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RESUMEN

El género Fusarium se caracteriza por una gran variabilidad morfolégica
bajo diferentes condiciones de cultivo y tiende a degenerar rapidamente.
En Cuba, aun cuando se ha incrementado el conocimiento sobre este
importante género de hongos, no se han determinado las mejores condi-
ciones para su cultivo debido a la escasa informacion que existe acerca
del género y lo poco asequibles y costosas que resultan las técnicas
mas modernas. Para contribuir a la solucion de este problema se proce-
dio6 a estudiar la influencia del pH y los medios de cultivo en la expresion
de los caracteres de valor taxonomico de las especies de Fusarium mas
frecuentes en Cuba. Se utilizaron con este fin ocho cepas frescas de la
coleccion de hongos fitopatégenos del Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal. Se determind la influencia del pH en la produccién de
biomasa de las especies del género estudiadas y el mejor medio de cul-
tivo, donde se expresaron adecuadamente todos los caracteres utiles
para el diagndstico de las especies del género Fusarium. Con el estudio
del pH se comprobé que los valores éptimos de crecimiento se encontra-
ron entre los valores 5,5-6,5. Por primera vez en el pais se demuestra que
la mejor expresion de caracteres morfoldgicos utiles para el diagndstico
de las especies de Fusarium estudiadas se logré en el medio de cultivo
hojas de clavel-agar, seguido de agar de nutrientes especiales y final-
mente agar papa con papel de filtro; los medios agar de papa-dextrosa y
de papa-sacarosa resultaron adecuados para el estudio de los caracteres
culturales.
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ABSTRACT

The genus Fusarium is characterized by a great morphological
variability under different culture conditions and the isolates
degenerate quickly. The best conditions for the culture have not been
determined in Cuba, even when the knowledge of this important genus
has been increased, due to the scarce information about the genus and
the costs of most modern techniques. To contribute to the solution of this
problem, the influence of pH and culture media on the expression of
character of taxonomic value of the more frequent Cuban Fusarium species
was studied. With this purpose, eight fresh strains from Plant Health
Research Institute Culture Collection were used. The influence of the pH
on biomass production of the studied species was determined and the
best culture medium to the expression of all the useful characters. With
the study of the pH it was proven that the good values of growth were
among 5.5 - 6.5. It was demonstrated that the best expression of useful
morphological characters for the diagnosis of the studied Fusarium species
was achieved with Carnation leaf-Agar, followed by SNA and finally Potato
Agar with filter paper; the media Potato-Dextrose Agar and Potato-sucrose
agar were appropriate for the study of the cultural characters.
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INTRODUCCION

Fusarium Link es un género de Hyphomycetes clasifi-
cado en los hongos mitosporicos y generalmente consi-

derado como un anamérfico de algunos Hypocreales
(Ascomycetes) [Nelson et al., 1983].

La correcta identificacion de las especies de Fusarium
requiere de una observacién detallada del cultivo, ya
que el género se caracteriza por una gran variabilidad
morfolégica bajo diferentes condiciones de cultivo y
tiende a degenerar rapidamente [Seifrt et al., 2000].

En Cuba, el género Fusarium es uno de los que mayores
dificultades presenta para las determinaciones especificas,
debido a la escasa informacién que de €l existe y lo poco
asequibles y costosas que resultan las técnicas mas moder-
nas, y aun cuando se han realizando esfuerzos para incre-
mentar el conocimiento sobre este género de hongos, no se
han determinado las mejores condiciones para su cultivo.

El presente trabajo tiene como objetivos estudiar la in-
fluencia del pH y de los medios de cultivo en la expre-
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sién de los caracteres de valor taxonémico de las espe-
cies de Fusarium mas frecuentes en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Fueron utilizadas ocho cepas frescas de la coleccion de
hongos fitopatégenos del INISAV, las cuales se muestran
en la Tabla 1.

Influencia del pH sobre la produccion de biomasa

La influencia del pH en la produccién de biomasa se determi-
né con las especies fitopatégenas F solana, F. moniliorme
y E oxysporum. Se trabajé E solani, F moniliforme y E oxysporum.
Se trabaj6 con dos aislamientos para cada especie en
erlenmeyers de 250 mL con 100 mL de caldo de papa
sacarosa ajustados los pH a 3, 5, 6, 7 y 9. El pH se ajust6

con soluciones de hidréxido de sodio (NaOH) IN y de
acido clorhidrico (HCI) IN. Se utilizaron cuatro réplicas
por variante. A partir de una placa madre se transfirieron
asépticamente tres discos de 7 mm de didmetro a cada uno de
los erlenmeyers y ademas se adicionaron 100 mg/L de sulfato
de estreptomicina para evitar la contaminacion bacteriana. Los
erlenmeyers fueron incubados a 27 + 2°C en condiciones de
oscuridad para favorecer el crecimiento micelial. El tiempo de
incubacion estuvo entre 7-17 dias en dependencia de la veloci-
dad de crecimiento de las especies. Cada una de las variantes se
filtr6 en papel de filtro, los cuales fueron colocados en una
estufa a 45°C y pesados hasta obtener un peso constante. Se
pes6 cada réplica y se midié el pH final del caldo donde se
desarrollaron. Los resultados fueron comparados por anlisis
de varianza simple y se aplicé el test de rangos muiltiples de
Duncan para un 5% de probabilidad de error.

Tabla.l. Aislamientos trabajados. Seccion, sustrato y localidad a que pertenecen

Especie Seccién Procedencia Sustrato Localidad
F. moniliforme Liseola Cepario Oryza sativa ITA (Ciudad de La Habana)
F. moniliforme Liseola Sustratos analizados | Agua de pozo | Artemisa (La Habana)
F. oxysporum Elegans Cepario Musa La Esmeralda (Camagtiey)
F. oxysporum Elegans Cepario Musa Palma Soriano (Santiago de
Cuba)
F. proliferatum Liseola Cepario Sorghum Artemisa (La Habana)
halepense
F. proliferatum | Liseola Cepario Sorghum Ciudad de La Habana
halepense
F. solani Martiella | Cepario Suelo UBPC Simén Bolivar
(San Antonio de los Banos,
La Habana)
F. solani Martiella | Cepario Suelo UBPC Rolando Pérez
Quintosa (San Antonio de
los Barios, La Habana)

IIA: Instituto de Investigaciones del Arroz

Seleccion del mejor medio de cultivo
para el diagnéstico de las especies de Fusarium

Para la seleccion del mejor medio de cultivo se traba-
jo con los aislamientos de las especies fitopatogenas
E moniliforme, E oxysporum y F. solani; ademas se inclu-
y6 a E proliferatum por su dificultad para formar
macroconidios sin la presencia de luz cercana a la
ultravioleta (NUV), segiin Gerlach y Nirenberg (1982),
Nelson et al. (1983) y Nirenberg (1990).

Se realizé un estudio de los caracteres ttiles para el
diagnoéstico de cada una de las especies en los me-
dios de cultivo PDA (agar-papa-dextrosa), recomen-
dado por Nelson et al. (1983); PSA (agar-papa-saca-
rosa), recomendado por Booth (1977); Cz (agar
czapek dox modificado), propuesto por Booth
(1981); SNA (special nutrient agar), recomendado
por Nirenberg (1976); CLA (carnation leaf agar), pro-
puesto por Fisher et al. (1982); BLA (banana leaf
agar), segan Seifert et al. (2000) y agar papa con pa-
pel de filtro recomendado por Lépez (1999). Se pro-
b6 ademas agar-agua con hojas de banano.
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UBPC: Unidad Basica de Produccién Cooperativa

La siembra en estos medios se realizé a partir de una
placa madre, de donde fueron tomados discos de 7 mm
de diametro que se transfirieron al centro de las placas
que contenian los diferentes medios. Se montaron cin-
co réplicas por medio de cultivo para cada aislamien-
to, las cuales se incubaron a 27 * 2°C en condiciones
de alternancia de 8 horas luz por 16 de oscuridad, de
7-10 dias, recomendado para un desarrollo 6ptimo de
la morfologia de los conidios por Nirenberg (1990) y
Seifert et al. (2000). Se comparé la formacién de
esporodoquios, clamidosporas, pigmentacién, forma y
tamafno de conidios para la seleccion de los medios de
cultivo en los cuales se desarrolla la morfologia mas
tipica de las especies de Fusarium.

Para la determinacion de la cantidad de esporodoquios
desarrollados se coloc6é un acetato cuadriculado (cada
cuadricula = 1 cm?) sobre la placa de cultivo, y se con-
t6 la cantidad de esporodoquios observados en cinco
cuadriculas a los 14 dias de incubacién. Se calcul6 la
media por centimetro cuadrado del sustrato y se reali-
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z6 una escala valorativa que reflejara la cantidad de
esporodoquios producidos en cada uno de las especies
evaluadas en los diferentes medios.

Nimero de esporodoquios Escala
0 _
1-3 +
4-10 ++
>10 +H+

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia del pH sobre la produccion de biomasa

Los valores 6ptimos de crecimiento micelial de las es-
pecies E solani, F moniliforme y F oxysporum a determi-
nados pH se muestran en la Fig. I.
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Figura 1. Influencia del pH en el crecimiento micelial de varias espe-

cies de Fusarium.

Para las tres especies probadas a pH 3 se obtuvo un
crecimiento micelial significativamente menor. Los va-
lores 6ptimos de crecimiento oscilaron en un amplio
rango de pH desde 5 hasta 9 para la mayoria de las
especies. E solani, sin embargo, mostr6 un crecimiento
6ptimo solamente en el rango de pH de 5 a 7, con
valores de crecimiento micelial algo mayores en el ran-
go de pH de 6 a 7, tal y como se recomienda para la
mayoria de los hongos [Johnston & Booth, 1983]. A
pH acidos o muy basicos, el crecimiento de esta espe-
cie fue significativamente menor. E moniliforme mantu-
vo un crecimiento micelial 6ptimo entre 5-9 sin dife-
rencias significativas a los 11 dias de incubacién, aun
cuando entre los valores de pH 6 y 7 fue ligeramente
mayor el crecimiento. F oxysporum, a diferencia del res-
to de las especies probadas, mostré valores de creci-
miento mayores a un pH mas 4cido, en este caso a
pH = 5, aunque no significativamente mayor en com-
paracioén con el crecimiento obtenido en el rango de 6
a 9. Al evaluar el caldo resultante de las tres especies
probadas se pudieron apreciar variaciones entre 5-6 en
el pH final. Estos resultados, aunque variables, coinci-
den con lo planteado por Bilai (1955) con respecto a
los pardmetros 6ptimos de cultivo para las especies del
género. Segin esta autora, la mayoria de las especies
de Fusarium estdn capacitadas para crecer en un am-
plio rango de pH que va de 2,0 a 9,0 y a veces superior,
y en el proceso de crecimiento muchas especies cam-

bian el pH del medio, lo cual dependera de la compo-
sicion del medio y de otras condiciones de cultivo.

Selecciéon del mejor medio de cultivo
para el diagnoéstico de las especies de Fusarium

En los medios de cultivo PDA, PSA y Cz las caracteris-
ticas desarrolladas por las especies probadas se diferen-
ciaron notablemente de las desarrolladas en el resto de
los medios menos ricos en nutrientes. Dentro de este
ultimo grupo las diferencias morfolégicas fueron menos
notables, pero los resultados en ellos son inferiores a los
obtenidos en el medio CLA, donde se observo en todas
las especies analizadas la 6ptima expresion del total de
los caracteres ttiles para la identificacion.

En la especie F solani los medios PDA, PSA y Cz resulta-
ron idéneos para observar las caracteristicas culturales. Lo
observado coincide con lo descrito por Gerlach y Nirenberg
(1982) y Nelson et al. (1983). Esta especie mostré en to-
dos los medios de cultivo una rapida velocidad de creci-
miento micelial lineal en el rango de 6,5-7,6 cm a los seis
dias a 27 + 2°C; sin embargo, la difusién de pigmento al
medio, util para el diagnostico de la especie, solo se obser-
v6 sobre los medios PDA, PSA y Cz. La produccién de
esporodoquios/cm? vari6 segin el medio (1abla 2). En PDA,
PSA y Cz solamente se formaron los esporodoquios des-
pués de pasados 14 dias de incubacién. En el resto de
los medios el namero de esporodoquios formados fue
desde muy escaso, como los obtenidos en agar agua
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con hojas de banano y BLA, hasta muy abundantes,
como aquellos formados sobre el papel de filtro en SNA.
Estas masas conidiales permiten una determinacion muy

precisa de la especie, ya que los macroconidios forma-
dos en los esporodoquios muestran un alto grado de
uniformidad y exhiben todas las caracteristicas tipicas.

Tabla 2. Evaluacion del ndmero de esporodoquios/cm® de F. solani
en los diferentes medios de cultivo, segiin la escala

Medios Evaluacion Medios Evaluaciéon
Cz - BLA +
PDA - CLA ++
PSA B Agar papa'con papel iy
de filtro
Agar agua con hojas + SNA -
de banano

Para la evaluaciéon de la morfologia los medios PDA,
Cz y PSA no resultaron adecuados, fueron escasos los
macroconidios formados en el micelio aéreo, cortos al com-
pararlos con aquellos formados en el resto de los me-
dios con predominio de 1 a 3 septos, y célula basal en
forma de pie poco pronunciada en gran nimero de ellos.
Por otra parte, no se formaron clamidosporas en estos
medios a los 11 dias de realizarse la observacion, lo
cual es muy inconveniente, ya que estas estructuras
constituyen un elemento critico importante para iden-
tificar la especie.

Sobre el medio CLA, aun cuando las caracteristicas cul-
turales observadas no fueron tan definidas, todos los ca-
racteres morfolégicos vistos resultaron superiores a lo ob-
servado en el resto de los medios. En él se observé
abundancia de esporodoquios sobre las hojas de clavel,
de coloracion castano claro en ambos aislamientos; una
mayor produccién de clamidosporas y los
macroconidios, tanto del micelio aéreo como lo de los
esporodoquios, mostraban una célula basal y apical bien
diferenciada. En los medios SNA, BLA y agar papa con
papel de filtro, aun cuando las caracteristicas
morfolégicas concuerdan con lo descrito por Gerlach
y Nirenberg (1982); Nelson et al. (1983) y Singh et al.
(1991), los macroconidios del micelio aéreo eran mu-
cho mas cortos, variables en longitud y con poca dife-
renciacion en la célula basal y apical en comparacién
con los observados en medio CLA.

El comportamiento de las especies estudiadas de la sec-
cién Liseola (E moniliforme y E proliferatum) en los diferen-
tes medios de cultivo fue similar al de la especie E solani.
Ambas mostraron una rapida velocidad de crecimiento
en todos los medios, con un crecimiento micelial lineal
en el rango de 6,8-7,4 cm a los seis dias a 27 = 2°C.
Los medios PDA y PSA resultaron adecuados para eva-
luar culturalmente las dos especies, ya que lo observa-
do en ambas variantes de cultivo coincide con lo des-
crito por Gerlach y Nirenberg (1982) y Nelson et al.
(1983). En Cz la pigmentacion puarpura que caracteri-
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za a esta seccion no se produjo. Las caracteristicas
morfoldgicas observadas en estos tres medios de culti-
vo no facilitan la determinacién de ninguna de estas
especies. Los microconidios formados en estos medios
fueron muy variables en cuanto a forma, se presenta-
ron gutulados y de menor tamano en comparacién a
los observados en el resto de los medios para ambas
especies; por otra parte, no se formaron macroconidios
en ninguna de estas variantes de medio de cultivo.

Los resultados en medio CLA fueron sorprendentes. Se-
gun Gerlach y Nirenberg (1982) y Seifert et al. (2000),
las especies de la seccion Liseola requieren de luz cercana
a la ultravioleta (NUV) para la formacién de
macroconidios en cualquier medio de cultivo. Algunas
especies, como F moniliforme y E subglutinans, son capa-
ces de formar macroconidios incluso en PDA y PSA; pero
estos son escasos y no exhiben todas las caracteristicas
que permitan hacer una determinacién precisa. F pro-
liferatum, segan los referidos autores, solo forma
macroconidios bajo luz NUV. En este trabajo en medio
CLA en ambas especies se observé la presencia de
macroconidios tipicos de las especies de esta seccién. La
produccion de estos fue mas abundante en F moniliforme.

En los medios SNA, BLA, agar papa con papel de filtro y
agar agua con hojas de banano, se observé uniformidad
en los microconidios para ambas especies; sin embargo,
E proliferatum no formé macroconidios en estos medios, mien-
tras que en F moniliforme la formacién de macroconidios fue
muy escasa, y solo en el medio agar agua con hojas de
banano eran caracteristicos de la especie.

En la especie F oxysporum también se observé una rapi-
da velocidad de crecimiento en todos los medios de
cultivo, con un crecimiento micelial lineal en el rango
de 6,5-8,0 cm a los seis dias a 27 = 2°C. La difusion
de pigmento al medio solo se observé sobre los me-
dios de cultivo: PDA, PSA y Cz, y predominaron
generalmente los tonos vindceos, aunque en Cz se
apreciaron tonos salmén con zonas de coloracién
azul fuerte, lo que coincide con lo descrito por



Influencia del pH y de los medios de cultivo....

Gerlach y Nirenberg (1982). La producciéon de
esporodoquios/cm? varié segin el medio de cultivo (7a-
bla 3). En los medios CLA, SNA y agar papa con papel
de filtro, los esporodoquios fueron observados a los
pocos dias (6-8 dias) con variaciones en nimero desde

muy escasos, como los obtenidos en el medio agar papa
con papel de filtro, hasta muy abundantes, como aque-
llos formados sobre el papel de filtro en SNA y sobre
hojas de clavel en CLA. En el resto de los medios no se
formaron.

Tabla 3. Evaluacion del namero de esporodoquios/cm?
de F. oxysporum en los diferentes medios de cultivo, segin la escala

Medios Evaluacién Medios Evaluaciéon
Cz - BLA -
PDA - CLA +++
PSA B Agar papa con papel +
de filtro
Agar agua con hojas B SNA ity
de banano

Para la evaluacién de la morfologia, los medios PDA,
Cz y PSA no resultaron adecuados, ya que no se forma-
ron macroconidios. En agar agua con hojas de platano,
agar papa con papel de filtro y BLA, los macroconidios
formados en el micelio aéreo fueron escasos y con la
célula basal pedicelada poco pronunciada en gran nia-
mero de ellos. En el medio SNA los macroconidios for-
mados en el micelio aéreo y en los esporodoquios fue-
ron cortos en comparacion con aquellos observados en
los anteriores medios; sin embargo, en ellos, se observo
una célula basal y apical bien diferenciada, fueron abun-
dantes en el micelio aéreo y se apreci6 la formacion de
clamidosporas en ellos, estructuras que constituyen un
elemento de gran valor para identificar la especie. En el
resto de los medios las clamidosporas solo fueron for-
madas en el micelio aéreo.

En CLA los resultados para esta especie coinciden con
lo obtenido en F solaniy las especies de la seccion Liseola
estudiadas. En este medio se observé abundancia de
esporodoquios de coloraciéon naranja sobre las hojas
de clavel, los macroconidios mostraban una célula basal
y apical bien diferenciada y se observé la formacion de
clamidosporas en el micelio aéreo. Aun cuando este
medio resulté superior, en SNA las caracteristicas
morfologicas exhibidas por E oxpsporum concuerdan con
lo descrito por Gerlach y Nirenberg (1982), Nelson et
al. (1983) y Singh et al. (1991).

CONCLUSIONES

* Los valores 6ptimos de pH para el crecimiento de
las especies de Fusarium se encontraron entre 5,5-
6,5. En el proceso de crecimiento las especies estu-
diadas acidificaron el pH del medio.

* Por primera vez en el pais se demuestra que la mejor
expresion de caracteres morfolégicos ttiles para el diag-
nostico de las especies de Fusarium estudiadas se logré

en el medio CLA, seguido de SNA y finalmente agar
papa con papel de filtro, mientras que los medios
PDA y PSA resultaron adecuados para el estudio de
los caracteres culturales.
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