--
tos se indujo una gran esporulacién mostrando grandes cadenas
de microconidios, pero la produccién de micelio fue escasa.

La uniformidad en las caracteristicas morfolbdgicas se de
bié a que los cultivos fueron hechos del mismo indculo aisla-
do. No ohstante, las caracteristicas macroscépicas diferieron
para cada uno de los medios de cultivo, identificadas tanto -
en la abundancia del hongo como en el color de la colonia. Es
tos cambios fueron originados por la accidn enzimitica del -
hongo para adaptar el medio a sus necesidades, tanto de nutri

mentos disponibles como de pH.

52



La seguridad de que el hongo estudiado y descrito como
Fusanium moniligonme es el causante .de la pudricién del tallo,
estid basada en la comprobacién de los sintomas sefialados -
por Zummo 1973 (35), Williams y Frederiksen 1978 (34) y Be-
tancourt 1978 (5). Ademids de la comparacién de las estructu
Tas de este con los estudios llevados a cabo por Gilman = -
1963 (18), Booth (1971), Barnett (1971); Edmunds (1975) y
Komada (1976). '
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Conclusiones y

Recomendaciones

Encontrar un medio de cultivo adecuado para el aisla- -
miento y cultivo de Fusarium monififorme,y hacer una descrip---
cién morfoldgica estableciendo las bases para estudios poste
riores de control, principalmente, ha sido el objetivo pri-
mordial de esta investigacidén. El desarrollo de la misma per .
mite llegar a las siguientes conclusiones y recomendaciones.

En lo que respecta a los tipos de aislamiento, Se asegu
ra que el mis adecuado es el que utiliza la técnica del teji
do plantado, dado que los sintomas presentados en el tallo -
enfermo son caracteristicos del ataque de este hongo.

De la misma forma se puede establecer que las grandes -
diferencias entre los medios de cultivo probados son: Los mg
dios comunes son baratos y de fidcil preparacién pero presen-
tan serios problemas por contaminacidn con otros hongos. En
tanto los medios especiales contienen una gran cantidad de -
nutrimentos por lo que su preparacibn requiere mayor tiempo
pero los problemas de contaminacidén se reducen y el hongo de
sarrollado presenta caracteristicas adecuadas.

Se puede concluir también, que un medio con alto conte-
nido nutricional, principalmente los carbohidratos, produce
en el hongo un desarrollo bastante denso repercutiendo‘en un
aumento del indéculo, representado tanto en micelio como en -
conidios. Lo anterior fue observado en los medios "Nitrato -
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Amonio Cereal”, "Armstrong'Fusarlum" y "Papa Dextrosa Agar"

en orden de importancia.

Se recomienda el medio '"Bilay para la observacién de -
las fases del desarrollo y el proceso esporulativo, debido
a que su crecimiento es lento y pobre por la deficiencia en

carbohidratos.

Los medios "Agar Harina de Avena" y "Agar Agua Com{in"
no son aconsejables para pruebas semejantes a estas, por oca
sionar problemas de contaminacién y por carecer de un nivel
apropiado de nutricién, respectivamente. En esta investiga--
€idén ambos medios medios se omitieron después de las prime--

Tas pruebas.

Se acepta la Ha. porque los diferentes medios de culti-
vo muestran una gran diferencia en cuanto al aislamiento y
cultivo de Fusarium moniliforme.
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Resumen

La presente investigacién se 11levé a cabo en la Escuela
de Agricultura, el Instituto de Botfdnica y el Instituto de -
Celulosa Madera y Papel de la Universidad de Guadalajara con
la finalidad de determinar el método de aislamiento, cultivo
y esporulacién mds favorables para Fusarnium moniliforme, honga
causante de la pudricidn del tallo y de la panoja en el cul-

tivo del sorgo.

La importancia de hacer esta determinacién estriba en -
el dafio que este patbgeno estd causando al cultivo del sorgo
en México, especialmente en la Ciénega de Chapala, Jalisco.

'Y dado que la informacibn sobre este agente causal en nues--
tro pais es escasa e incompleta se llevé a cabo el presente

trabajo.

Para cumplir con los objetivos planteados, se procedid
a c¢laborar seis diferentes medios de cultivo, los cuales va
riaban en nutricidén y en selectividad microbiana. Con estos
medios se realizaron pruebas tales como; aislamientos, cur-
vas de crecimiento y cuantificacién esporulativa que fijaron
las caracteristicas para cada medio.

Ademis se establecié la identidad de este hongo median-
te los Postulados de Koch, con inoculaciones y posteriores -
observaciones microscbpicas del vegetal infectado, haciendo-
se una descripcién morfoldgica reforzada con fotografias.

La realizacidén de las pruebas mencionadas permitieron -
reconocer a la técnica del tejido como la mis favorable para
el aislamiento de este pardsito, al igual que los medios ~--
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"Armstrong Fusarium'" y "Nitrato Amonio Cereal". El medio -
""Papa Dextrosa Agar'" fue el mejor para el crecimiento del -
hongo, y el medio "Bilay' especial para la esporulacién y -

la observacién del desarrollo.

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluyd que
. los medios con alto contenido nutricional, sobre todo los -
carbohidratos, produce en el hongo un crecimiento bastante

denso repercutiendo en el aumento del inéculo.

También se establecid la diferencia en el uso de di- -
chos medios, perteneciendo a un grupo aquellos que su elabo
racibn es simple pero su selectividad.es baja (Papa Dextro-
"sa Agar, Agar Agua Comln y Agar Harina de Avena) y al otro

grupo los medios cuya elaboracibn es mas complicada pero su

selectividad es alta (Nitrato Amonio Cereal, Armstrong Fusa

rium y Bilay).
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CUADRO 7. Principales Enfermedades del Sorgo en México.
- 2

p——

~ Nombre com(in

‘Nombre cientifico

Distribucién

1.~ Mildigd Peronosclerospora songhd 1;233;5;7312
2.- Tizén de la Panoja | Fusariun moniliforme 1;2:3
3.- Tizén de la hoja Exenohillum turcicum 1;2;3;6
4.- Roya Pucelinia purpidrea 1;2;3;6
5.- Pudricién del tallo |Fusarium monififorme 1;2;3
6.- Carb6n de la panoja |Sphacelotheca relliana 13;2:;3:;6312
7.- Mohos del grano Cuwvwlaria, ete. 4;6;8;10
8.- Antracnosis Colletotrichum graminfeoka | 1;2;3;4
9.- Listado bacteriano |Pseudomonas andropogoni 1;6
de la hoja
10.-Mancha zonada de la |Gloecercospora sornghi 1:9
11.-Mi11did cabeza loca |Sclerophthora macrospora 15233
12.-Rayado bacteriano Xanthomonas holclcola 2;4;9
de la hoja
13.-Virus del enanismo |M D MYV 1311
del maiz y la cafia
de azdcar
‘CLAVE; 1. Tamaulipas 2. Guanajuato 3. Jalisco
. 4, Sinaloa 5. Michoacéin 6. Nayarit
7. Guerrero 8. Veracruz 9. Yucatin
10. Morelos 11. Puebla 12. Edo. México

Fuente: Betancourt V, A. 1978 (5).
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FIGURA 16. Diagrama de Dispersién que muestra la relacidn
entre la Incidencia de Roya y el Porcentaje de

Plantas Afectadas por Fusarium.
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FUENTE: Rodriguez R, P. (1983) (29)
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