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RESUMEN

ABSTRACT

Mundialmente se sefiala la presencia de hongos, bacterias y virus en
leguminosas y gramineas utilizadas como pastos y forrajes, los que
causan efectos negativos en el crecimiento, en la calidad nutricional
y en su capacidad reproductiva. En el presente trabajo se analizaron,
por diferentes técnicas de diagnostico, muestras de estos cultivos
provenientes de la Estacion de Pastos y Forrajes Nifia Bonita y Labo-
ratorios Provinciales de Sanidad Vegetal. Se registraron, por primera
vez en Cuba, 23 especies de hongos, la bacteria Pseudomonas fluo-
rescente del grupo 1b, el virus del mosaico de la soya (soybean
mosaic virus) y el virus del moteado amarillo del frijol (bean yellow
mottle virus).

Palabras clave: fitopatégenos, pastos, forrajes

The presence of fungi, bacteria and virus attacking graminous and
leguminous plants used as grass and forage, causing negatives effects
on their growth, nutritional quality and reproductive capacity is a fact
known all over the world. Samples o this kind of plants from Nifia
Bonita Grass and Forage Institute and Provincial Health Plant
Laboratories were analyzed by different diagnosis techniques in this
work. 23 fungal species, a fluorescent Pseudomonas group 1b, soybean
mosaic virus and bean yellow mottled virus Cuba are reported for the
first time to.

Key words: phytopathogens, grass, forages

INTRODUCCION

El1 establecimiento de los pastos y forrajes se afecta
por la adaptacion al clima, la resistencia al pisoteo del
ganado y la infeccién de hongos, bacterias y virus. Los
hongos son los que poseen una mayor participacion, no
solo por los danos que producen sobre los rendimien-
tos, sino porque provocan alteraciones importantes en
los parametros del producto cosechado, como la
lignificacion de los tallos, la disminucién de la
digestibilidad de las paredes celulares [Abe y Okumura,
1972] y del contenido de los aminoacidos libres en las
hojas y raices de las plantas afectadas [Hodges y
Robinson, 1977], asi como la produccién de micotoxinas

durante el proceso de parasitismo [Delgado y Alonso,
1994], mientras que los patégenos restantes dan lugar
a sintomas que afectan los rendimientos como enanis-
mo y marchitez de las plantas.

En Cuba las enfermedades fingicas reconocidas como
importantes son las pertenecientes a los géneros
Puccinia, Bipolaris y Piricularia, las cuales perjudican
el follaje de las gramineas. En Panicum maximun Jacq.
las principales patologias que afectan el follaje son cau-
sadas por especies de Drechslera, y en las espiguillas
por el verdadero carbén causado por Conidiosporomyces
ayresit (Berk.), que produce indices de afectaciones
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superiores al 40% [Bernal y Diaz, 1988; Delgado et al.,
1990].

Respecto alas enfermedades virales, la literatura recoge
solamente la presencia, en varios ecotipos de Centro-
sema spp., de particulas virales semejantes a Potyvirus
[Delgado y Machado, 1994], mientras que de las enfer-
medades bacterianas estan presentes las bacterias
Xanthomonas axonopodis pv. sojensis en soya [Albornoz,
1978], Erwinia sp. en Leucaena sp. [Delgado et al., 1989]
Dickeya chrysanthemi [Samson et al., 2004] y Erwinia
chrysanthemi en el sorgo [Caraballo, 1990].

Debido a los escasos estudios en las condiciones de Cuba
sobre las patologias que afectan alos pastos y forrajes'y,
al considerar que existen programas agricolas para la
produccion de semillas con bajos insumos de las especies
de gramineas y leguminosas utilizadas como alimentos
para el ganado; con el objetivo de incrementar la recupe-
raciéon ganadera, se llevo a cabo la identificacion de
fitopatégenos que las infectan, lo que constituye un co-
nocimiento de gran utilidad para los interesados.

MATERIALES Y METODOS

Para la determinacion de hongos, bacterias y virus se
colectaron muestras frescas y de semillas de especies
pratenses y forrajeras del Instituto de Investigaciones
de Pastos y Forrajes Nifia Bonita, y las procedentes de
diferentes estaciones analizadas en los laboratorios pro-
vinciales de sanidad vegetal de las provincias de La Ha-
bana, Cienfuegos, Camagiiey, Las Tunas, Granma y el
municipio especial de Isla de la Juventud.

Diagnostico de hongos

Se analizaron porciones de las areas afectadas de cada
muestra, las que se lavaron con abundante agua corrien-
te durante 5 min, se desinfectaron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% y se colocaron en placas que
contenian agar-agua. De las colonias desarrolladas en
las placas de agar-agua se transfirieron discos de 5 mm
a cufas de papa dextrosa agar, incubados a 25°C con
alternancia de luz-oscuridad y se observaron a partir
de las 48-72 h, seguin se desarrollaron los hongos. Las
determinaciones especificas se realizaron al microsco-
pio 6ptico y al estereoscopio segin los criterios de Ellis
(1971, 1976), Domsch et al. (1980), Nelson et al. (1983)
y Mercado et al. (1997).

Diagnostico de bacterias

El procedimiento se realiz6 mediante el método de ex-
traccién por trituracién del tejido por una hora en PBS
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y siembra por agotamiento en medio de cultivo agar
nutriente. Las placas se incubaron durante cuatro dias
y posteriormente se realizé transferencia de las colo-
nias a las que se les realizaron las pruebas de produc-
ciéon de pigmentos en medio B de King [King et al.,
1954], reaccion de hipersensibilidad Klement (1963), me-
tabolismo oxidativo fermentativo de la glucosa, tincién
de flagelos y pruebas de LOPAT [Lelliott et al., 1966],
presencia de nitrato reductasa, protopectinasa, utili-
zacién de malonato, de tartrato de sodio y producciéon

de catalasa [Delgado et al., 1989].

Para el analisis de las semillas se aplicaron los métodos
de camara himeda tradicional, del papel enrollado y
del triturado y remojado de estas durante 24 ha4°C, y
el método peso-agua del grifo [ Van Bovenkamp, 1985].

Diagnéstico de virus

Se realizaron inoculaciones mecanicas a plantas sanas
de cada especie de pasto y forraje, después de una se-
mana de germinadas, mediante el método de frotaciéon
del macerado. Como inéculo se utilizaron hojas con los
sintomas de amarillamiento, reduccién de la lamina
foliar, mosaico y moteado. La maceracion se realizé en
morteros sumergidos en hielo con tampén fosfato
0,0025M y pH 7.8, que contenia mercaptoetanol a
0,5% + carbon activado en unarelacién 3:1:1. Las plan-
tas testigos solo se inocularon con tampén, y todas se
mantuvieron en condiciones aisladas.

En los casos en que fue necesario se realizé la transmi-
sion mediante saltahojas, para lo cual se utilizaron aque-
llos que procedieron de colonias establecidas en plan-
tas de maiz y que fueron previamente identificadas como
Peregrinus maidis (Ashm) y Dalbulus maidis (De Long
y Wolcott) [ Rodriguez-Leén, comunicacién personal].
Las pruebas se realizaron en cubiculos o en pequenas
jaulas donde se colocaron de 2-20 macetas con dos plan-
tas sanas cada una, a la vez de contar con plantas in-
fectadas de maiz que sirvieron de in6culos, sobre las
que se mantuvieron altas poblaciones de los insectos.

La microscopia 6ptica se realiz6 mediante las técnicas
de tiras de epidermis [Christie y Edwardson, 1977], de
Dienes [June et al.,1979] y de abrasion [Ko et al., 1985]
en un rango de 100-1 000X.

Las observaciones en microscopia electrénica se reali-
zaron por el método de tincién negativa [Hitchorny y
Hills, 1965] y por la técnica de corte e inclusion. Las
muestras se observaron en un rango de 20 000X. La
técnica serolégica fue ELISA-DAS, y se utilizaron jue-
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gos de inmunosueros de la firma AGDIA, con las dilucio-
nes de IgG y conjugados recomendados por el fabricante.

RESULTADOS Y DISCUSION
Hongos

Dela totalidad de especies de hongos detectados, 23 de
ellas se informan por primera vez en Cuba en los cultivos
de pastos y forrajes (Tabla 1), entre las se encuentran
Alternaria alternata (Fr.) Keissl, cuyo aislamiento se rea-
liz6 a partir de pequefias manchas pardo oscuras con un
halo fino amarillento, una especie cosmopolita que apa-
rece en muchas clases de plantas y sustratos, incluyen-
do suelo, alimentos y textiles [[Ellis, 1971; Domsch et al.,
1980]. Aunque este hongo es considerado de poca impor-
tancia en los cultivos que afecta [Shew y Lucas, 1991],
en las plantas en que se encontr6 provocé abundantes
sintomas, ademas de estar muy bien distribuido. Por
otra parte, existen registros de toxicidad en animales de
sangre caliente que han ingerido alimentos contamina-
dos con este hongo [Domsch et al., 1980]. Bipolarts
cynodontis (Maringnoni) Shoemaker es cosmopolita y
causa manchas foliares en varias especies de gramineas
[Farr et al., 1995]. En el area del Caribe solo se habia
registrado en Puerto Rico [Minter et al., 2001].

Cercospora canescens Ellis & G. Martin es muy frecuen-
te sobre diferentes leguminosas en trépicos y
subtrépicos [Ellis, 1976]. En las muestras analizadas
se observo en las hojas provocando manchas redondea-
das pardas con el centro grisaceo, margen pardo-rojizo
oscuro y halo amarillo. Cercospora zebrina se ha regis-
trado en plantas de Medicago, Trifolium y otras en el
hemisferio norte, Africa y Sudamérica [Farr et al.,
1995], pero no se han encontrado registros en
Centroamérica. En el diagnéstico realizado se detecté
en Medicago spp. al causar manchas pardo-grisaceas
muy oscuras, con el centro mas claro, y en algunas un
halo amarillento no muy marcado. Colletotrichum
dematium (Pers.) Grove es un sapréfito comin de teji-
do vegetal en descomposicion, pero también es causan-
te de pudriciones en frutos, manchas foliares y damping-
off en varias especies de plantas, especialmente en
leguminosas [Domsch et al., 1980]. En este caso se de-
tecté sobre las hojas con sintomas tipicos de
antracnosis, donde estaba presente también la fase
teleomoérfica Glomerella cingulata (Stonem) Spaulding
and Schrenk. Fusartum semitetectum Berck & Rau es
una especie cosmopolita, pero su mayor importancia
econémica radica como agente causal de pudriciones

poscosecha en varios cultivos tropicales, y puede cau-
sar damping-off en posturas de tomate. En Cuba este
hongo es frecuente sobre restos vegetales de numero-
sas plantas, con accién saprofitica fundamentalmen-
te [Gerlach y Nirenberg, 1982; Lépez et al., 1993]. Al-
gunas cepas de esta especie son toxicogénicas y pueden
producir beauvericina, equisetina, fusapirona y
zearalenona [Thrane, 1999]. La zearalenona es un com-
puesto similar al 173-estradiol, y su consumo puede
producir problemas estrogénicos en el proceso
reproductivo. Se ha comprobado la virulencia de este
compuesto, especialmente en cerdos, donde se ha vis-
to que la presencia de esta toxina en alimentos causa
hiperestrogenismo, vulvovaginitis en cerdas, abortos
espontaneos, agalactia e infertilidad, debido a sus mar-
cadas propiedades estrogénicas y anabdlicas.

Entre las otras especies detectadas y senaladas con
anterioridad en Cuba se encuentra B. bicolor, que cau-
s6 pudricién en la base del tallo y lesiones foliares en
S. halepensey S. verticilliflorum, Bipolaris hawaiiensis,
detectados en diferentes especies de plantas, asi como
en suelo, textiles y otros sustratos, y B. sacchart, que
es el agente causal de la enfermedad mancha de ojo en
hojas de la cafia de azicar; pero en condiciones de ex-
trema humedad también puede producir marchitamien-
to en posturas de esta planta [ Ellis, 1971].

Bacterias

Se detectaron siete especies de bacterias en los pastos 'y
forrajes analizados (Tabla 2). De estas se registran por
primera vez en Cuba cepas oxidasa, levan, proto-
pectinasa y arginina negativas y positivas frente a la
reaccion de hipersensibilidad en tabaco, correspondiente
a Pseudomonas fluorescentes del grupo 1b en G. max, a
partir de hojas afectadas con manchas grasientas, lo
que coincide con Lelliot et al. (1966).

Por otra parte, se observaron cepas no fluorescentes a
partir de las muestras tomadas de L. leucocephala, las
que segun las pruebas llevadas a cabo correspondian al
género Erwinia. Enla Tabla 3 se observan los resulta-
dos de las pruebas bioquimicas para este género, y se
compara con los grupos Amylovora y Carotovora, lo
que demuestra que L. leucocephala esta infectada por
una bacteria que tiene caracteristicas de ambos gru-
pos. Hasta el momento, en Cuba estaba definida para
este cultivo la presencia de una bacteria del género
Erwinia, asociada a hongos del género Fusartum [Del-

gado et al., 1989].

fitosanidad/13



Gonzdlez y otros

Tabla 1. Especies fangicas patogenas y saprofiticas detectadas

Especies fingicas Planta hospedante Patégeno Saprofitica Provincia
Alternaria alternata (Fr.) Keissl * Lablab purpureus, L. X H,T
Panicum maximum, Jacq
Sorghum halepense, Pers.
Leucaena leucocephala, L.
Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire* | Pueraria phaseoloides, Benth X H
Lablab purpureus, L.
Bipolaris sp. Lablab purpureus, L. X C
Panicum maximum, Jacq.
Cynodon dactylon, (L.) Pers.
Bipolaris bicolor (Mitra) Shoemaker Sorghum halepense, Pers. X H,G
Bipolaris cynodontis (Marignoni) Cynodon dactylon, (L.) Pers. M, T
Shoemaker *
Bipolaris hawaiiensis (M. B. Ellis) Uchida | Sorghum halepense, Pers. X H
& Aragaki
Bipolaris sacchari (E. J. Butler) Shoemaker | Panicum maximum, Jacq. X T
Pennisetum purpureum, Schum.
Bipolaris spicifera (Bainier) Subram. Sorghum halepense, Pers. X G
Camptomeris leucaenae (F. Stevens & Leucaena leucocephala, L. X C,Cm
Dalbey) Syd.
Cercospora canescens Arachis pintot, L. X H,C
Ellis & G. Martin * Lablab purpureus, L.
Pueraria phaseoloides, Benth.
Cercospora spp. Centrosema pubescens, Benth. X H,C,M, T
Lablab purpureus, L.
Pueraria phaseoloides, Benth.
Cynodon dactylon (L.) Pers.
Cercospora zebrina Pass.* Medicago sativa, Lin. X H
Lablab purpureus, L.
Pueraria phaseoloides, Benth.
Cerebella andropogonis Ces. Panicum maximum, Jacq. X T, Cm, G
Sorghum halepense, Pers.
Cladosporium oxysporum Centrosema pubescens, Benth. X H
Berk. & M. A. Curtis * Lablab purpureus, L.
Medicago sp.
Pueraria phaseoloides, Benth.
Colletotrichum dematium Lablab purpureus, L. X H
(Pers.) Grove *
Colletotrichum gloeosporioides Lablab purpureus, L. X H, C, Cm
(Penz.) Sace. Clitoria ternatea, L.
Glycine max(L.) Merr.
Conidiosporomyces ayresii Panicum maximum, Jacq. X M, T, Cm
(Berk.) Vanky & Bauer
Corynespora cassticola Centrosema sp. X H
(Berk. & M. A. Curtis) C. T. Wei
Curvularia brachyspora Boedijn * Centrosema pubescens, Benth. X H
Curvularia eragrostidis Pueraria phaseoloides, Benth. X H
(Tsuda & Ueyama) Sivanesan *
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn Sorghum halepense, Pers. X Cm, G
Dischloridium laeense (Matsuchima) B. Canavalia sp. X H
Sutton *
Erysiphe polygoni D. C. * Lablab purpureus, L. X H
Exserohilum rostratum (Drechsler) Leonard | Centrosema sp. X H
& Suggs™
Fusartum incarnatum (Rob.) Sacc.* Lablab purpureus, L. X H
Centrosema sp.
Lacellinopsis sacchart Subr.” Brachiaria sp. X H
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Melanospora zamiae Corda*™ Brachiaria sp. X H
Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason ™ Brachiaria sp. X H
Oidium sp. Glycine maxima (L.) Merr. X H,C
Leucaena leucocephala, L.
Periconia atra Corda* Brachiaria sp. X H
Periconia byssotdes Persoon™ Canavalia sp. X H
Periconia cooker Centrosem sp. X H
E. W. Mason & M. B. Ellis * Centrosema pubescens, Benth.
Arachis sp.
Periconia minutissima Corda* Brachiaria sp. X H
Phaeoramularia fusimaculans Digitaria decumbens, Stewt. X T
(G. F. Atkinson) X. J. Liu & Y. L. Guo
Phoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenb. | Brachiaria sp. X H
& Kesteren™
Phomopsis sp. Centrosema sp. X H
Pithomyces graminicola R. Y. Roy & Rai* | Brachiaria sp. X H
Puccinia recondita Roberge Cynodon sp. X G, T
Puccinia purpurea Cooke Sorghum halepense, Pers. X Cm
Puccinia sp. Cynodon dactylon (L.) Pers. X
Stilbella sp.* Lablab purpureus, L. X
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger Macroptilium atropurpurium X
(D. C.) Urb.
U. setariae-italicae Yoshino Brachiaria brizanta, L. X C
Uromyces striatus J. Schrot. Medicago sp. X H, T, Cm
Ustilago sp. Cynodon dactylon (L.) Pers. M, Cm

H: La Habana (Nifia Bonita, Cangrejeras); C: Cienfuegos (Barajagua); M: Matanzas (Varadero, EEPF Indio Hatuey); T: Las Tunas (Tunas,

Manati, Menéndez); Cm: Camagiiey (EEPF, Jimaguay, Vertientes, Najasa); G: Granma (Jucaibama).

*: Detectada por primera vez en Cuba en pastos y forrajes.

Tabla 2. Especies de bacterias detectadas

Especie bacteriana Planta hospedante Provincia
Erwinia sp. Leucaena leucocephala, L. H
Pseudomonas fluorescentes grupo Ib* [Glycine max (L.) Merri. H
Xanthomonas axonopodis pv. Glycines |Glycine max, (L.) Merr. H,C
Acidovorax avenae subsp.avenae Zea mays, L. H,Cm
Xanthomonas sp. Sorghum halepense, Pers. Cm
Leucaena leucocephala, L. T
Zea mays, L. Cm
Pectobacterium sp. Pennisetum purpureum, Schum. T
Dickeya chrysanthemi Chloris gallanes, Kunth T
Zea mays, L. Cm

H: La Habana (Niiia Bonita, Cangrejeras); C: Cienfuegos (Barajagua);
T: Las Tunas (Tunas, Manati, Menéndez); Cm: Camaguaey (EEPF, Jimaguayt, Vertientes, Najasa).
*: Detectada por primera vez en Cuba en pastos y forrajes.
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas con los aislamientos
de L. leucocephala. Comparacion con los grupos Amylovora y Carotovora

Pruebas Erwinia sp. Grupo Amylovora Grupo Carotovora

Reaccién Gram Negativa Negativa Negativa
Reaccién oxidasa Negativa Negativa Negativa
Metabolismo oxidativo Fermentativa Negativa Negativa
fermentado de la glucosa

Pigmentos King B Negativa Negativa Negativa
Nitratos Positiva Negativa Positiva
Catalasa Positiva Positiva Positiva
Tartrato de sodio Positiva Negativa Positiva
Malonato de sodio Positiva Negativa Positiva
Flagelaciéon Peritrica Peritrica Peritrica

Virus

En Canavalia ensiformis (L.) P. D. C., y a partir de
hojas con sintomas de mosaico y verrugas, se observa-
ron inclusiones de formas irregulares tenidas de azul
violaceo, caracteristicas del grupo Bromovirus y perte-
necientes al virus del moteado amarillo del frijol (bean
yellow mottle virus), detectado por primera vez en este
cultivo en Cuba.

Centrosema pubescens, Benth con sintomas de hojas de-
formadas, mosaico y verrugas, se detecté infectada por
el Potyvirus, virus del mosaico de la soya (soybean
mosaic virus), lo que coincide con lo detectado en Co-
lombia [Morales et al., 1990]. En Cuba la literatura re-
coge solamente la presencia, en varios ecotipos de
Centrosema spp., de particulas virales semejantes a

Potyvirus [Delgado y Machado, 1994] (Tabla 4).

Tabla 4. Enfermedades virales detectadas

Planta hospedante Virus Provincia

Zea mays, L. Mosaico del maiz H, Cm
Mosaico del pepino

Canavalia ensiformis (L.) P. D. C. Moteado amarillo del frijol * H,C
Centrosema pubescens, Benth. Mosaico de la soya * H
Centrosema spp.
Dolichos lablad L. y Pennisetum Potyvirus H
purpureum, Schum.
Clitoria ternatea, L. Potexvirus H

H: La Habana (Nifia Bonita, Cangrejeras); C: Cienfuegos (Barajagua);

Cm: Camaguey (EEPF, Jimaguayi, Vertientes, Najasa).

*: Detectado por primera vez en Cuba.

En muestras de hojas de Z. mays con mosaico en for-
ma de estrias se observaron, mediante la microscopia
optica, inclusiones virales que rodeaban al nucleo y es-
taban distribuidas por toda la célula, especialmente en
las parenquimaticas, epidérmicas y en empalizadas, y
consistian en estructuras cristalinas tridimensionales
formadas por particulas virales, mientras que al mi-
croscopio electréonico se observaron particulas
baciliformes de 300 nm de longitud, pertenecientes al
grupo Rhabdovirus y que correspondieron al virus del
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mosaico del maiz (maize mosaic virus), transmitido por
el saltahojas Peregrinus maidis (Ashm.), artrépodo que
fue detectado asociado al cultivo en los muestreos rea-
lizados. Esta virosis se encuentra presente en Colom-
bia, Ecuadory Venezuela con una distribucién mode-

rada [De Leén y Morales, 1997].

A partir de sintomas de manchas cloréticas en las ho-
jas de maiz, se determiné la presencia del virus del
mosaico del pepino (CMV), evidenciado por inclusio-
nes amorfas al microscopio éptico, caracteristica especi-
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fica de este grupo, y es el iinico representante que afec-
ta al maiz. Su presencia en Cuba es escasa, lo que coin-
cide con De Le6n y Morales (1997) quienes lo detecta-
ron en algunas zonas de Brasil en una incidencia muy

baja.

En D. labblab, P. purpureumy C. ternatea se observaron
inclusiones citoplasmaticas pertenecientes a los grupos
Potyvirus y Potexvirus.

CONCLUSIONES

* Las especies de hongos A. alternata, A. tenuissima,
B. cynodontis, C. canescens, C. zebrina, C. dematium,
C. brachyspora, C. eragrostidis, D. laense, E. polygoni,
E. rostratum, F. incarnatum, P. byssoides, P. cooket,
Stilbella sp., L. sacchari, M. zamiae, N. sphaerica,
P, atra, P minutissima, P. sorghina 'y P. graminicola
son nuevos registros para el cultivo de los pastos en
Cuba.

* Entre los hongos patégenos los géneros Cercospora'y
Uromyces fueron los mas representados (tres espe-
cies), seguidos por Alternaria y Colletotrichum. Se
destacé la presencia de dos especies de F incarnatum
que, aunque tiene poca importancia como fito-
patogeno, es un oportunista con gran capacidad de
pudricién y que ademas puede resultar toxigénico.

* Se determiné que L. leucocephala esta infectada por
una bacteria no fluorescente del género Erwinia, cuya
especie tiene caracteristicas de E. amylovora y E. caro-
tovor, y se determiné la presencia de X. axonopodis
pV- glycines en plantas de G. mdxima y de A. avenae
subp. avenae en semillas de maiz (Z. mays, L.).

* En G. max se observaron cepas fluorescentes, corres-
pondientes a Pseudomonas fluorescentes del grupo
Ib, detectadas por primera vez en Cuba.

* En C. ensiformis se detect6 el virus del moteado ama-
rillo del frijol, y en C. pubescens el virus del mosaico
delasoya, no antes detectados en Cuba. En plantas
de maiz se determinaron los virus del mosaico del
maizy del mosaico del pepino, mientras que P purpureum
y C. ternatea se encontraron infectadas por un
Potyvirus y un Potexvirus respectivamente.
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