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RESUMEN

El garbanzo es uno de los cultivos principales en México, el estado de Sonora
ocupa en segundo lugar en produccién. Sin embargo su produccién se ve afectada
por enfermedades de origen fungico, dentro de las cuales destaca Fusarium
solani, que causa pudricion radicular y Fusarium oxysporum f. sp. ciceris
causando amarillez y marchitez vascular. El objetivo de este trabajo fue determinar
que genotipos de garbanzo generados en Sonora son resistentes a Fusarium
solani y raza 5 de Foc. En el periodo 2011-2012, se colectaron plantas con
sintomas de marchitez en diferentes localidades del Valle de Culiacan con el fin de
aislar el patégeno, cortando pequefios trozos de las plantas infectadas y fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3% y etanol al 70 %, posteriormente
lavados con agua estéril, los cuales fueron sembrados y crecidos en medio PDA
suplementado con PCNB vy cloranfenicol a 25 °C durante 5 dias. Ya desarrollado
se aislaron y purificaron los cultivos monospéricos mediante diluciones seriadas, a
los cuales se identific6 mediante caracteristicas morfoldgicas, se le extrajo el ADN
para la identificacion molecular mediante PCR de la raza 5. La cepa de Fusarium
solani fue usada mediante el cepario de Fusaria del INIFAP, estos dos patégenos
fueron usados para el andlisis de la resistencia o susceptibilidad a genotipos de
garbanzo mediante inoculaciones artificiales, bajo condiciones de invernadero. El
resultado de este trabajo fue que de los 18 genotipos evaluados, el 94.4 % fueron

resistentes a Fusarium solaniy a laraza 5 de Foc.
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ABSTRAC

Chickpea is one of the main crops in Mexico, Sonora ranks second in output.
However production is affected by fungal diseases, among which stands Fusarium
solani, which causes root rot and Fusarium oxysporum f. sp. ciceris causing
yellowing and wilting. The aim of this study was to determine that chickpea
genotypes generated in Sonora are resistant to Fusarium solani and race 5. In the
period 2011-2012, were collected plants with wilt symptoms in different parts of
Culiacan Valley in order to isolate the pathogen, cutting small pieces of infected
plants and were disinfected with sodium hypochlorite 3% and ethanol 70 %, then
washed in sterile water, which were sown and grown in PDA medium
supplemented with PCNB and chloramphenicol at 25 ° C for 5 days. Already
developed were isolated and purificated monosporics cultures throught serial
dilutions, to which was identified by morphological characteristics, is extracted DNA
for PCR screening of molecular race 5. Fusarium solani strain was used by Fusaria
strain collection of INIFAP, these two pathogens were used for analysis of the
susceptibility or resistance chickpea genotypes by artificial inoculation, under
greenhouse conditions. The result of this work was that of the 18 genotypes

evaluated, 94.4% were resistant to Fusarium solani and race 5 of Foc.



I.INTRODUCCION

Entre las leguminosas de grano seco, el garbanzo (Cicer arietinum L.) ocupa el
segundo lugar en importancia en nuestro pais después del frijol, cultivandose dos
tipos de este grano: el Desi (porquero), que se produce en el centro del pais, y el
Kabuli (blanco), que se cultiva principalmente en el Noroeste de México y es de
gran importancia econdmica debido a que su produccién se destina para la
exportacion al mercado internacional por lo que es un generador de divisas para el
pais y el estado de Sonora.

El Estado de Sonora, es el segundo productor de garbanzo, con 60 mil toneladas,
gue representa el 28 % del total del Noroeste de México. De esto, 90 % se exporta
a Espanfa, Argelia, Italia, prevaleciendo en un 90% el cultivo de garbanzo blanco;
sin embargo, es altamente susceptible a enfermedades. Dentro de las que
sobresalen por su importancia son las causadas por hongos como: Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris, Rhizoctonia solani, F. solani, Macrophomina phaseolina y
Sclerotium rolfsii. Estos hongos sobreviven en el suelo, causan pudriciones de raiz
y enfermedades vasculares, logrando impactar en el rendimiento entre un 10 y 60
%, y en ocasiones hasta el 100%. Ademas de ser uno de los principales factores
qgue limitan la produccién de garbanzo en el estado, ocasionando muy bajos
rendimientos por hectarea y calidad de grano, con incidencias de 1 a 100% y alto
grado de severidad.

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Foc) ocasiona en las hojas del cultivo una

decoloracion verde grisacea, seguida de un amarillamiento o defoliacion y la
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marchitez parcial o total de la planta. El hongo ataca principalmente e impide
principalmente la circulacion de la savia por los vasos lefiosos de las raices y tallo,
los cuales se tornan de color café a rojizo oscuro. En las plantas enfermas se
puede observar necrosis en la raiz principal, en las raices laterales y en el cuello
del tallo. Ha sido una enfermedad causante de fuertes dafios a la produccion de

este cultivo y dificil de erradicar.



[I. ANTECEDENTES

Las enfermedades en plantas ocasionadas por Fusarium, han tenido gran impacto
sobre los principales cultivos tanto que la mayoria de ellos presenta una
enfermedad asociada a su presencia. Una revision reciente de la lista de
enfermedades gestionadas por la Sociedad Americana de Fitopatologia, reveld
que mas de 81 de las 101 plantas de importancia econdmica en la lista tenian al
menos una enfermedad asociada a Fusarium. Los tipos de enfermedades
inducidas son muy variadas asi como su gravedad y pueden incluir pudricion de
tallo y raiz, chancros, marchitez, pudricion de fruto o semilla y enfermedades de
las hojas, por tanto la identificacion de las cepas de Fusarium presentes en
plantas enfermas ha sido y sigue siendo una tarea importante en los laboratorios
de diagnéstico, ya que juega un papel importante para la busqueda de fuentes de
resistencia (APS, 2004).

A pesar de su importancia economica, la productividad de garbanzo no ha
mejorado considerablemente a lo largo de los afos. Uno de los principales
obstaculos para la realizacion del pleno rendimiento potencial de garbanzo es por
la pudricion radicular causada por el hongo patdgeno Fusarium solani. La
enfermedad estd muy extendida en el cultivo del garbanzo en el mundo al menos

33 paises (Dubey et al., 2007).



ll. JUSTIFICACION

México destaca entre los primeros lugares a nivel mundial en produccién de
garbanzo, pero su rendimiento se ve afectado desde hace décadas por problemas
de origen fungico, entre ellos Fusarium solani y Fusarium oxysporum f. sp. ciceris,
lo que ocasiona hasta un 40% de pérdidas en cuanto a rendimiento, por lo que es
de suma importancia realizar una busqueda de fuentes de resistencia en
genotipos de garbanzo a la pudricion radicular y fusariosis vascular. El desarrollo
de plantas con resistencia genética ofrece la mejor estrategia practica y

econOmica para el manejo de la enfermedad.



IV. HIPOTESIS
En los genotipos de garbanzo generados en Sonora, existen materiales

resistentes a Fusarium solani y a raza 5 de Foc.

V. OBJETIVO
Determinar que genotipos de garbanzo generados en Sonora son resistentes a

Fusarium solani y raza 5 de Foc.



VI. REVISION DE LITERATURA

6.1 Origen y distribucién del garbanzo

El nombre Cicer es de origen latino, derivado de la palabra preindogermana
kickere usada por antiguas tribus del norte de Grecia y arietinum que tal vez
corresponda a la traduccion del griego krios que significa carnero, aludiendo a la
forma de la semilla de cabeza de carnero (aries). El género Cicer es originario del
suroeste de Turquia de la zona colindante con Siria, pero Vavilov establece dos
centros primarios, el suroeste de Asia y la cuenca del Mediterraneo (De Miguel,
1991).

En el siglo XVI los esparioles y portugueses, introducen el garbanzo a Sudamérica
y América Central, encontrando principalmente en México (Sinaloa, Sonora y Baja
California en la zona Norte, Michoacan, Guanajuato y Querétaro en la zona del
Bajio) condiciones favorables para su produccion. Que dentro de estas regiones
Sinaloa es lider tanto en produccién como en calidad (INIFAP, 2013), y hasta hace

pocos afos ha experimentado un desarrollo en el sur de E.U. (De Miguel, 1991).

6.2 Taxonomia del garbanzo

El garbanzo es una herbacea de la familia de las leguminosas, tiene hojas
imparipinadas, flores axilares, solitarias y pedunculadas, de color blanco a
violaceo y vainas que encierran dos semillas generalmente. Alcanza unos 60 cm
de altura y las semillas tienen forma esférica, debido al grosor de los cotiledones

que la forman.



Su clasificacion taxonomica la ubica en la familia Fabaceae, subfamilia
Papiilionoideae, tribu Cicereae y una docena de especies de las cuales C.
arietinum L. es la mas importante en el ambito comercial, reconociéndose dos
variedades botanicas C. arietinum var. fuscus o vulgare de flores violeaceas o
rosadas y semillas de color castafio rojizo, que corresponden al tipo forrajero; y C.
arietinum var. Macrocarpum de flores blancas y semillas de color claro para el
garbanzo blanco que se designa al consumo humano (Mateo, 1961).

El género contiene plantas anuales y perenes de tallos ramificados, erectos o
rastreros y las flores varian de color blanco, verdoso, rosa, violeta o azul. En
ocasiones de 1 a 5 flores pueden estar dispuestas en racimos, pero por general
habra de 1-3 semillas. El ciclo varia de 90 a 180 dias segun las condiciones
climaticas, se ubica dentro del grupo de plantas de dia largo, con temperaturas de
15-25°C, soportando la minima de -13°C y maxima de 33°C; ademés es bastante

sensible a la falta de aeracién (Mateo, 1961).

6.3 El cultivo de garbanzo en México

La introduccion del garbanzo en México, Chile, Perl y Argentina es un evento
reciente (Duke, 1981) se sabe que fue incorporado en América en el siglo XVI por
los espafioles y portugueses, encontrando en México, principalmente en la Region
del Noroeste condiciones favorables para su produccién. En su historial, este
grano se empez6 a cultivar en Sinaloa hace mas de 400 afios, el cual, fue
introducido por sacerdotes jesuitas acompafantes de los espafioles que
colonizaron la region, habiendo iniciado su cultivo en la jurisdiccién de la entonces

conocida como Villa de Guasave, donde se utiliz6 para autoconsumo de los



propios espafoles, de ellos aprendieron los nativos algunas formas de consumo
(Sanchez-Montoya, 2013), actualmente ha sido fundamental en la economia de la
region, tanto por la participacién de un importante segmento de la poblacion
dedicada a las labores de campo, ya que es uno de los pocos cultivos rentables en
las zonas temporaleras.

6.3.1. Variedades de garbanzo generadas en el Noroeste de México

El Programa de Mejora Genética del Garbanzo, llevado a cabo por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, en los Campos
Experimentales Valle de Culiacan, Valle del Fuerte y Costa de Hermosillo, por mas
de cuatro décadas y hasta la fecha, han generado méas de 20 variedades de
garbanzo con gran calidad y productividad, que se han reflejado debido al
rendimiento, porcentaje de exportacién, calibre de exportacion y resistencia
genética a diversas enfermedades fungicas. Estas variedades han sido
certificadas ante el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas
(SNICS-SAGARPA, 2010) y que considerando el objetivo de la certificacion,
procedimiento por el cual se asegura que la semilla cumple con los factores y
niveles de calidad establecidos en las reglas técnicas, se requiere contar ademas
con otros elementos que permitan garantizar la identidad de las variedades cuya
semilla se pretende certificar, para lo cual se ha establecido un procedimiento para
la descripcidn de las variedades, conforme estandares internacionales que permita
distinguir y caracterizar una poblacion de plantas que constituyen una variedad.
Diferentes variedades de garbanzo se diferencian entre si debido, a su origen
(cruzas), lo que se ve reflejado en su descripcion o etapas fenologicas, tal es el

caso del ciclo (fecha de floracion, madurez fisiologica), tipo de planta (E=erecta,
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SE=semierecta y SR=semiramificada, tamafio, hojas, flores, capsulas y grano), las
cuales varian en cuanto al clima, tipo de suelo y el manejo agrondmico. Algunas
de las variedades generadas han sido muy conocidas a nivel mundial, ya que
varias de ellas han sido evaluadas en diferentes paises a la resistencia en
Fusarium spp., como es el caso de Surutato (Bhatti y Kraft, 1992; Jiménez-Diaz y
Trapero-Casas, 1990), Gavilan y Tubutama (Jiménez-Diaz y Trapero-Casas,
1990). Los estados de Sinaloa, Sonora y BCS, son los Unicos en México que
cultivan este grano para su alimentacion y exportacion, siendo Sinaloa el estado
con mayor area de superficie de siembra (79,750 ha), posteriormente le sigue
Sonora (24,821 ha) y BCS (4,228 ha). En el Cuadro 1, se describen las superficies
de siembra (ha) y rendimiento (t ha™), durante los periodos otofo-invierno de
2012-2013 en la Region del Noroeste de México.

Entre las de variedades de garbanzo que se han generado, destacan Blanco
Sinaloa-92 (BS-92) (Gomez-Garza, 1993) y Blanoro 2010 (Ortega-Murrieta et al.,
2013), las cuales presentan un gran porcentaje de rendimiento, excelente calidad
en calibre (semillas/30 gr) y multiresistencia genética a la fusariosis. Durante los
periodos 2007- 2010, BS-92 y HOGA-012 (Blanoro 2010) fueron evaluadas en 28
localidades en terrenos de agricultores cooperantes que comprendian areas del
Valle de Fuerte, Valle de Culiacan, Valle del Yaqui, Valle del Mayo, Costa de
Hermosillo y en el Valle de Santo Domingo (BCS), obteniendo como resultados
gue Blanoro obtuvo un rendimiento promedio anual de 2878 kg/ha y BS-92 genero

2694 kg/ha (Ortega-Murrieta et al., 2013).



Cuadro 1. Superficie de siembra y rendimiento del garbanzo (otofio-invierno) en el

periodo 2012/2013 en la region del Noroeste de México.

Estado Superficie de siembra Rendimiento obtenido
(ha) Produccion (t ha™)

Sinaloa 79,750 1.4

Sonora 24,821 2.6

B.C.S 4,228 3.4

TOTAL 108,799 7.4

SAGARPA, 2013.

6.3.2. Cultivo de garbanzo en Sonora

En Sonora resultados experimentales indican que la fecha 6ptima de siembra esta
comprendida del 15 de noviembre al 15 de diciembre (Garcia, 1977). El estado de
Sonora, es el segundo productor de garbanzo (Sanchez, 2002). La produccion se
exporta a Espafia, Estados Unidos, Italia, Argelia y otros paises, dedicandose al
mercado nacional solo de 10 a 20 % de la cosecha, siendo un importante
generador de divisas para el estado y el pais (Morales et al., 1997).

Son diversas las variedades de garbanzo que se cultivan en el estado de Sonora.
En el Campo Experimental Costa de Hermosillo se generaron 8 variedades de
garbanzo (Programa de mejoramiento genético del garbanzo-INIFAP).

A continuacion se describen algunas variedades de garbanzo generadas en
Sonora (Cuadro 2), en cuanto a sus caracteristicas fenolégicas, ciclo, asi como

porcentaje de exportacion y calibre.
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Cuadro 2. Variedades de garbanzo generadas en el Campo Experimental Costa

de Hermosillo, Sonora, (INIFAP).

Variedad Habito Madurez  Porcentaje de  Calibre de

fisiolégica  exportacion  Exportacion

(dias)
Tubutama-88 SE 147 86 47
Pitic-93 E 156 88 56
Bco.Magdalena-95 E 154 86 54
Hermosillo-93 E 157 88 52
Desierto-98 SE 149 86 46
Tequi-98 SE 158 88 46
Costa-2004 E 150 94 46
Blanoro-2010 SE 135 93 45

E (Erecto), SE (semi erecto) y SR (semiramificado).
Fuente: INIFAP.

A continuacion se describen algunas variedades generadas en Sonora:

Hermosillo 93. Variedad lechoso, es de ciclo semi-precoz alrededor de 157 dias,
el parte de la planta es efecto con una altura de 50 a 60 cm, grano redondeado,
color café claro de tamafio mediano con 88% de grano para exportacion calibre
52, con rendimiento de 2.0 a 2.8 t ha™.

Pitic 93. Variedad lechosa, de hoja compuesta, con foliolos acerrados de tamafio
mediano, el porte de planta es erecto, con altura de 54 cm, grano café de tamafio
mediano a chico, redondeado, con calibre de 54-60 semillas por 30gr, ideal para

enlatado, produce de 2.5 a2.8 t ha™.

11



Blanco Magdalena 95. Variedad lechoso, de hoja compuesta, con foliolos
acerrados de tamafio mediano, follaje color verde claro, el porte de planta es
erecto, con la altura de 54 cm, grano blanco de tamafio mediano, redondeado, con
calibre de 52 a 56 semillas por 30 gr, ideal para enlatado, produce de 2.5 hasta 3.0
tha™.

Tequi Blanco 98. Variedad lechoso, de hoja compuesta, foliolos acerrados de
tamafio mediano y grano de color blanco, rugoso y redondeado, de ciclo tardio,
tolerante a rabia, con porte de planta semierecto, altura de la planta es de 50 a 60
cm, tiene buena respuesta a riegos de auxilio produciendo mayor rendimiento de
20a3.0tha™.

Desierto 98. Variedad lechoso, es de hoja simple y grano grande de color café
claro, rugoso y redondeado, de ciclo tardio. El porte de planta es semirastrero, la
altura de planta es de 40 a 50 cm, las primeras flores se presentan entre 50 y 70
dias, es de ciclo intermedio tardio, alcanza la madurez de 150 a 170 dias a partir
de la siembra, posee diferentes calibres (grande, mediano y chico). Produce de
2.0a2.8tha™.

6.3.3. Panorama del cultivo del garbanzo a nivel mundial

Entre las legumbres, el garbanzo ocupa el segundo lugar en superficie cultivada y
el tercero en produccién a nivel mundial. Este grano se cultiva y se consume, en
su mayor parte en los paises en desarrollo. Es una de las legumbres secas
comestibles con mayor contenido nutritivo y no contiene ningun factor toxico o
anti-nutricional especifico (encontrados con frecuencia en otras leguminosas). La
semilla contiene, en promedio 23% de proteina; este cultivo satisface un 80% de

su requerimiento de nitrégeno a partir de la fijacion mutualista de este elemento.
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En cuanto a produccién de este grano en el periodo 2012-2013, México ocupo el
sexto lugar a nivel mundial, siendo la India el principal productor (Cuadro 3).

Cuadro 3. Estadisticas de produccién (ton) de garbanzo por paises en el periodo

2012-2013.

Pais Posicion mundial Produccion (ton)
India 1 1,000, 100
Turquia 2 675,000
Canada 4 317,000
Estados Unidos 4 122,000
Australia 5 117,000
México 6 108,799
Espafa 7 76,000
Argentina 8 37,000

Fuente: FAOSTAT, 2013.

En cuanto a exportacion del garbanzo en el mismo periodo, nuestro pais ocupo el
tercer lugar a nivel mundial, superado por Turquia y Australia respectivamente
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadisticas de exportacién (ton) de garbanzo por paises en el periodo

2012-2013.

Pais Posicién mundial Exportacién (ton)
Turquia 1 189,600
Australia 2 144,074
México 3 141,382
Canada 4 94,063

Iran 5 87,111
Birmania 6 73,252

Continua...
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Tanzania 7 27,226

Estados Unidos 8 14,872
Rusia 9 14,829
Marruecos 10 12,281

Fuente: FAOSTAT, 2013.

6.3.4. Aspectos fitosanitarios del cultivo

Dentro de los factores limitantes en la produccién del garbanzo, la fitosanidad es
un aspecto muy importante, ya que se han reportado hongos, bacterias, virus y
nematodos que le atacan en campo; ademas de insectos plagas como gusanos
trozadores, minador de la hoja, gusano soldado y gusano de capsula.

Aunado a la vasculariosis del garbanzo generada por F. oxysporum f. sp. ciceris
(Foc) y la pudricién radicular ocasionada por F. solani (Fierros-Leyva et al., 2013,
Velarde-Félix et al., 2013, Trapero- Casas y Jiménez- Diaz, 1985), existen otros
hongos que invaden la raiz de la planta, causando una pudricion radicular,
destacando, Pythium aphanidermatum, Sclerotinia sclerotiorum, (Abdullah, 2010),
Rhizoctonia solani Kiehn (Garcia-Estrada et al., 2004, Hwang, S. F., 2003)
Sclerotium rolfsii Sacc (Hameeda et al.,, 2010, Garcia-Estrada et al., 2004)
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. (Reznikov et al., 2013, Siddiqui y Akhtar,
2007, Trapero-Casas y Jiménez- Diaz, 1985), Thielaviopsis basicola (Berk y
Broome) Ferraris (teleomorfo= Chalara elegans Nag Raj & Kendrick) (Bhatti y
Kraft, 1992). Estos hongos estan presentes durante todo el ciclo, pero pueden
manifestarse en alguna etapa importante en la devastacibn en cuanto a la

productividad y rendimiento de este cultivo a nivel mundial.

14


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hameeda%20B%5Bauth%5D

Otros dafios fungicos que causan enfermedades en el garbanzo, son las del tipo
foliar, causadas principalmente por hongos diferentes, entre los cuales sobresalen:
el moho gris (Botritys cineria Pers. ex. P.) (Wen et al., 2005), el Mildiu
(Peronospora ciceris Agarwal), (Fierro-Corrales et al.,, 2011), la roya (Uromices
ciceris-arietini (Grognot) Jacz y Boyd, Cardenas y et al., Stuteville et al., 2010) y la
verdadera rabia del garbanzo generada por  Ascochita rabiae
(teleomorfo=Didymella rabiei) (Ali et al., 2012; Gan et al., 2006; Wen et al., 2005;
Pande et al., 2005; Jiménez-Diaz et al., 1993; Trapero-Casas et al.,1992), aiun no
reportada en Meéxico. Estos hongos causan enfermedades econdémicamente
importante en el garbanzo, y han sido encontradas en areas especialmente con
clima humedo persiste.

Especies de bacterias, insectos y nematodos que infectan al garbanzo han sido
muy escasas en cuanto a su deteccion y presencia. La bacteriosis del garbanzo se
ha detectado en pocos lugares del mundo, en Venezuela se determiné que la
bacteria Pseudomonas spp., es un agente causal de la pudricién en este cultivo
(Tineo et al., 1988), causando grandes pérdidas en su rendimiento.

En insectos, una de las plagas importantes del garbanzo la constituye el diptero
minador Liriomyza cicerina, encontrada en la peninsula Ibérica (Tormos y Garrido,
1991). En México se han reportado el gusano trozador (Peridroma saucia Hubner),
minador de la hoja (Liriomyza trifoli Burgess), gusano soldado (Spodoptera exigua
Hubner) y gusano de capsula (Helicoverpa zea Boddie) y H. virescens,
ocasionando defoliaciones severas cuando sus poblaciones son muy altas, si esto

ocurre cuando el grano esta en formacion, el rendimiento y la calidad decrecen,
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debido a que los granos no se desarrollan normalmente (Cortez-Mondaca y Pérez-
Marquez, 2013).

En cuanto a nematodos, Meloidogyne incognita se tiene reportado en la India,
disminuyendo la productividad y el rendimiento, debido a los dafios que genera en
las raices y la reduccion de estas (Bushra et al., 2012), aunado a que se ha
confirmado que este nematodo, realiza una simbiosis con varios hongos,
especialmente F. solani, Rhizoctonia solani y Macrophomina phaseolina lo que
genera una mayor rapidez reduciendo la cantidad de raices y en la reduccién del
crecimiento (Asmaa et al., 2007).

En cuanto a la virosis, en garbanzo, son pocas las enfermedades que se han
detectado a nivel mundial. En 1970, Kaiser y Danesh (1970), reportaron en Iran,
que los virus que causan la marchitez en el garbanzo son el Mosaico de la Alfalfa
(AMV), el Mosaico de la Amarillez en Frijol (BYMV), el Mosaico de la Calabaza
(CMV) y el Virus del enrollamiento del guisante (PLRV), llegando a disminuir un
20-30% de la cosecha en este cultivo, En EUA se tiene reportado al Virus de la
excrescencia del guisante (PEMV), el cual es transmitido por &fidos causando
manchas clordticas, retraso en el crecimiento, enanismo y deformacion del tejido
de la hoja (Mark et al.,1996).

Finalmente, otros de los problemas fitosanitarios que causan pérdidas en el
rendimiento del garbanzo en México, son las malezas, las cuales compiten por los
recursos que requiere el garbanzo para su desarrollo. Entre ellas sobresalen el
guelite (Amaranthus palmeri), el chual (Chenopodium album), la verdolaga
(Portulaca oleracea), el tomatillo (Physalis spp.), el girasol (Helianthus annus), la

chinita (Sonchus spp.). Sin embargo, estudios para el combate de malezas con
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base a herbicidas no han podido controlar especies tales como Sysimbrium irio,
Brassica campestris (nabo silvestre), Lactuca serriola (lechugilla) y Meliotus albus,
que en conjunto pueden causar pérdidas de rendimiento de 900 kg de grano por
hectarea (Martinez, 2004).

6.3.5. Cultivares resistentes del garbanzo como uso del control a la
fusariosis

La ecologia del patégeno y la epidemiologia de la enfermedad indican que las
patologias de la fusariosis del garbanzo son de naturaleza monociclica. Por tanto,
la reduccion de la cantidad del in6culo inicial en el suelo, a reducir su eficacia, o a
ambas, es la estrategia mas adecuada para su control. Por otra parte, la rotacion
de garbanzo con cultivos no huéspedes puede contribuir a reducir el inoculo de
sus patdgenos que residen en el suelo. Sin embargo, el control de la fusariosis
mediante la rotacion de cultivos no es efectivo debido a la capacidad del patégeno
de sobrevivir prolongadamente en el suelo mediante clamidosporas, asi como de
infectar asintomaticamente otros cultivos de plantas leguminosas y no
leguminosas (Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985).

De forma similar, investigaciones sobre el uso combinado de fungicidas en semilla
de garbanzo de diferente susceptibilidad, indican que algunos fungicidas
incrementan significativamente la emergencia de las plantulas y retrasan el
comienzo de las enfermedades en cultivares moderadamente resistentes, pero no
en cultivares altamente susceptibles como el caso de la linea P-2245. Sin
embargo, ningun tratamiento fungicida proporciona un nivel de control satisfactorio

de la epidemia (Jiménez Diaz y Trapero Casas, 1985).
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El método més practico y economicamente eficiente para el control de la fusariosis
es la generacion y utilizacion de cultivares resistentes (Nene y Reddy, 1987). Sin
embargo, la efectividad de este método de control puede ser disminuida por la
existencia de razas patogénicas de F. oxysporum f. sp. ciceris (Jiménez Diaz et
al., 1993a; 1989b; Haware y Nene, 1982b). Como en otros patosistemas, el
desarrollo de genotipos de garbanzo resistentes a esta enfermedad puede ser
influido por factores como la genética de la resistencia en la planta y la variabilidad
patogénica en el agente. Aun asi, se han conseguido importantes avances en el
desarrollo de genotipos de garbanzo resistentes o tolerantes a enfermedades
individuales (Singh, 1987). Sin embargo, en muchos casos, el germoplasma
resistente a una enfermedad se ha mostrado altamente susceptible a otras
enfermedades importantes del cultivo.

Estudios realizados en condiciones de campo indicaron que la resistencia a
fusariosis vascular en diferentes cultivares de garbanzo era monogénica con
dominancia incompleta (Ayyar y lyer, 1936), o monogénica y recesiva (Sidhu et al.,
1983; Lépez, 1974). Otras investigaciones han mostrado que la resistencia a la
raza 1 de F. oxysporum f. sp. ciceris en los germoplasmas CPS-1 y WR-315 es
conferida por un Unico alelo recesivo, que se encuentra en el mismo locus en
ambos genotipos de garbanzo (Kumar y Haware, 1982). Asimismo, Kumar y
Haware (1982) sugirieron que en la resistencia a la raza 1A del patdogeno pudieran
estar implicados otros genes mayores o complejos poligénicos, y a que los
cruzamientos realizados entre lineas susceptibles y resistentes de garbanzo no
mostraban la relacién fenotipica esperada de 3 (susceptible): 1 (resistente). Sin

embargo, los progresos en la identificacion de fuentes de resistencia y en el
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desarrollo de cultivares de alto rendimiento y resistentes a la fusariosis han sido
significativos (Singh, 1987; Singh y Reddy, 1991).

En el ICRISAT (Instituto de Investigacion Internacional de Cultivos Tropicales
Semiaridos) hay disponibles muchas lineas tanto del tipo Desi como del tipo
Kabuli, resistentes a la fusariosis (Haware et al., 1989a), asi como otras fuentes de
resistencia a la fusariosis vascular y a la podredumbre de raiz (Reddy et al., 1990).
Dicha resistencia a la fusariosis ha sido incorporada con éxito a cultivares de
garbanzo tipos Desi y Kabuli de alto rendimiento (Kumar et al., 1985; Ghanekar et
al., 1990).

6.3.6. Uso de marcadores moleculares del garbanzo como fuente de control
de la fusariosis vascular

Otras de las alternativas que ha dado ventajas en el mejoramiento genético del
garbanzo son las técnicas de biologia molecular, ya que mediante su uso,
basados en marcadores moleculares en el ADN gendémico de este cultivo, se han
podido encontrar genes con resistencia a ciertas razas patogénicas.

En una investigacion realizada en Tunez, se determiné la herencia de la
resistencia a la marchitez a la raza 0 en el garbanzo. Para ello se realizaron las
cruzas de lineas endogamicas recombinantes (RILs) en dos F: 6, las cuales fueron
generadas por CA2156 X JG62 (susceptible X resistente) y CA2139 X JG62
(resistente X resistente) y basado en marcadores moleculares tipo RAPDs,
determinaron que la resistencia de garbanzo a la raza 0, esta basada en un solo
gen con dos alelos que controlan las resistencia a esta raza y que este gen esta

presente en JG-62, el progenitor resistente (Rubio et al., 2003).
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Otra investigacion realizada en la India, el mapeo integrado de marcadores
moleculares del genoma del garbanzo fue establecido con base en una cruza de
lineas endogamicas resistentes al marchitamiento causado por Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris de C. arietinum X C. reticulatum, el progenitor silvestre de
garbanzo. Para ello, hicieron uso de marcadores moleculares tipo STMSs,
Amplificacion de ADN de huellas gendémicas (DAF), polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP), ISSR, RAPD, isoenzimas, ADN cloroplastico
(ADNc), SCARs vy loci, obteniendo como resultado la deteccion de genes del
garbanzo para la resistencia a las razas fisiolégicas 4 y 5 (la raza 4, solamente se
han encontrado en la India). Estas técnicas dan como propuesta que sirven como
una base para la seleccion de marcadores asistidos y la clonacién basada en
mapeo de genes de resistencia a la fusariosis y otros genes agrondémicamente
importantes en el futuro (Winter et al., 2000).

6.4. El género Fusarium

El género Fusarium fue documentado por Link en 1809, y a casi tres siglos de su
introduccién se considera un género que contiene una alta diversidad de
patdgenos de plantas. Los miembros de este género, pueden provocar
directamente enfermedades en plantas, animales domésticos y humanos.
Fusarium spp. produce un grupo de metabdlitos secundarios que estan asociados
con las enfermedades de las plantas, tal como el cancer y otros defectos de
crecimiento en humanos. Es un género con diversidad de especies, formas
especiales y razas, aunado a metabolitos de gran importancia para la ciencia y la

agricultura.
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Las enfermedades en plantas por Fusarium, han tenido gran impacto sobre los
principales cultivos, tanto que la mayoria de ellos presenta una enfermedad
asociada a su presencia. Una revision reciente de la lista de enfermedades
gestionadas por la Sociedad Americana de Fitopatologia (APS), revel6 que méas
de 81 de las 101 plantas de importancia econdmica en la lista, presentan al menos
una enfermedad asociada a Fusarium. Los tipos de enfermedades inducidas son
muy variadas asi como su gravedad y pueden incluir pudricién de tallo y raiz,
chancros, marchitez, pudricién de fruto o semilla y enfermedades de las hojas, por
tanto la identificacion de las cepas de Fusarium presentes en plantas enfermas ha
sido y sigue siendo una tarea importante en los laboratorios de diagnéstico (APS,
2014).

Las especies de hongos del género Fusarium han llamado la atencion a un gran
namero de cientificos a nivel mundial mas que cualquier otro grupo de hongos,
debido a que es un género cosmopolita y variable, responsable de numerosas
enfermedades de plantas y animales, incluido el humano. Todas las especies del
género son igualmente particulares como saproéfitos y parasitos, encontrandose
desde los tropicos hasta los circulos polares. Las especies de este género
constituyen un grupo cosmopolita de hongos filamentosos que estan ampliamente
distribuidas en el suelo y que colonizan las partes aéreas y subterraneas de las
plantas, asi como residuos vegetales y otros sustratos organicos. Se considera un
género de hongos fitopatdogenos, ya que son capaces de infectar diversas
especies vegetales y producir enfermedades, generando sintomas de amarillez,
marchitez, pudricion radicular, chancros y finalmente la muerte de muchos

cultivos, aunque también pueden vivir de manera saprofita sobre residuos de éstas
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0 en productos derivados de ellas (Leslie y Summerell, 2006). Debido a ello,
provocan grandes pérdidas econdémicas en la agricultura y en la industria de
procesado y transformacion en alimentos y piensos debido a la disminucion de su

calidad (Marin, 2010).

6.4.1. Clasificacion taxonémica del género Fusarium

Tradicionalmente, la identificacién de hongos fitopatégenos se ha basado en la
observacion y comparacién de caracteres morfolégicos de los especimenes; sin
embargo, en cada uno de los niveles taxonémicos, especie, subespecie, variedad,
formae specialis y raza, cada vez es menos numeroso el tipo de caracteres
morfolégicos que se consideran validos para la diferenciacién entre dichos grupos.
Ademas, mientras que subespecies y variedades suelen diferir en algunos
aspectos morfologicos, formas especiales y razas difieren generalmente en la
gama de especies y de cultivares de éstas, respectivamente, sobre las que son
patogénicas (Coddington y Gould, 1992).

Los taxones reconocidos por el Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(ICBN por sus siglas en inglés), estan basados en las caracteristicas morfologicas
de los individuos e incluyen seccién, especie y variedades. Aunque algunas
divisiones entre las especies de Fusarium estan basados en la fisiologia como las
formas especiales y razas, 0 en genética como los grupos de compatibilidad
vegetativa, no estan reconocidos por el cédigo.

Con base a los taxones documentados por el ICBN, la clasificacién taxonémica de

estos hongos es la siguiente:
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Reino: Fungi
Divisibn Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Geénero: Fusarium
Algunas especies tienen un estado sexual (o teleomorfo) reconocido dentro de la
familia Nectriaceae, y pertenecen a los géneros Gibberella, Nectria

(Haematonectria) y Albonectria (Leslie y Summerell, 2006).

6.4.2. Descripcién Filogenética de Fusaria

Actualmente, unas de las alternativas moleculares mas frecuentes en el uso de la
identificacion filogenética de Fusaria, esta basada en la secuencia nucleotidica del
gen del factor de elongacién 1 alfa (EF-1a o TEF), el cual codifica una parte
esencial de maquinaria de traduccién proteinica, tiene una gran utilidad
filogenética ya que es altamente conservado a nivel de especie dentro del género
Fusarium y se han desarrollado cebadores o iniciadores universales que funcionan

a través del género (Geiser et al., 2004; Roger et al., 1999), esto debido a que
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presenta una sola copia no ortdloga para este género. Este gen fue utilizado por
primera vez como marcador filogenético para inferir las especies y nivel de género
entre los lepidépteros (Cho et al., 1995). Para el caso de las especies del género
Fusarium, estos cebadores fueron desarrollados para investigar linajes dentro del
complejo Fusarium oxysporum (O’ Donnell et al., 1998).

Estos iniciadores amplifican una region de ~750 pb del gen EF flanqueando 3
intrones que constituyen la mitad de la longitud del amplificado en todos los
Fusarium conocidos. Este gen es encontrado consistentemente en copia simple en
Fusaria y muestra un alto nivel de polimorfismo, aun cuando es comparado con las
porciones ricas en intrones de los genes que codifican proteinas como la
calmodulina, B-tubulina e histona 3 (H3). Por estas razones EF se ha convertido
en el marcador de eleccion como herramienta para la identificaciéon de Fusarium
spp. (Geiser et al., 2004).

6.5. Fusarium solani

Un patdgeno que ataca a un gran numero de plantas y especialmente arboles.
Este hongo tiene la facultad de reproducirse de dos formas: asexual (anamorfa)
donde recibe el nombre de Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber
emend. Snyder & Hansen y de manera sexual (teleomorfo), denominandose con el
nombre de Haemanectria haematococca (Berkeley & Broome) Samuel &
Nirenberg. A diferencia de F. oxysporum, F. solani no es un hongo vascular por

tanto su patologia es de tipo de pudricién radicular.

6.5.1. Descripcion morfologica
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Las macroconidias son relativamente amplias, rectas, fuerte y robustos, con
morfologia celular apical redonda y la basal tiene una forma distinta o estar poco
desarrolladas, directamente a casi cilindrica, por lo general con una muesca o un

extremo redondeado. Suelen ser abundantes en esporodoquias, con 5 a 7 septos.

Las microconidias, presentan septos ovales, elipsoides, reniformes y fusiformes,
con 0 6 1 y ocasionalmente 2 septos. Las células conididgenas (fidlides), a
menudo son bastante largas, con micelio abundante tipo aéreo.

Las clamidosporas, son abundantes y su formacion se desarrolla abundante y
rapidamente dentro de 2 a 4 semanas en medio CLA (Agar hoja de clavel) y su
localizacion pueden estar intercaladamente en la hifa o formadas terminalmente
en ramas laterales cortas o en pareja, pero ocasionalmente en cadenas cortas, su
apariencia puede ser globosa u ovalada y lisa o paredes rugosas (Leslie y

Summerell, 2006).
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Figura 1. Morfologia de F. solani: A) Macroconidias B) Microconidias C)
Microconidias in situ en medio CLA.

6.5.2. Distribucidn geografica y patogénesis
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F. solani es un hongo cosmopolita, que ha sido encontrado aislado de suelos que
involucran una gran variedad de ambiente (Burgess y Summerell, 1992). Este
patégeno puede encontrase en todo el mundo, aunque preferentemente en zonas

templadas (Smith et al., 1988).

La presencia de F. solani esta bien documentada como patdgeno en un numero
de leguminosas y otras plantas tropicales, donde a menudo se asocia con
chancros y problemas de muerte regresiva de arboles (Nelson et al., 1981). Los
mecanismos de patogenicidad en plantas han sido ampliamente estudiadas con F.
solani, y se ha documentado que la bioquimica de la interaccion hospedante-
patébgeno, por lo general se ha evaluado principalmente en términos de
reacciones. Hay informes que este hongo puede eliminar compuestos antifingicos
sintetizados por algunas plantas hospederas, por ejemplo puede degradar a la a-
tomatina, una fitoalexina sintetizada por el tomate (Lairini y Ruiz-Rubio, 1998).

La actividad de la quitina sintetasa, también se requiere para la plena expresion de
algunos fenotipos patogénicos (Martin-Udiroz et al., 2004). F. solani también
pueden degradar fitoalexinas tales como kievitona que se producen como parte de
la respuesta de las plantas a algunos ataques de hongos (Li et al., 1995).

La temperatura Optima del suelo para el desarrollo de la enfermedad causada por
F. solani es de 26-28°C, el cual permanece como saprofito sobre restos vegetales
descompuestos; las clamidosporas germinan en presencia de exudados
radiculares de muchas plantas no huésped; en la rizosfera de los huéspedes
puede haber una fase de crecimiento saprofitica anterior a la penetracion del

cortex de la raiz. La aireacion del suelo induce la formacion de clamisdosporas
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mientras que un suelo compactado favorece la invasion del huésped y el
desarrollo de los sintomas. Se disemina por transporte de restos infectados y por
el agua de drenaje (Smith et al., 1988).

6.5.3. Sintomatologia

Los sintomas comienzan en la zona basal por una decoloracion del cuello que vira
hacia el marron claro; posteriormente, la planta se torna clorética a causa de una
podredumbre blanda. En la zona radicular se puede observar el descortezamiento
de las raices y raicillas. Una eflorescencia blanco a blanco cremosa se desarrolla
sobre las lesiones, generando que la raiz y el cértex del hipocotilo ennegrezcan y
se pudran, esto lleva ala clorosis foliar y a veces al enanismo generalizado de la
planta (Smith et al., 1988).

6.5.4. Reservorios de Fusarium solani

F. solani es un hongo de suelo, necrotrofo obligado, patogénicamente
especializado de especies. Sin embargo, se sabe que este hongo puede invadir
asintomaticamente raices de otras plantas, tanto leguminosas como no
leguminosas, tales como: el chicharo (Pisum sativum L.), la lenteja (Lens
esculenta Moench) el guandu (Cajanus cajan L.) Millsp.

Fusarium solani es una de las pocas especies de Fusarium que se puede
encontrar en alta frecuencia en los suelos de la selva tropical. Algunas plantas de
importancia econdmica considerable con enfermedades causadas por F. solani
incluyen el aguacate, citricos, leguminosas, la malanga, caupi, orquideas, fruta de
la pasién, pimientos, papa y calabaza. Las cepas de F. solani, a veces
denominado F. solani f. sp. glicina, que causa muerte subita (Leslie y Summerell,

2006).
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F. solani se encuentra en todos sitios en el suelo y puede ser causante de caida
de plantulas, podredumbre de pie y crancos de tallo en casi cualquier especie,
también ataca tejidos heridos o debilitados o bien acompafia a otros patdégenos
como un invasor secundario.

6.5.5. Hospedantes

Fusarium solani puede encontrarse en muchas plantas hospedantes como: Citrus,
Cucurbitacea, Ficus, Gladiolus, Glicyne, Gossypium, Lupinus, Lycospersicum,
Morus, Phaseolus, Pisum, Populus, Robina, Solanum, Trifolium y Vicia (Smith et
al., 1988).

6.6. Fusarium oxysporum

F. oxysporum es la especie de este género mas ampliamente distribuida y
perjudicial a la agricultura, atacando cultivos de gran importancia economica.
Sintomatolégicamente las plantas enfermas muestran clorosis, achaparamiento,
coloracion marrén del xilema y cominmente marchitez. Este hongo persiste en el
suelo por lo que una vez establecido, permanece alli indefinidamente. A la fecha,
se le considera como una especie de hongo estrictamente de reproduccién
asexual, ubicua en todo los ambientes edaficos del mundo (Leslie y Summerell,
2006). Este patégeno causa grandes dafios en la productividad y rendimiento en
numerosos cultivos agricolas, y han sido clasificados en formae specialis con base
a la patogenicidad hospedante-especifica que manifiestan (Nelson et al., 1981).
Generalmente, los aislados de F. oxysporum pertenecientes a una formae
specialis son genéticamente mas similares entre si que a los aislados de la

especie patogénicamente especializados sobre otros hospedantes, y por tanto, se
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suele asumir que los aislados dentro de una formae specialis son evolutivamente
de origen monofilético (Kistler, 1997; Tantaoui et al., 1996).

6.6.1. Descripcion morfologica

En la naturaleza existen hongos que rara vez se les ha encontrado su forma
sexual de reproduccion, por lo que se les ha denominado hongos imperfectos o
Deuteromycetes; sin embargo, en algunos de ellos, bajo condiciones muy
especiales se puede lograr la reproduccion sexual obteniendo ascas o basidios,
por lo que los hongos imperfectos suelen ser las fases conidiales de los
Ascomycetes y raramente de los Basidiomycetes. Esto se debe a que ha perdido
la capacidad de reproduccion sexual; no obstante en la naturaleza, sobreviven sin
necesidad de conidios de origen sexual. Por esta razon, los Deuteromycetes son
una forma-clase que agrupa a estos. F. oxysporum pertenece a esta clase y esta
ubicado en el orden Hypocreales, que se reconocen por producir conidios en una
estructura ramificada llamada conidiéforos (Leslie y Summerell, 2006).

Para la identificacion en cuanto a la especie F. oxysporum, se toman en cuenta las
estructuras reproductoras. En general las conidias: macroconidias y microconidias
las cuales son fusiformes o elipsoidales. Las macroconidias son escasas en
algunas cepas y se forman en color naranja palido y se producen en conidiéforos
ramificados con longitud de corto a media, son equilateralmente falcados o
cilindricamente puntiagudos, poseen paredes delgadas. La célula apical es corta 'y
conica, usualmente con 3 septos y se engancha ligeramente en algunos aislados,
un poco curvos en el apice y pedicelados en la base (Leslie y Summerell, 2006).
Las microconidias generalmente no poseen septas, puede ser oval, eliptica o

reniforme, de color palido, beige, azul, purpura o0 marrén que se forman a partir de
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conidioforos laterales cortos, generalmente en fidlides cortas en forma de cabezas
falseadas agrupadas lateralmente, que miden de 5-12 x 2.2-3.3 ym (Leslie y
Summerell, 2006).

El micelio es estriado, fibroso o velloso, con coloraciones que van del anaranjado
al violeta (pero algunas cepas no presentan pigmentacién); sin embargo, esas
diferencias morfologicas entre cepas, son independientes de la agresividad y de
su especializacion en una u otra variedad de cultivo (Leslie y Summerell, 2006).
Las clamidosporas se forman abundantemente en hifas en la superficie del agar
por la mayoria de los clones, especialmente saprofitas en aislados del suelo, pero
pueden ser lentos (4-6 semanas) para formar en algunos aislados, las cuales
poseen una apariencia lisa o rugosa (Leslie y Summerell, 2006). El hecho de que
las clamidosporas sean estructuras de supervivencia de muchos Fusaria,
persisten bajo condiciones térmicas bastante fuertes, sobreviviendo durante
periodos largos y se ha determinado de que cuando estd presente en suelos de
cultivo, las clamidosporas germinan sélo en respuesta a nutrientes secretadas por

las raices de las plantas (Wollenweber y Reinking, 1935).

Figura 2. Morfologia de F. oxysporum: A) Macroconidias B) Microconidias C)

Microconidias in situ en medio CLA.
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6.7. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris

Fusarium oxysporumf. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato (Foc), el agente
causante de la fusariosis vascular del garbanzo (Cice rarietinum L.) se ha descrito
en todas las zonas geograficas del mundo cultivadoras de esta leguminosa (Jalali
y Chand,1992). La marchitez del garbanzo causada por F. oxysporum f. sp.
ciceris, se reportd por primera vez en la India. Aunque existen citas desde 1910
(Erwin, 1958) sobre una marchitez del garbanzo, el diagnoéstico de esta
enfermedad no se completd hasta 1940, en que Padwick (1940) identifico el
agente causante al que entonces denominé como F. orthoceras var. ciceri.

Este hongo ocasiona en las hojas de la planta una decoloracion verde grisacea,
seguida de un amarillamiento y eventualmente ocurre la defoliacion y la marchitez
parcial o total de la planta. EI hongo ataca la raiz de la planta e impide la
circulacién de la savia generando estrés hidrico, bloqueando los vasos de xilema,
lo cual causa clorosis y necrosis (Di Pietro et al., 2001; Gupta et al., 2009). En las
plantas enfermas se puede observar necrosis en la raiz principal, en las raices
laterales y en el cuello del tallo. Ha sido una enfermedad causante de fuertes
dafios a la produccion del cultivo del garbanzo a nivel mundial (Kraft et al., 1994) y
la persistencia de este patdgeno y su capacidad para sobrevivir durante varios
afios en ausencia del hospedante dificultan su control y su erradicacion (Haware et
al., 1996).

Este hongo es ubicuo en suelos en donde se pueden observar formas tanto
patogénicas como no patogénicas para la planta. Las formas patogénicas de este
hongo pueden ocasionar pérdidas del rendimiento de un 10 a 15% en el garbanzo

(Jalali y Chand, 1992). Debido a ello, la variacion en cuanto a virulencia en
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cultivares hospederos, pueden ser encontrados dentro de aislados de una forma
especial, lo cual conduce a una designacion de patotipos y razas patogénicas.
Tomando esta consideracion en particular, la caracterizacion fenotipica y genética
de las variantes patogénicas de los patdégenos de las plantas es requerida para un
manejo eficiente de la enfermedad. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, como
agente de la marchitez del garbanzo, exhibe diversidad de sintomas. Dentro de
esta diversidad, existen dos patotipos, la amarillez y la marchitez, los cuales han
sido diferenciados por el sindrome que inducen en la planta en pruebas de
patogenecidad y por la cronologia con que estos se desarrollan (Navas et al.,
2007; Sharma y Muehlbauer, 2007; Sharma et al.,, 2005; Navas et al., 2000;
Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985).

Ambos sindromes son consecuencia de infecciones vasculares de la planta y
llevan asociada una coloracion castafio oscura del xilema y médula de raiz, cuello
y tallo resultado de la infeccion ocasionada por el hongo Foc, generalmente en
inoculaciones artificiales las plantas mueren antes de los 30 dias después de la
siembra en suelo (Navas et al., 2007; Sharma y Muehlbauer, 2007; Sharma et al.,
2005; Navas et al., 2000, Trapero Casas y Jiménez Diaz, 1985).

En cuanto a la variacién del tipo de sintoma, se encuentran ubicadas ocho razas
de F. oxysporum f. sp. ciceris (razas 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 y 6), las cuales son
identificadas con base en la respuesta de resistencia o susceptibilidad de las
plantas, las cuales fueron consideradas como diferenciales, segun el método de
diferenciales del Centro Internacional para la Investigacion Agricola en Areas
Aridas (ICRISAT, Aleppo, Siria) propuesto por Haware y Nene (1982) y mas

recientemente por Jiménez et al., (1993) y Sharma et al., (2007). Las razas 0 y
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1B/C inducen sintomas de amarillamiento (patotipo amarillez), mientras que las
razas 1A, 2, 3, 4, 5y 6, inducen sintomas de marchitez (patotipo marchitez)
(Jiménez et al., 1993).

Estudios basados mediante marcadores moleculares tipo ADN Polimorfico
Amplificado al Azar (RAPD) determinaron que los dos patotipos también pueden
ser diferenciados y se distribuyen en dos grupos diferentes mediante el analisis de
“cluster” de los productos de amplificacion de su ADN con iniciadores arbitrarios
(Kelly et al., 1994; Jiménez-Gasco et al., 2001) lo que sugiere que podrian no
encontrarse muy relacionados genéticamente. Al igual que ocurre con los
patotipos, algunas de estas razas pueden ser diferenciadas mediante marcadores
de ADN Polimorficos Amplificados Aleatoriamente (RAPD) (Jiménez Gasco et al.,
2001).

Sin embargo, estudios recientes basados en filogenia molecular, dirigidos a genes
involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios asi como Secuencias
Internas Transcripcionales (ITS), Fragmento de Longitud Polimérficos al Azar
(RFLP), Secuencias Internas Simples Repetidas (ISSR), Fragmento de
Polimorfismo de Longitud Amplificados (AFLP) y el Factor de Elongacién de la
Transcripcién (TEF), mencionan que la raza 3 de Foc no existe y sugieren que el
supuesto aislado de esta raza se encuentra filogenéticamente correlacionado con
el hongo Fusarium proliferatum, el cual fue aislado en la India (Gayatri et al.,
20009).

Otra técnica de biologia molecular basada para determinar la variabilidad genética
de F. oxysporum f. sp. ciceris ha sido el AFLP. En un estudio realizado en la India

mediante esta técnica, se determind que los aislados patogénicos difieren en su
33



virulencia, confirmandose que estos aislados no presentaron una correlacion entre
el origen geogréfico (Sharma et al., 2009).

6.7.1. Distribucion geogréaficay patogénesis

La Fusariosis Vascular del garbanzo (Cicer arietinum L.) causada por Fusarium
oxysporum Schlechtend: Fr. f. sp. ciceris (Padwick) Matuo & K. Sato es, junto con
la Pudricion Radicular causada por Fusarium solani (Martius) Appel &
Wollenweber emend. Snyder & Hansen (teleomorfo=Haemanectria haematoccoca
(Berkeley & Broome) Samuels & Nirenberg, la enfermedad méas importante de las
que afectan a la produccién y rendimiento del garbanzo en el Noroeste de México
(Fierros-Leyva et al., 2013, Velarde-Félix et al., 2013).

La enfermedad ha sido diagnosticada en la mayoria de los paises donde se cultiva
el garbanzo, entre los que se encuentran Bangladesh, Etiopia, México, Pakistan,
Siria (Halila y Strange, 1996; Nene, 1980), India (Sharma et al., 2009; Pande et al.,
2007; Winter et al., 2000; Halila y Strange, 1996; Nene, 1980), Turquia (Bayraktar
y Dolar, 2009), Tanez (Rubio et al., 2003; Halila y Strange, 1996; Nene, 1980);
Chile, Iran, Sudan (Haware et al., 1986); Cuba (Duefias-Garcia et al., 2007), Peru
(Echandi,1970); Puerto Rico (Kaiser, 1981), Rusia (Stepanova, 1971); Malavi
(Kannaiyan,1981); EUA (California) (Buddenhagen y Workneh, 1988; Phillips,
1988, Westerlund et al., 1973); Polonia (Mazur et al., 2004), Italia (Frisullo et al.,
1989), pudiendo originar pérdidas anuales de rendimiento de 10-90% en la India
(Singh y Dahiya, 1973) y el 10-15% en Espafa (Trapero-Casas y Jiménez-Diaz,
1985), y la devastacion completa del cultivo en condiciones determinadas (Halila y

Strange,1996).
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En México son pocos los estudios relacionados con la variabilidad genética de
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris mediante marcadores moleculares, y por tal
motivo, estos resultados no han llegado a confirmar con certeza cuales son las
razas fisiologicas que causan la fusariosis vascular del garbanzo (Luna-Paez et
al., 2004). Sin embargo, los investigadores del programa de mejora genética del
garbanzo del INIFAP en Sinaloa, Sonora y Baja California Sur, basado en su
experiencia en cuanto a la patogénesis de este hongo, mencionan que es mas
comun los sintomas relacionados con la marchitez (Fierros-Leyva et al., 2013;
Velarde-Félix et al., 2013).

6.7.2. Sintomatologia

La fusariosis vascular del garbanzo se caracteriza por dos sindromes,
denominados Amarillez y Marchitez, distinguibles entre si tanto por los sintomas
que los componen como por la cronologia con que éstos se desarrollan. Ambos
sindromes son consecuencia de infecciones vasculares de la planta y llevan
asociada una coloracion castafio oscura del xilema y médula de la raiz, cuello y
tallo de las plantas infectadas.

El sindrome de amarillez se caracteriza por el desarrollo progresivo de clorosis,
amarillez y necrosis de foliolos, que progresan de forma acrépeta en la planta
dando lugar a la defoliacion de ésta.

El sindrome de marchitez se caracteriza por un desarrollo rapido de flaccidez y
clorosis verde mate en las hojas, en ausencia de amarillez, que se extiende poco
después al resto de la planta. La flacidez es seguida por la desecacion de hojas y
tallos, los foliolos permanecen adheridos al raquis, y posteriormente la planta

muere. En inoculaciones artificiales mediante siembra en suelo infestado por el
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patébgeno, la muerte de plantas susceptibles ocurre generalmente antes de
transcurridos los 20 dias desde la siembra (Navas et al., 2007; Sharma y
Muehlbauer, 2007; Sharma et al., 2005; Navas et al., 2000; Trapero Casas Yy
Jiménez Diaz, 1985).

Ambos sindromes han sido descritos en la literatura fitopatoldgica asociados con
la fusariosis vascular del garbanzo, aunque el de Marchitez ha sido el mas comun
y tradicionalmente reconocido en diversos paises (Nene, 1980; Raheja y Das,
195).

En México, el sindrome de marchitez es el mas predominante en la Region del
Noroeste, donde se cultiva el garbanzo para su exportacion, siendo el estado de
Sinaloa, la regiébn donde mas se ha observado que en otras localidades (Fierros-
Leyva et al., 2013; Velarde-Félix et al., 2013).

6.7.3. Reservorios de F. oxysporum f. sp. ciceris

F. oxysporum f. sp. ciceris es un hongo de suelo, necrotrofo obligado,
patogénicamente especializado de especies de Cicer, a las que infecta
vascularmente y transmisible en semillas de garbanzo infectadas (Nene y Haware;
1980; Haware et al., 1978). Sin embargo, se sabe que este hongo puede invadir
asintomaticamente raices de otras plantas, tanto leguminosas como nho
leguminosas, tales como: el chicharo (Pisum sativum L.), la lenteja (Lens
esculenta Moench) el guandu (Cajanus cajan L.) Millsp. (Haware y Nene, 1982a),
el lupin (Lupinus albus L.), la haba (Vicia faba L.), el frijol (Phaseolus vulgaris L.),
el melén (Cucumis melo L.), la papa (Solanum tuberosum L.), la remolacha
azucarera (Beta vulgaris L.), el chual blanco (Chenopodium album L.), y la veza o

arveja (Vicia sativa L.) (Cabrera de la Colina et al., 1987; Trapero Casas y Jiménez
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Diaz, 1985), que proporcionan al patdgeno un medio de sobrevivir parasiticamente
durante periodos de tiempo en que el suelo permanece libre de su hospedante
cultivado. F. oxysporum f. sp. ciceris al igual que los agentes causantes de otras
fusariosis vasculares, posee la capacidad de sobrevivir inactivo en el suelo en
forma de clamidosporas durante varios afios en ausencia de plantas hospedantes
(Allen,1983); hasta 6 afios, segun indican investigaciones realizadas en la India
(Haware et al., 1986b).

F. oxysporum f. sp. ciceris puede invadir las plantulas de garbanzo de cultivares
tanto susceptibles como resistentes durante la germinacion y emergencia, en los
primeros dias después de la siembra, sin necesidad de heridas en los tejidos
subterrdneos de la joven planta. La penetracion de la planta por el patégeno tiene
lugar principalmente a través de los cotiledones, y en las zonas del hipocotilo y
epicétilo proximas a los cotiledones; y en menor proporcidn por zonas de la raiz
principal, a excepcién del apice radical (Jiménez-Diaz et al.,, 1989a).
Posteriormente, y tras el crecimiento del hongo a través del cortex radical, tiene
lugar la colonizacion vascular de la planta debido al crecimiento de las hifas a lo
largo del eje vegetal y al transporte de microconidias en los vasos del xilema,
seguido de la colonizacion de los vasos adyacentes debido al crecimiento lateral
del micelio a través de los poros laterales de aquéllos. Inicialmente, la colonizacion
vascular se produce mediante el crecimiento de hifas delgadas en la raiz y base
del tallo de la plantula, desarrollandose las hifas gruesas irregulares y ramificadas
cuyo crecimiento profuso da lugar a la oclusion del lumen de los vasos infectados
(Jiménez-Diaz, 1994; Jiménez-Diaz et al., 1989a). La colonizacion vascular de la

planta ocurre en si de forma similar por los aislados del patdbgeno que causan el
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sindrome de amarillez y por los que causan la marchitez. Sin embargo, los
aislados causantes de amarillez, menos virulentos que los de marchitez, invaden
la planta més lentamente y con menor extension. Para ambos tipos de aislados,
los sintomas severos caracteristicos se desarrollan después de la colonizacion
intensa y extensa de los haces xilematicos de la raiz y base del tallo por el hongo,
y la distribucién de éste a lo largo del eje de la planta (Jiménez-Diaz, 1994,
Jiménez-Diaz et al., 1989a).

Estudios fitopatologicos indican que el marchitamiento del garbanzo es debido a la
semilla infestada y que cuando las semillas cosechadas de plantas con la
enfermedad se mezclan con semillas sanas pueden transmitir el hongo del
marchitamiento a &reas nuevas y pueden establecer la enfermedad en el suelo a
niveles econdmicos umbrales dentro de tres temporadas (Westerlund et al., 1973).
6.7.4. Variabilidad patogénica

Las poblaciones de F. oxysporum f. sp. ciceris contienen una variabilidad
apreciable en lo concerniente a la capacidad patogénica de los aislados que las
componen (Jiménez Diaz et al., 1989a,b; Haware y Nene, 1982b). Por una parte,
los aislados de F. oxysporum f. sp. ciceris pueden ser caracterizados en dos
patotipos, por el sindrome de amarillez (patotipo de amarillez) o de marchitez
(patotipo de marchitez) que inducen en cultivares de garbanzo susceptibles.
Ademas, sobre la caracterizacion patotipica, los aislados pertenecientes a un
patotipo pueden ser clasificados en razas patogénicas con base al patron de
reacciones que originan en un conjunto de cultivares o lineas denominados
diferenciales raciales. La primera descripcibn de razas patogénicas en F.

oxysporum f. sp. ciceris es debida a Haware y Nene (1982b), quienes identificaron
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las razas 1, 2, 3y 4, segun la interaccion diferencial que obtuvieron al inocular 10
cultivares de garbanzo (Annigeri, BG-212, Chafa, C-104, CPS-1, JG-62, JG-74, K
8503/27, L-550 y WR-315) con aislados del patdgeno procedentes de la India.

La correcta identificacion de las variantes patogénicas de F. oxysporum f. sp.
ciceris presentes en una determinada zona de cultivo es un aspecto crucial con
vistas a la utilizacion y desarrollo mediante mejora genética de cultivares con
resistencia estable. De forma tradicional, la identificacion de razas patogénicas en
hongos fitopatégenos se ha llevado a cabo por el fenotipo de las interacciones
planta-patdégeno, en pruebas de patogenicidad basadas en la inoculacién de lineas
diferenciadoras de la planta hospedera con aislados del patdgeno.

Estudios actuales hacen referencia que para  estandarizar los criterios
relacionados para clarificar plenamente cualquier inconsistencia y asi facilitar una
precisa identificacion de las razas de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, es
necesario estandarizar los criterios en la investigacion. De tal forma, que para
homogenizar el uso de un método a nivel internacional, basado en lineas
resistentes y susceptibles, determinaron un juego de 10 plantas pregerminadas de
lineas diferenciales para definir las razas de este patdgeno, lo cual ha sido la base
para los estudios de la caracterizacion molecular de este hongo. (Sharma y
Muehlbauer, 2007; Sharma et al., 2005; Sharma et al., 2004).

6.8. Diferenciacion entre F. solani y F. oxysporum

Muchos investigadores confunden a F. solani y F. oxysporum, ya que este
desorden en algunos aspectos es debido a la morfologia de ambos hongos,
aunado a que estos ellos comparten los mismos nichos ecolégicos. F. solani y F.

oxysporum se pueden distinguir mediante el estudio de sus fialides (conidibgeno).
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La longitud de las fialides que estan en F. solani son mas largas, con mas forma
oval y gruesas comparadas con las de F. oxysporum (Van, 1976). Otra diferencia
importante en estas especies, es que F. solani se reproduce de manera sexual
formando ascosporas, mientras que F. oxysporum no presenta esta caracteristica
(Leslie y Summerell, 2006).

6.9. Métodos y Técnicas de biologia molecular

6.9.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (acronimo en inglés
Polymerase Chain Reaction, PCR) consiste en una reaccién in vitro que permite la
amplificacion de regiones especificas de ADN a gran escala y de manera simple y
rapida. Se basa en la sintesis de una hebra complementaria de ADN a partir de
una cadena simple que utiliza como molde, por medio de la sucesion de ciclos de
diferentes temperaturas. Emplea secuencias nucleotidicas cortas como iniciadores
de la sintesis (cebadores o primers) que se unen especificamente a las
secuencias que flanquean la regién a amplificar (regién blanco). Ademas, esta
reaccion se desarrolla en presencia de una enzima ADN polimerasa bacteriana
termoestable y cuatro deoxinucleétidos (dNTPs). El proceso requiere tres pasos
basicos: 1) desnaturalizacién o separacion de las cadenas del ADN; 2) hibridacion
o alineamiento de los iniciadores a sus secuencias complementarias, y 3) sintesis
de la hebra complementaria a partir cada iniciador. Cuando este ciclo se repite
sucesivas veces se produce un incremento exponencial de la region amplificada.
Luego los productos de la reaccion de PCR son analizados por electroforesis en

un gel de agarosa o acrilamida (Heid et al., 1996).
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VIl.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Colecta de plantas

Con el fin de aislar e identificar a Fusarium oxysporum mediante técnicas
moleculares, en los cultivos de garbanzo (octubre-enero) en el periodo 2011-2012
en el Valle de Culiacan, se realiz6 un muestreo en el cual se recolectaron plantas
enfermas con caracteristicas tipicas de la enfermedad como marchitez. EI analisis
se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de
Biotecnologia del Campo Experimental Valle de Culiacan del INIFAP. Para la
colecta de muestras se tomo en consideracion un tiempo no mayor a los 40 dias
posteriores a la germinacion de siembras comerciales.

7.2 Aislamiento, propagacion y conservacion de aislados monosporicos de
Fusarium.

De cada planta con sintomas, se cortaron pequefios trozos longitudinales de 3 mm
del tallo, que fueron desinfectados superficialmente con una solucién de hipoclorito
de sodio al 2% por 2 min y etanol al 70 % por 2 min, seguido de tres lavados con
agua destilada. Para el crecimiento y desarrollo del hongo, el tejido vegetal
previamente desinfectado fue depositado en cajas de Petri con medio papa-
dextrosa-agar (PDA-Difco) suplementado con 1.5 mL/L de PCNB (penta-cloro-
nitro-benceno) y cloranfenicol (600 mg/L), incubandose a una temperatura de 25°
C durante 5 dias (Velarde-Felix et al., 2003). La respectiva identificacion del hongo
se realizd6 en un microscopio compuesto (Olympus Cx31), con base a la
morfologia del micelio y microconidias en las fialides propuestas por Leslie y

Summerell (2006).
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Para obtener cultivos monosporicos del Fusarium spp, se obtuvo micelio del hongo
crecidos en medio PDA, el cual fue diluido en 1.0 mL de agua destilada y mediante
un hemocitometro se cuantific6 el nUmero de conidias y a través de diluciones
seriadas fueron sembradas en cajas Petri con medio PDA, a partir de donde se
obtuvo el cultivo monospdrico. Los aislamientos se observaron al microscopio,
ubicando esporas individuales germinadas; se marcé el sitio sobre el agar y un
fragmento de este con la espora germinada y seleccionada se transfiri6 a una
nueva caja de Petri con medio PDA suplementado con PCNB y cloranfenicol,
incubandose en las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Un pequefio
trozo de medio PDA con el hongo desarrollado fue transferido a tubos de ensayo
que contenian arena tamizada estéril (8 x 10 hilos/cm?®) con medio liquido Komada
(Komada, 1975) y fueron almacenados en un refrigerador con temperatura de 4°C
para su preservacion (Cuadro 5).

Cuadro 5. Medio de cultivo selectivo (Komada modificado) para aislar a Fusarium

spp.
Reactivo Cantidad
Agar 10g
Peptona de caseina 159
KoHPO, 1g
MgSO4-7H,0 50 mg
Cloranfenicol 600 mg
PCNB 1.5mL
Volumen final 1L
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7.3. Extraccién de ADN de los cultivos monosporicos

Para la extraccion del ADN, se empled el método previamente descrito (Velarde-
Félix et al., 2013), para ello el micelio del hongo fue obtenido raspando con una
asa bacterioldgica estéril a partir del medio sélido, este fue colocado en mortero y
pistilo de porcelana, los cuales fueron esterilizados durante 5 min en un horno de
microondas electrodoméstico (LG, modelo MS-1446SQP/01, funcionando en la
frecuencia de las microondas, en torno a los 2.45 GHz (Giga Hertz) y finalmente
enfriados a -70°C. Después se agregé 1 mL de amortiguador de extraccion que
contenia: NaCl 30 mM, EDTA 30 mM y Tris Base 250 mM (pH 8.5), con el cual fue
macerado. El producto de la maceracion se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 mL
con su respectiva etiquetacion. Enseguida se afiadio a la muestra 100 uL de CTAB
al 10% y 250 puL de NaCl 5 M incubandose a 65°C durante 30 min v,
posteriormente fue centrifugada a 13,000 rpm durante 10 min y transcurrido este
tiempo, la solucion acuosa (sobrenadante) fue transferida manualmente a un tubo
nuevo. A La solucion acuosa se le afiadié un volumen de cloroformo frio (v/v) y se
agité con un equipo de vortex durante unos seg, posteriormente se centrifugd a
10,000 rpm durante 5 min, y una vez transcurrido este tiempo, mediante pipeteo
(manualmente) la solucion acuosa fue transportada a un tubo nuevo (se tuvo
mucho cuidado de no tocar la interfase con la pipeta), agregandosele un volumen
isopropanol absoluto frio y agitandose manualmente. Posteriormente, las muestras
fueron almacenadas en un equipo de refrigeracién a -20°C durante una hora y asi

generar la precipitacién del ADN. Ocurrido este tiempo, las muestras en tubos
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fueron centrifugadas a 13,000 rpm durante 10 min para obtener la pastilla de ADN,
para ello se esperd dos horas para que el ADN se deshidratara y finalmente el
ADN obtenido de los diferentes aislamientos se resuspendieron en 50 uL de agua
libre de nucleasas (Promega) y almacenado a 4°C para su conservacion.

7.4. Amplificaciéon mediante PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

El ADN extraido de las muestras correspondientes a Fusarium oxysporum,
inicialmente fueron confirmadas por PCR mediante el método propuesto por
Mishra et al., (2003), tomando en consideracion las secuencias de iniciadores, asi
como las temperaturas de cada uno de los pasos de amplificacion. Las
condiciones de amplificacion para esta especie fueron: 1 ciclo a 95°C, 5 min; 30
ciclos (95°C, 1 min; 53°C, 1 min; 72°C, 1 min.) y un ciclo de extension final a 72°C,
10 min y 4°C. Posteriormente para confirmar formas patogénicas de Foc y razas
fisiol6gicas, este protocolo fue de acuerdo a las condiciones y secuencias de
iniciadores descritas por Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz (2003).

Las condiciones de amplificacion para aislados de Foc patogénico fueron las
siguientes: 1 ciclo a 95°C, 5 min; 30 ciclos (95°C, 1 min; 58°C, 1 min; 72°C, 2
min;), un ciclo de extensién final a 72°C, 10 min. y 4°C), y las condiciones para
razas especificas (0, 1A, 1B/C, 5 y 6) fueron: 1 ciclo a 95°C, 5 min; 30 ciclos
(95°C, 1 min; 61°C, 2 min; 72°C, 2 min.), un ciclo de extension final a 72°C, 10 min
y 4°C. La mezcla de reaccion final para todas las identificaciones fue de 15 uL y
contenia 100 ng de ADN, 250 uM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, amortiguador de
PCR 1X, 1 U de ADN Taq polimerasa, 40 pM de cada oligonucleétido (Alpha

DNA). Los reactivos usados en las PCRs y el marcador de tamafio molecular para
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determinar el tamafo del fragmento amplificado, fueron de la marca Fermentas y

Bioline. Para todas las reacciones anteriormente mencionadas se utilizé un equipo

termociclador (Nyx Technik Amplitronyx Series 6 A6 (ATC401) Therma | Cycler).

En el Cuadro 6, se describen las condiciones de temperaturas de alineamiento,

secuencias de iniciadores para la identificacion de Fo, Foc y raza 5.

7.5. Identificacion de la raza fisiol6gicas 5

Cuadro 6. Condiciones de temperaturas de alineamiento y secuencias de

iniciadores para la identificacion de Fo, Foc y razas fisioldgicas

mediante PCR.

AT, de ®)pb “Spp
Secuencias de iniciadores 523" A If.sp.Ir
53° 350 Fo
D: ACATACCACTTGTTGCCTCG
R:CGCCAATCAATTTGAGGAACG
D:GGCGTTTCGCAGCCTTACAATGAAG 58° 1500 Foc
R:GACTCCTTTTTCCCGAGGTAGGTCAGAT
D:GGAAGCTTGGCATGACATAC 61° 900 R5

R:AAGCTTGGGCACCCTCTT
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7.6. Analisis electroforético para la separaciéon de los productos
amplificados

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 1%, tefiidos
con una solucion (Biotium (Bio Basic Inc), para ello 15 uL del ADN amplificado
fueron depositados en cada pozo del gel, agregandosele 3 uL del colorante de
azul de bromofenol 6X (Sambrook y Rusell, 2001) y como referencia los
marcadores de peso molecular 1Kb Ladder (Fermentas) e Hyper Ladder IV
(Bioline). La soluciébn amortiguadora de corrida y preparacion de los geles de
agarosa fue NaOH-Borato 1X (Brody y Scott, 2004). El tiempo de corrida fue de 40
min a 150 V y para visualizar el ADN, el gel fue expuesto a un transiluminador de
luz UV. Las imagenes fueron capturadas mediante una camara fotogréfica y
digitalizados con el programa Launch Doc-ItLS (UVP).

7.7. Analisis de resistencia o susceptibilidad a F. solani y raza 5 de Foc en
genotipos de garbanzo

Con la finalidad de evaluar la resistencia o susceptibilidad de los genotipos de
garbanzo de Sonora a F. solani y raza 5 de Foc, se tomd en consideracion la
identificacion previa mediante PCR de la raza 5, mientras que F. solani usada en
este estudio fue mediante un aislado de un cepario del INIFAP-Culiacan, en donde
esta cepa esta registrada ante el NCBI con un numero de acceso KJ501093.
Tomando en consideracion lo reportado en la literatura, con respecto a laraza 5y

F. solani, se usaron como testigos las lineas diferenciales WR-315 y P-2245
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determinadas como resistente (R) y susceptible respectivamente (S) (Trapero-
Casas y Jiménez-Diaz, 1985) (Cuadro 7).

Las semillas de lineas diferenciales de garbanzo fueron obtenidas del banco de
germoplasma de garbanzo del Campo Experimental Valle de Culiacan-INIFAP. Y
los genotipos evaluados fueron proporcionados por la Campo Experimental Costa
de Hermosillo-INIFAP. Para la preparacion del inéculo del hongo, este fue crecido
en medio PDA suplementado con PCNB y cloranfenicol durante una semana, a
25°C. De este medio, se cortaron ocho fragmentos de micelio y fueron
depositados en un matraz con medio AMA (arena-harina de maiz-agua) e
incubados bajo las mismas condiciones durante 15 dias. La desinfestacion de las
semillas de garbanzo de cada uno de los genotipos, consistié en lavarlas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% durante 3 min y posteriormente
enjuagadas en agua destilada estéril y para su germinacion, estas fueron
depositadas en una autoclave a 25°C durante 48 h. Germinadas las semillas,
fueron seleccionadas por uniformidad en tamafio, depositando 4 plantulas por
macetas. Para la preparacion de la tierra-sustrato, se realiz6 una mezcla de suelo
franco-turba-medio AMA (con inéculo del hongo) y 600 g de esta mezcla fueron
depositados en macetas previamente esterilizadas. La cantidad de inoculo para F.
solani fue de 35,000 ufc/g de suelo y para la raza 5 fue de 40,000 ufc/g de suelo.
El experimento fue realizado con base al protocolo de Navas-Cortés et al., (2007),
bajo invernadero a 25°C y un fotoperiodo de 12 h, el cual se realizé en tres
repeticiones, incluidos los testigos sin indculo. Las plantas fueron regadas con
agua estéril cada 24 h durante todo el desarrollo del experimento y a partir de los

15 dias después de la siembra las plantas fueron regadas semanalmente con 100
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mL de solucion nutritiva Hoagland (Hoagland y Amén, 1950). Después de los 15
dias a partir de la siembra, cada tercer dia se evaluaron las plantas para observar
sintomas de pudricion y marchitez, usando un rango de escala conforme al
porcentaje de enfermedad de la planta (1=1-33%, 2=34-66%, 3=67-100%),
(Cuadro 8), (Navas-Cortés et al., 2007; Jiménez-Diaz et al., 1989b).

Cuadro 7. Lista de las lineas diferenciales de garbanzo seleccionadas como

testigos y sus reacciones a F. solaniy a la raza 5.

Linea diferencial F. solani Raza 5
WR-315 R (100) R (100)
P-2245 S (100) S (100)

Cuadro 8. Escala de puntuacion de la enfermedad utilizado en las lineas
diferenciales de garbanzo para la resistencia y susceptibilidad a

Fusarium solani y a laraza 5.

No. Rango de severidad Sintoma

1 1-33% Resistente
2 34-66% Intermedia
3 67-100% Susceptible
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7.8. Planteamiento experimental

Se estudiaron 18 genotipos mas dos testigos,
respectivamente con relacion a la resistencia o susceptibilidad:

Cuadro 9. Genotipos evaluados

Numero Genotipo

© 00 N O O b W N P

e T e S = S S S S TN
0w N o U0 W N R O

HOGA 0-21

HOGA 0-67

HOGA 2001-2-2
HOGA 2002-6-3
HOGA 2002-40-6
HOGA 2001-4-4
HOGA 2000-8-1
HOGA 2004-20-6
HOGA 2001- 10-6
HOGA 2004 -12-MS-6
HOGA 2002- 53-6-MS
HOGA 2006-51-16
HOGA 98-6-1

HOGA 2006-48-15
HOGA 2002-13-1
HOGA 98-73

HOGA 22-MS

HOGA 23-MS-7

P-2245 Testigo susceptible.

WR-315 Testigo resistente.

resistente y susceptible
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Se establecié un experimento factorial 20 X 2, con los genotipos y patdgenos

siguientes:

Cuadro 10. Arreglo factorial de los genotipos.

Factor A: Genotipos

Factor B: Patégenos

© 00 N oo o B~ W N B

N R R R R R R R R R R
©O © O N O 0o M W N B O

HOGA 021

HOGA 067

HOGA 2001-2-2
HOGA 2002-6-3
HOGA 2002-40-6
HOGA 2001-4-4
HOGA 2000-8-1
HOGA 2004-20-6
HOGA 2001-10-6
HOGA 2004-12-MS-6
HOGA 2002-53-6-MS
HOGA 2006-51-16
HOGA 98-6-1

HOGA 2006- 48-15
HOGA 2002-13-1
HOGA 98-73

HOGA 22-MS

HOGA 23-MS-7
P-2245

WR-315

1.F. solani

2. Raza 5
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Cuadroll. Disefio de tratamientos en los genotipos.

Factor A Factor B Combinacion
a;HOGA 021 b, F. solani 1 aib;
a;iHOGA 021 b, Raza5 2 ai by
a,HOGA 067 b, F. solani 3 azb;
a,HOGA 067 b, Raza5 4 az b,
asHOGA 2001-2-2 b, F. solani 5 az b,
azHOGA 2001-2-2 b, Raza5 6 ash,
as;HOGA 2002-6-3 b, F. solani 7 agb;
as;HOGA 2002-6-3 b, Raza5 8 asb,
asHOGA 2002-40-6 b, F. solani 9 asb;
asHOGA 2002-40-6 b, Raza5 10 ash;
asHOGA 2001-4-4 b, F. solani 11 aghs
asHOGA 2001-4-4 b, Raza5 12 aghs
a7HOGA 2000-8-1 b: F. solani 13 asb;
a;HOGA 2000-8-1 b, Raza 5 14  asb;
agHOGA 2004-20-6 b, F. solani 15  agh;
agHOGA 2004-20-6 b, Raza5 16  agh:
agHOGA 2001-10-6 b, F. solani 17 agh,
agHOGA 2001-10-6 b, Raza5 18 agh,
a;oHOGA 2004-12-MS-6 by F. solani 19  ab;
a;oHOGA 2004-12-MS-6 b, Raza 5 20  ajeby
a;1HOGA 2002-53-6-MS  b; F. solani 21 a;by
a;1HOGA 2002-53-6-MS b, Raza 5 22  apb;
a;oHOGA 2006 51-16 b, F. solani 23  apb;
a;oHOGA 2006-51-16 b, Raza5 24  apb,
a;3HOGA 98-6-1 b; F. solani 25 a;zb;
a13HOGA 98-6-1 b, Raza5 26 aiz by

Continuda...



Factor A Factor B Combinacion
a14sHOGA 2006-48-15 b, F. solani 27  aub;
a14sHOGA 2006-48-15 b, Raza5 28 aub;
a;sHOGA 2002-13-1 b; F. solani 29 as by
a;isHOGA 2002-13-1 b, Raza 5 30 ais by
a;HOGA 98-7-3 b, F. solani 31  apehs
a;sHOGA 98-7-3 b, Raza5 32 aie by
a;7HOGA 22-MS b, F. solani 33  aj7b;
a;7HOGA 22-MS b, Raza5 34  aj7b
a;sHOGA 23-MS-7 b: F. solani 35 aig by
a;sHOGA 23-MS-7 b, Raza5 36  agh,
a9P-2245 b, F. solani 37 aig b1
a;gP-2245 b, Raza5 38 aig by
axoWR-315 b: F. solani 39 azo by
axoWR-315 b, Raza b 40 axo bo

La unidad experimental fue una maceta con cuatro plantas de garbanzo. Se utilizé

el disefio completamente al azar con tres repeticiones. El modelo estadistico es el

siguiente (Montgomery, 2004):

Yi = 1+ + f; +(aﬁ)ij + &

Donde:

i=12..a j=12..,b; k=12,..,r

Y, = Variable de respuesta (dato del nivel i del factor A, nivel | del factorB, en

la repeticion k)

u = Media general

«a, = Efecto del nivel i del factor A

B; = Efecto del nivel jdel factor B
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(ap); = Efecto de la interaccion del nivel i de A y el nivel j de B

& = Error experimental, normal e independientemente distribuido, con media cero
y varianza sigma cuadrada, es decir: [ &, ~NI(0, o).

Los muestreos se realizaron a partir de los 15 dias después de la siembra y
posteriormente se llevaron a cabo cada tercer dia hasta la culminacion del
experimento. Las variables de respuesta registradas fueron:

1) severidad de la enfermedad. Severidad: es el grado de enfermedad que
presenta la planta monitoreada.

Para medir la sintomatologia ocasionada por F. solani y raza 5 se utiliz6 la
siguiente escala arbitraria (Pedroza-Sandoval, 2009)

Cuadro 12. Escala arbitraria de Horsfall y Barrat, para medir la sintomatologia

ocasionada por F. solani.

Categoria Intervalo (%) Promedio (%) Sintomas de la enfermedad
0 0 0 Planta sana

1 (0<x<3] 2.34 Achaparramiento®
2 (3<x<6] 4.68 Achaparramiento®
3 (6<x=<12] 9.37 Floracion temprana
4 (12 < x < 25] 18.75 Flacidez

5 (25 < x = 50] 37.50 Flacidez

6 (50 < x=75] 62.5 Necrosis intervenal
7 (75< x < 87] 81.25 Necrosis intervenal
8 (87 <x<94] 90.63 Necrosis del tallo

9 (94 < x < 97] 95.31 Necrosis del tallo
10 (97<x<100) 97.66 Planta muerta

11 100 100.0 Planta muerta

1 5 cm de altura menos que el testigo; * 10 cm de altura 0 mas.
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Cuadro 13. Escala arbitraria de Horsfall y Barrat, para medir la sintomatologia

ocasionada por raza 5 de Foc.

Categoria  Intervalo (%)

Promedio (%)

Sintomas de la enfermedad

0
(0<x<3]

(3<x<6]

6<x<12]
(12 < x < 25]
(25 < x < 50]
(50 < x < 75]
(75< x < 87]

(87 < x < 94]
(94 < x < 97]
(97 < x < 100)
11 100

© 0o N oo o0 WON L O

BN
o

0
2.34
4.68
9.37
18.75
37.50
62.5
81.25
90.63
95.31
97.66
100.0

Planta sana
Achaparramiento grado 1*
Achaparramiento grado 2°
Achaparramiento grado 3°
Floracion temprana
Marchitez grado 1
Marchitez grado 2
Marchitez grado 3
Marchitez grado 4
Marchitez grado 5

Planta muerta

Planta muerta

15 cm de altura menos que el testigo; (5 < 10 cm idem); *>> 10 cm idem.

Para medir la proporcion de plantas vivas y muertas de cada genotipo se utilizo la

siguiente escala Navas-Cortés et al., (2007). (Cuadro 14).

Cuadro 14. Escala de medicion del porcentaje de plantas vivas y muertas.

No. Rango de severidad  Sintoma

1 1-33% Resistente
2 34-66% Intermedia
3 67-100% Susceptible
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7.9. Andlisis estadistico

Las reacciones de la enfermedad de las plantas fueron evaluadas observandose la
severidad de los sintomas de cada planta en las unidades experimentales a
intervalos de 2 dias usando las escalas antes mencionadas.

Se realiz6 un andlisis varianza que permitio identificar posibles efectos entre los
factores de variacion evaluados, genotipos y patdégenos, y la prueba de rango
multiple de medias de TUKEY usando como variable de respuesta la severidad de
la enfermedad. Debido a que los datos de severidad se ajustan a la distribucion
binomial, se transformaron al arcoseno para aproximarlos a la distribucion normal

y estos se procesaron empleando el paquete estadistico SAS (version 9.2).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Colecta de plantas, aislamiento, identificacion morfolégica de Fusarium

spp. y extraccion de ADN.

Se colectaron un total de 100 plantas con sintomas de marchitez. Se obtuvieron
un total de 70 monospoéricos los cuales correspondieron a Fusarium spp. a los

mismos que se les extrajo el ADN.

Figura 3. Cepa obtenida por cultivo monospaorico de Fusarium spp.

Figura 4. F. oxysporum: A) Macro y Microconidias B) Microconidias in situ en

medio CLA.

56



8.2. Identificacion molecular mediante PCR de Fusarium spp. y analisis

electroforético de los amplificados.

Se analizaron un total de 70 ADN’s extraidos de cada cepa, a cada uno se le

realizaron pruebas de PCR para la identificacién de la especie F. oxysporum.

8.2.1. Deteccion de Fusarium oxysporum mediante PCR.

—
350 pb

Figura 5. Deteccién de Fusarium oxysporum aislado en plantas de garbanzo. Carril
1, marcador de tamafio molecular 1 Kb Ladder; carriles 2-7 se observa
la separacion electroforética de los amplicones de PCR obtenidos con
el uso de iniciadores especificos para Fo, carril 8, se observa el
amplicén usado como control positivo, carril 9, control negativo (sin
ADN). En los carriles 2 y 7 se observa el fragmento de 350 pb
correspondiente al amplicon predicho para a Fo, con el uso de

iniciadores reportados por Mishra et al., (2003).
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8.2.2. Deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris mediante PCR.

—>
1500 pb

Figura 6. Deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris aislado en plantas de
garbanzo. Carril 1, marcador de tamafio molecular 1 Kb Ladder; carril 2,
se observa el control positivo, carril 3, control negativo (sin ADN),
carriles 4-8 se observa la separacion electroforética de los amplicones
de PCR obtenidos con el uso de iniciadores especificos para Foc. En
los carriles 4 y 8 se observa el fragmento de 1500 pb correspondiente al
amplicén predicho para a Foc, con el uso de iniciadores reportados por

Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz (2003).
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8.2.3. Deteccion de raza 5 de Foc mediante PCR.

Figura 7. Deteccién de la raza 5 aislada en plantas de garbanzo. Carril 1,
marcador de tamafio molecular Hypper Ladder IV; carriles 2-7 se
observa la separacion electroforética de los amplicones de PCR
obtenidos con el uso de iniciadores especificos para la raza 5, carril 8
se observa el control positivo, carril 9, control negativo (sin ADN). En
los carriles 2 y 7 se observa el fragmento de 900 pb correspondiente al
amplicén predicho para la raza 5, con el uso de iniciadores reportados

por Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz (2003).
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8.3. Andlisis de multiresistencia genética
En las unidades experimentales presentadas como testigo, es decir sin in6culo, no

se presentaron signos de la enfermedad (Figura 8).

Figura 8. Genotipos testigos (sin inoculo).

Con respecto al ensayo de resistencia y susceptibilidad en las (Figuras 9 a la 26)
se observan los genotipos evaluados con inoculaciones de F. solani, comparados

con los testigos resistente y susceptible.

En cuanto al ensayo de resistencia y susceptibilidad en las (Figuras 27 a la 44) se
observan los genotipos evaluados con inoculaciones de raza 5 de Foc,

comparados con los testigos resistente y susceptible.
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HOGA 021 HOGA 067

-

Figura 9. Genotipo HOGA 021 (B) comparado con los Figura 10. Genotipo HOGA 067 (B) comparado con los
testiqos resistente (A) v susceptible (C). testigos resistente (A) v susceptible (C).
HOGA 2001-2-2 1 HOGA 2002-6-3

Figura 11. Genotipo HOGA 2001-2-2 (B) comparado con Figura 12. Genotipo HOGA 2002-6-3 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) v susceptible (C).

HOGA2002-40-6 HOGA 2001-4-4
P N L

£

v N

- =

Figura 13. Genotipo HOGA 2002-40-6 (B) comparado Figura 14. Genotipo HOGA 2001-4-4 (B) comparado
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).
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HOGA 2000-8-1

HQ@ 2004-20-6

Figura 15. Genotipo HOGA 2000-8-1 (B) comparado con Figura 16. Gentipo HOGA 2004-20-6 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).

-12-MS-6

HOGA 2001-10-6

HOGA 2004
3 !

Figura 17. Genotipo HOGA 2001-10-6 (B) comparado con Figura 18. Genotipo HOGA 2004-12-MS-6 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).

_HOGA 2006-51-1

Figura 19. Genotipo HOGA 2002-53-MS-6 (B) comparado Figura 20. Genotipo HOGA 2006-51-16 (B) comparado con
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). los testigos resistente (A) y susceptible (C).
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HOGA 98-6-1
s"%,

&y

\/

Figura 21. Genotipo HOGA 98-6-1 (B) comparado con los Figura 22. Genotipo HOGA 48-15 (B) comparado con
testigos resistente (A) y susceptible (C). los testiaos resistente (A) v suscentible (C).

Figura 23. Genotipo HOGA 2002-13-1 (B) comparado Figura 24. Genotipo HOGA 98-7-3 (B) comparado con
con los testiaos resistente (A) v suscentible (C). los testiaos resistente (A) v suscentible (C).
|
|
HOGA 22-MS

Figura 25. Genotipo HOGA 22-MS (B) comparado con Figura 26. Genotipo HOGA 23-MS-7 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).
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HOGA 021 HOGA 067

Figura 27. Genotipo HOGA 021 (B) comparado con los Figura 28. Genotipo HOGA 067 (B) comparado con
testioos resistente (A) v susceotible (C). los testigos resistente (A) y susceptible (C).
HOGA 2001-2-2 HOGA 2002-6-3
§

Figura 29. Genotipo HOGA 2001-2-2 (B) comparado Figura 30. Genotipo HOGA 2002-6-3 (B) comparado
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). Con los testigos resistente (A) y susceptible (C).
HOGA 2002-40-6 HOGAM’L;,PM -4-4 !

Figura 31. Genotipo HOGA 2002-40-6 (B) comparado Figura 32. Genotipo HOGA 2001-4-4 (B) comparado
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testinos resistente (A) v suscentible (C).
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HOGA 2004-20-6

Figura 33. Genotipo HOGA 2000-8-1 (B) comparado Figura 34. Genotipo HOGA 2004-20-6 (I_3) comparado
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).

HOGA 2001-10-6

HOGA 2004-12-MS-6

Figura 35. Genotipo HOGA 2001-10-6 (B) comparado con Figura 36. Genotipo HOGA 2004-12-MS-6 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).

HOGA 2006-51-16

Figura 37. Genotipo HOGA 2002-53-MS-6 (B) comparado Figura 38. Genotipo HOGA 2006-51-16 (B) comparado
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).
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Figura 39. Genotipo HOGA 98-6-1 (B) comparado con Figura 40. Genotipo HOGA 48-15 (B) comparado con
los testigos resistente (A) y susceptible (C). los testigos resistente (A) v suscenptible (C).

HOGA 2002-13-1

Figura 41. Genotipo HOGA 2002-13-1 (B) comparado Figura 42. Genotipo HOGA 98-7-3 (B) comparado con
con los testigos resistente (A) y susceptible (C). los testigos resistente (A) y susceptible (C).
HOGA 23-MS-7
HOGA 22-MS
‘Q{ 6"!5 31

Figura 43. Genotipo HOGA 22-MS (B) comparado con Figura 44. Genotipo HOGA 23-MS-7 (B) comparado
los testigos resistente (A) y susceptible (C). con los testigos resistente (A) y susceptible (C).
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Cuadro 15. Comparacién de la severidad media® ocasionada por F. solani y raza 5

de Foc. A los 43 dias después de la siembra.

Genotipo T. S/ F. solani Raza 5 de Foc

% enf  Arc % enf Arc % enf Arc
HOGA 021 b a b

0.00 0.00 20.84 26.62 ¢ 0.00 0.00 b
HOGA 067 b a ab

0.00 0.00 20.45 26.22 ¢ 10.42 1553 b
HOGA 2001 2-2 b ab b

0.00 0.00 12.50 20.44 cd 26.69 2556 b
HOGA 2002-6-3 b a ab

0.00 0.00 24.48 28.60 c 16.28 19.74 b
HOGA 2002-40-6 b a b

0.00 0.00 20.64 26.98 ¢ 0.00 0.00 b
HOGA 2001 4-4 b a ab

0.00 0.00 22.92 28.44 ¢ 13.54 13.20 b
HOA 2000 8-1 b a a

0.00 0.00 22.92 28.44 ¢ 19.79 2588 b
HOGA 2004 20-6 b a a

0.00 0.00 15.94 23.02 cd 35.94 3560 b
HOGA 2001-10-6 b a a

0.00 0.00 11.46 19.65 cd 57.55 49,55 ab
HOGA 2004-12-MS-6 b a a

0.00 0.00 17.71 23.85 «cd 4557 3733 b
HOGA 2002-53-MS-6 b a ab

0.00 0.00 25.26 29.26 ¢ 15.11 14.10 b
HOGA 2006-51-16 b a a

0.00 0.00 45.05 41.97 bc 32.94 3474 b
HOGA 98-6-1 b a a

0.00 0.00 20.64 26.34 ¢ 32.55 3452 b
HOGA 48-15 b a a

0.00 0.00 20.64 26.34 ¢ 36.46 37.00 b
HOGA 2002-13-1 b a ab

0.00 0.00 14.59 22.26 cd 10.68 15.42 b
HOGA 98-7-3 b ab a

0.00 0.00 16.67 20.00 cd 31.97 29.22 b
HOGA 22-MS c a b

0.00 0.00 74.61 59.74 b 37.57 3764 b
HOGA 23-MS-7 b a a

0.00 0.00 17.32 23.61 «cd 24.80 2487 b
P-2245 b a a

0.00 0.00 100 90.00 a 100 90.00 a
WR-315 a a a

0.00 0.00 0.00 0.00 d 0.00 0.00 b

"Tukey= 25.25 (comparacién de medias de cada columna, Genotipos).

1Tukey:20.95 (comparacién de medias de casa hilera, Patdgenos y testigo).

Las medias con la misma letra significan que son estadisticamente iguales.

? Comparaciones horizontales. Letras arriba de las medias comparan patégenos y testigo.

® Comparaciones verticales. Letras después de las medias comparan genotipos.
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Comparando el grado de severidad en genotipos inoculados con F. solaniy raza 5
de Foc, el testigo usado como resistente (WR-315) y el testigo usado como
susceptible (P-2245) se comportaron igual con ambos patégenos. En los
genotipos HOGA 021 y HOGA 2002-40-6 presentaron dafio con F. solani, mientras
gue con raza 5 de Foc no tuvieron dafo. F. solani obtuvo un grado de virulencia
mas alto en los genotipos HOGA 067, HOGA 2002-6-3, HOGA 2001-4-4, HOGA
2000-8-1, HOGA 2002-53-MS-6, HOGA 2006-51-16 y HOGA 2002-13-1
comparado con raza 5 de Foc, aun asi no tan diferente, como en el caso del
genotipo HOGA 22-MS donde es notable el grado de severidad de F. solani con
respecto a raza de Foc. En los genotipos HOGA 2001-2-2, HOGA 2004-20-6,
HOGA 98-6-1, HOGA 48-15, HOGA 98-7-3 y HOGA 23-MS-7 se comporto con un
grado de virulencia mas alto raza 5 de Foc que F. solani. Un cambio notable se
presento los genotipos HOGA 2001-10-6 y HOGA 2004-12-MS-6 donde el grado
de virulencia se mostro significativamente mayor en raza 5 de Foc en comparacién

de F. solani.
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Cuadro 16. Resultados por genotipo de garbanzo, en F. solani y raza 5 de Foc. En

base a la escala de severidad de los dafios propuesta por Navas-

Cortés (2007).

Genotipos Porcentaje (%) Porcentaje (%)
F. solani Raza 5 de Foc.

1 HOGA 021 R(8.25)7 R(0)

2 HOGA 067 R(0) R(0)

3 HOGA 2001-2-2 R(0) R(8.25)
4 HOGA 2002-6-3 R(0) R(16.5)
5 HOGA 2002-40-6 R(8.25) R(0)

6 HOGA 2001-4-4 R(0) R(0)

7 HOGA 2000-8-1 R(0) R(0)

8 HOGA 2004-20-6 R(0) R(24.75)
9 HOGA 2001-10-6 R(0) 1(41.25)
10 HOGA 2004-12-MS-6 R(8.25) R(24.75)
11 HOGA 2002-53-MS-6 R(0) R(0)
12 HOGA 2006-51-16 R(8.25) R24.75)
13 HOGA 98-6-1 R(8.25) R(33)
14  HOGA 48-15 R(24.75) R(16.5)
15 HOGA 2002-13-1 R(0) R(0)
16 HOGA 98-7-3 R(16.5) R(8.25)
17  HOGA 22-MS S(74.25) R(24.75)
18  HOGA 23-MS-7 R(0) R(24.75)
19 P-2245 S(100) S(100)
20 WR-315 R(0) R(0)
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En cuanto al ensayo de resistencia y susceptibilidad los genotipos HOGA 021,
HOGA 067, HOGA 2001-2-2, HOGA 2002-6-3, HOGA 2002-40-6, HOGA 2001-4-
4, HOGA 2000-8-1, HOGA 2004 20-6, HOGA 2004-12-MS-6, HOGA 2002-53-MS-
6, HOGA 2006 51-16, HOGA 98-6-1, HOGA 48-15, HOGA 2002-13-1, HOGA 98-
7-3 y HOGA 23-MS-7, fueron resistentes a F. solani y a la raza 5 de Foc; el
genotipo HOGA 22-MS fue susceptible a F. solani y el genotipo HOGA 2001-10-6

se comporté como intermedia con raza 5.
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IX. CONCLUSIONES

De los 18 genotipos evaluados, el 94.4 % fueron resistentes a F. solaniy a la

raza 5 de Foc.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza

FV GL Cuadrados medios, severidad (%)
dds
43 s/transf 43 transf
A = Lineas 19 1751.37 10.29
Pr>F < 0.0001 < 0.0001
B = Patégenos 2 14389.54 400.79
Pr>F < 0.0001 < 0.0001
Interaccién A * B 38 711.52 5.32
(Lineas*Pat6genos)
Pr>F < 0.0001 < 0.0001
Error 120 172.83 2.06
Total 179 -- --
CV (%) 73.60 48.95

R? 0.81 0.83
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