IDENTIFICACION DE HONGOS CAUSANTES DE PUDRICION
RADICULAR EN GARBANZO (Cicer arietinum L)1

Identification of fungi causing root rot in chickpea (Cicer arietinum L.)

Mario Alvarez A.2, Aida Moreno P.3

at the VI Region of Chile.

quent, in all the localities.

and post—emergence damping—off, in seeds.

SUMMARY

Fungi were isolated from roots, collars, or stems of chickpea plants, presenting yellowing, wilting,
and root necrosis, from the localities of Marchiglié, Litueche, Lolol, Paredones, Rape!l, and Graneros,

From 180 samples, 132 fungus colonies were isolated, 70 corresponding to the genus Fusarium, 15
to Rhizoctonia, 10 to Pythium, 5 to Botrytis, and 5 to Sclerotinia. Fusarium sp. was the most fre-

Pathogenecity tests done with Fusarium sp., Pythium sp., and Rhizoctonia solani isolations showed
that all were chickpea patogens. Fusarium sp. caused wilting, foliar chlorosis and root rot. Pythium
sp. caused root rot with foliar chlorosis and wilting, in seedlings, and pre—emergence damping—off, in
seeds. A. solani caused severe root rot with foliar symptoms, followed by death, in seedlings, and pre

INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.), se encuentra en Chi-
le desde la V a la IX Regidn, siendo el secano de la
costa, en la VI Regién, una de las dreas mas importan-
tes en cuanto a superficie cultivada.,

Debido al incremento de esta leguminosa en el pafs,
desde el punto de vista de las exportaciones, su super-
ficie ha ido aumentando progresivamente {16.580 ha
en la temporada 1979/80 a 20.500 ha en 1980/81). Sin
embargo, uno de los principales factores que limitan
la expansion del cultivo y su rendimiento son las en-
fermedades radiculares, atribuidas a un complejo de
hongos patdgenos del suelo. Estos atacan al cuello y
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rafces, en los diferentes estados de desarrolio de las
plantas, causando marchitez general o parcial, cloro-
sis foliar en forma progresiva y necrosis radicular, la
que puede causar la muerte.

En la descripcion de marchitamiento y pudriciones ra-
diculares ha existido una considerable confusién: se
han incluido factores fisiologicos, agrondmicos, am-
bientales y patoldgicos, como causantes de estos sin-
tomas (Jain y Bahl, 1974). Después de diversas investi-
gaciones, observaciones y pruebas de patogenicidad, se
hallegado a la conclusion que el término “‘complejo de
marchitez’” se refiere a varias enfermedades distintas
(Nene, 1980).

Diferentes autores coinciden en que esta enfermedad
se encuentra presente en casi todos los paises donde
se cultiva el garbanzo. A nivel mundial, se ha sefialado
un gran nimero de hongos patogenos causando pudri-
cion radicular y sintomas de marchitez, tales como:
Fusarium solani, Macrophomina phaseoli, Rhizocto-
nia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium sp. F. oxyspo-
rum f. sp. ciceri y R. bataticola (Westeriund y Camp-
bell 1974, Kaiser y otros, 1968; Kraft, 1969).
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Westerlund y Campbell {1974) han informado que
los sintomas que se presentan en las plantas afectadas
por el género Fusarium varian segin la especie del
hongo, siendo F. oxysporum el que causa descolora-
cidn vascular y raices con apariencia normal; en cam-
bio F. solani causa pudricién radicular sin descolora-
~ cion vascular. Estos autores, también, indican que R.
solani causa "'damping off’’, de pre y post—emergen-
cia de pldntulas, con muerte de raices. Dastur {1935)
y Grewal, Pal y Kulshrestha (1974) encontraron sin-
tomas asociados a R. bataticola, caracterizados por
bronceado, amarillez y caida prematura de las hojas
v necrosis vascular de las raices.

Sinha (1973) describid diferentes sintomas causados
por F, oxysporum f. sp. ciceri, desde marchitez par-
cial hasta marchitez completa de la planta.

En Irdn, se encontrd F. lateritium f. sp. ciceri infectan-
do al cultivo en floracidon, con sintomas de amariliez
v necrosis vascular (Manucheri y Mesri, 1966).

En Argentina, se ha encontrado Pythium y Phytoph-
thora citrophthora en raices de garbanzo dafiadas,
ademds de Rhizoctonia sp. (Frezzi, 1956). En la India
se han observado sintomas de marchitez asociados
con R. bataticola vy F. solani {Dastur, 1935; Fawcett,
1943; Grewal y otros, 1974).

En Chile, lapudricion radicular se harelacionado, en es-
tudios preliminares, con la presencia de varios géneros
de hongos, principalmente Fusarium (Aeschlimann,
1980). Sin embargo, las investigaciones relativas a en-
fermedades radiculares son escasas, por lo cual esta
investigacion se planteé como objetivo aislar e identi-
ficar los principales hongos patogenos causante de pu-
dricién radicular en el garbanzo, en la Vi Regién de
Chile.

MATERIALES Y METODOS
Aislacién y Patogenicidad

La aislacion de hongos se realizé a partir de plantas de
garbanzo que presentabar sintomas de marchitez o
amarillez y necrosis radicular. Se procesd un total de
180 plantas, recolectadas desde octubre a enero en la
temporada 1980/81, en las siguientes localidades de la
VI Region: Marchigue, Lolol, Litueche, Rapel, Pare-
dones y Graneros,

Los aislamientos se efectuaron a partir de trozos del
tejido de zonas afectadas (tallo y/o cuello y/o raices),
desinfectados con hipoclorito de sodioal 19/0 duran-
te 1—-2 min, los cuales fueron sembrados en discos
Petri, que contenfan como medio de cultivo agar—pa-
pa—dextrosa (APD), agar—agua (AA) o agar—maiz

AGRICULTURA TECNICA —VOL 44 —NO 3 -1984

{AM). La incubacion se realizd en estufa de cultivo a
240 C, por un periodo de 4—5 dfas. Luego, para esti-
mular la esporulacién, se colocaronbajo una fuente de
luz discontinua {12 hr/d{a), a temperatura ambiente.

Los hongos aislados fueron identificados a nivel de gé-
nero o especie y almacenados en tubos de ensayo con
APD o AM a 40 C, hasta ser utilizados en pruebas de
patogenicidad.

Multiplicacion del inéculo: Con el propésito de pre-
parar el indculo a utilizar en diferentes pruebas de pa-
togenicidad, los hongos aislados se multiplicaron en
placas Petri, arena o cultivo | iquido.

Multiplicacion en placas Petri: En placas Petri, con
medio APD o AM, se cultivé el indculo a partir de mi-
celio, incubdndose en estufa de cultivo a 240 C, por
4—5 dfas.

Multiplicacion en avena: Se utilizaron Erlenmeyers de
250 mi, en los cuales se colocd 25 g de avena remoja-
da en 150 ml de agua destilada, durante 2 hr, y luego
esterilizada a 1200 C, durante 30 min. Un trozo de
micelio fue incorporado a este medio en forma homo-
génea vy luego incubado a 240 C, durante 20 dfas.

Suspension de esporas: Se utilizaron Erlenmeyers de
50 mil, conteniendo 10 m! de caldo de papa, a los cua-
les se agregd un trozo de agar con micelio y luego
puestos en un agitador horizontal, durante 8—10 dias,
a temperatura ambiente, hasta llegar a obtener una
concentracion de 10° a 107 esporas/ml.

Inoculacién artificial: Los hongos aistados se inocula-
ron, utilizando semillas o plantulas de garbanzo, en
invernadero o laboratorio. Las semillas se desinfecta-
ron previamente en hipoclorito de sodio a! 2,590,
durante 5 min. Las plantulas, de 10—12 d{as de edad,
provenian de semillas desinfectadas con hipoclorito
de sodio y puestas a germinar en vermiculita estéril, a
20—26° C de temperatura.

Inoculaciéon en tubos con agua: Las plantuias fueron
colocadas en tubos de ensayo rellenos con la suspen-
sion de esporas al 2,50/0, diluida en agua destilada
(Nene y Haware, 1980), los cuales se dejaron en labo-
ratorio bajo luz artificial (16 hr/dfa), proporcionada
por dos tubos fluosrescentes de 40 W cada uno. Me-
diante este sistema, se inocularon tres tubos con cada
aistamiento identificado como del género Fusarium.
Como testigo se utilizaron plantulas dela misma edad,
colocadas en agua destilada. Se incluyd, ademds, tu-
bos preparados en la mismaforma con F. oxysporumf.
sp. ciceri, proporcionado por ICRISAT (International
Crops Research [nstitute for the Semi—Arid Tropics).
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Inoculacién en tubos con arena: Las plantulas se ino-
cularon efectuando una herida directamente bajo el
cotiledén y dejando caer sobre ella 2 ml de suspension
de esporas sin diluir. Una vez inoculadas, fueron pues-
tas en tubos de ensayo con arena esterilizada, cubrien-
do con ella la zona de inoculacion. Los tubos de ensa-
yo se dejaron en las mismas condiciones que para la
inoculacion en agua. Con este método, se inocularon
tres tubos con cada aislamiento de Fusarium y Rhi-
zoctonia. Como testigo, se usaron plantas heridas, so-
bre las cuales se dej6é caer 2 m! de agua destilada. Se
incluyd, ademds, plantulas inoculadas en igual forma
con F, solani, del ICRISAT.

Inoculacion al suelo con avena: Se utilizd una mez-
cla de tierra de hoja, arena vy turba, en proporciones
iguales, la que fue puesta en maceteros vy esterilizada
con bromuro de metilo (1 libra/10 m? de suelo). A
la mezcla se le agregb avena inoculada con aislamien-
tos de Fusarium sp. (Prasad y Padwick, 1939), en pro-
porcion de 25 g por cada dos maceteros. Después de
10 dias, se sembraron en los maceteros inoculados se-
millas desinfectadas. Los maceteros se dejaron en in-
vernadero, a temperatura de 20—26° C y humedad re-
lativa entre 60 y 709/0. El riego se efectud diariamen-
te con agua destilada. Se dejaron maceteros testigos, a
los cuales se les agregd avena.

Inoculacion al suelo con agar: Se utilizd una mezcla
de tierra de hoja, arena y turba en partes iguales, este-
rilizada con bromuro de metilo y puesta en macetero.
La mezcla fue inoculada con los aislamientos de RhiJ-
zoctonia, multiplicados en APD, o Pythium, multipli-
cados en AM, utilizandose un disco por macetero. Des-
pués de 10—12 dias de incubacion, se sembraron semi-
llas esterilizadas o plantaron plantulas. Los maceteros
se dejaron en condiciones de invernadero y se regaron
diariamente con agua destilada. Como testigo se utili-
zaron maceteros a los cuales se les agregd APD o AM.

Lectura de sintomas: Las pléntulas o semillas inocula-
das se examinaron periédicamente para determinar la

presencia de sintomas aéreos, hasta 25 dias después
de la inoculacion. Posteriormente, se examinaron las
rafces para determinar el dafio a ese nivel.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislaciones

En el Cuadro 1 se presentan los géneros de hongos ais-
lados de raiz, cuello o tallo de garbanzo, en las dife-
rentes localidades estudiadas.

De las 180 muestras procesadas, se aislaron 132 colo-
nias de hongos, de las cuales 70 correspondieron al gé-
nero Fusarium, 15 a Rhizoctonia, 10 a Pythium, 5 a
Botrytis y 5 a Sclerotinia. Otro grupo de hongos pre-
sentd micelio estéril, no pudiendo ser identificados, y
el resto correspondid a géneros que se consideraron
saprofitos, como Aspergillus y Penicilum. En 48
muestras no se logré aislar ningin hongo.

Autores, como Kaiser y otros (1968) y Westerlund y
Campbell (1974), coinciden con los resultados de la
presente investigacion, sefialando la misma gama de
hongos patdgenos en garbanzo y que provocarian los
sintomas de marchitez y pudriciones radiculares, en
Iran y California, respectivamente.

Pruebas de Patogenicidad

En la presente investigacion sdlo se realizaron prue-
bas de patogenicidad a través de inoculaciones artifi-
ciales con los géneros Fusarium, Pythium y Rhizocto-
nia.El género Botrytis fue encontrado asociado, ade-
mds, con sintomas aéreos con o sin pudricion radicu-
lar y sus pruebas de patogenicidad se realizaron en
trabajos paralelos (Sepllveda y Alvarez, 1983). El gé-
nero Sclerotinia ya habia sido identificado como pa-
tégeno del garbanzo en Chile (Mujica y Vergara, 1980)
y por consiguiente no se utilizd en esta investigacion,

CUADRO 1. Géneros de hongos aislados a partir de raices y/o cuello y/o talio de plantas
de garbanzo (Cicer arietinum L.) en seis localidades de fa VI Regién

TABLE 1. Fungus genera isolated from roots and/or collars and/or stems of chickpea plants from six
localities in the VI Region of Chile

LOCALIDAD Fusarium

Rhijzoctonia

Pythium Botrytis Sclerotinia

Paredones
Litueche
Lolol
Marchigie
Rapel
Graneros

+ 4 4|

4+

+

+ 1
+ o+
|
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Inoculacidn con Fusarium sp.: Se probaron 70 aisla-
mientos de Fusarium sp. de los cuales 565 (790/0) de-
mostraron ser patdgenos, de acuerdo a los resultados
obtenidos en las distintas pruebas de patogenicidad.

Plantulas en agua con suspension de esporas: Todas
las plantulas testigo inoculadas con F., oxysporum
(ICRISAT) presentaron marchitez del dpice, decai-
miento de las hojas superiores y peciolo y descolora-
cion foliar, que comenzd por las hojas basales, com-
prometiendo posteriormente a toda_la planta. Laraiz
no presenté sintomas externos, sino una intensa ne-
crosis de los vasos conductores, confirmando los re-
sultados obtenidos en pruebas de patogenicidad por
Westerlund y Campbell (1974).

Las plantulas inoculadas con aislamientos chilenos de
Fusarium sp. presentaron sintomas similares, pero no
idénticos, consistentes en marchitez del dpice, amari-
llez de las hojas basales y posteriormente una clorosis
generalizada. Las pldntulas detuvieron su crecimiento
y, a diferencia de los sintomas provocados por F,
oxysporum, presentaron una intensa pudricion radi-
cular, con raices secundarias necrosadas o con estran-
gulaciones, acompafiadas por necrosis de los vasos
conductores. Las plantas testigo inoculadas con agua
destilada no presentaron sintomas.

Plantulas en arena con suspension de esporas: Los sin-
tomas de las pldntulas inoculadas con los diversos ais-
lamientos de Fusarium empezaron por una amarillez
de las hojas basales, que posteriormente se extendi6 a
toda la planta, acompafiada de una estrangulacién al
cuello. Los sintomas en el sistema radicular consistie-
ron en raices secundarias negras y raices con estrangu-
laciones, pero sin manifestar descoloracion vascular.

Las pldntulas testigo inoculadas con F, solani {ICRI-
SAT) presentaron sintomas similares, que se caracte-
rizaron por un amarillamiento iniciado en las hojas
basales, generalizdndose posteriormente a toda la
planta. El sistema radicular presentd un estrangula-
miento a las raices secundarias, combinado con una
necrosis cortical. Estos sintomas concuerdan con lo
sefialado por Westerlund y Campbell (1974), los cua-
les describen que F. sofani es un patdgeno que causa
pudricién radicular, sin descoloracion vascular.

Las plantas testigo inoculadas con agua destilada no
presentaron sintomas.

Inoculacion al suelo: La prueba de patogenicidad
efectuada en maceteros que contenfan una mezcta de
tierra inoculada con avena, se realizd con 27 aislamien-
tos seleccionados como patogenos en las pruebas an-
tes mencionadas. Todos ellos produjeron sintomas,
pero las plantas inoculadas con algunas cepas conside-
radas mas virulentas, comenzaron a mostrar sintomas

AGRICULTURA TECNICA —VOL 44 — N© 3 — 1984

aproximadamente 15 dias despu€s de la siembra, con-
sistentes en amarillez en las puntas de las hojas, segui-
da por marchitez del dpice, continuando con una clo-
rosis generalizada, hasta la muerte, generalmente, 25
dias después de la siembra. Otras cepas, consideradas
menos virulentas, produjeron sintomas menos seve-
ros, consistentes en amarillez o clorosis parcial, sin lle-
gar a provocar la muerte de las plantas.

Dos aislamientos se comportaron como mds virulen-
tos y agresivos, produciendo una pudricion radicular
intensa, clorosis foliar, detencién del crecimiento y
muerte de plantas, demostrando que, dependiendo
del aislamiento, Fusarium es un hongo que puede
comportarse cCOmo muy agresivo y virulento en gar-
banzo y provocar distintos grados de sintomas, en los
diferentes estados de desarrollo de las plantas.

Inoculacion con Rhizoctonia solani:. De los aislamien-
tos correspondientes al género Rhizoctonia, se idénti-
ficaron las especies R. bataticola y R. solani, de las
cuales se utilizo ésta Gltima para pruebas de patogeni-
cidad.

Plantulas en arena con suspension de esporas: Los sin-
tomas comenzaron aproximadamente a los 10 dias de
inoculadas las pldntulas y consistieron en marchitez y
amarillez, que comenzé desde las hojas basales hasta
generalizarse; luego se presentd un cambio de color a
café pajizo, acompafiado por una intensa pudricion
radicular, dejando s6lo un trozo de raiz.

Pldntulas o semillas en maceteros con agar: Los sin-
tomas comenzaron alrededor de 20 dias de inoculadas
las plantulas, causando una lesion a la altura del cue-
llo, formando cancros que rodearon al tallo y provo-
caron fa muerte de ellas.

Estos resultados concuerdan con Grewal y oftros
(1974), quienes observaron muerte de pldntulas des-
pués de 20 dias de inoculadas con R. sofani. L_os auto-
res McRae (1932) y Nema y Khare (1973), indican
que R. solani es un patdgeno que causa marchitez en
estado de plantula, detencion del crecimiento, una se-
vera pudricion radicular y la muerte de las plantas,
sintomas gque coinciden con los descritos.

Las plantas testigo sin inocular no presentaron sinto-
mas.

Cuando se sembraron semillas de garbanzo sin germi-
nar, semillas hinchadas o semillas con radicula y pld-
mula, en suelos inoculados con R. solani, se produjo
damping—off de pre—emergencia en cada uno de los
estados. En semillas germinadas de tres dfas, el 909/o
presentd damping—off de post—emergencia y las res-
tantes fueron atacadas, posteriormente, presentando
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detencion en el crecimiento, amarillez y muerte ulte-
rior.

Westerlund y Campbell (1974} afirmaron que R. sola-
ni, en pruebas de patogenicidad, caus6 damping—off
de pre y post—emergencia, corroborando los resulta-
dos obtenidos.

Inoculacién con Pythium sp.: Con este género se rea-
lizaron dos pruebas.

Pldntulas o semillas en maceteros con agar: Los sinto-
mas comenzaron en las plantulas aproximadamente a
los 20 dfas después de la inoculacién y consistieron
en amarillez y marchitez generalizada, con una leve
necrosis a los vasos conductores. Las rafces presenta-
ron necrosis parcial y muerte de algunas rafces prima-
rias y secundarias.

Cuando se colocaron semillas en suelo inoculado, se
produjo damping—off de pre—emergencia y marchitez
y amarillez generalizada. Estos resultados coinciden
con lo observado por Westerlund y Campbell (1974),
al sefialar que P. uftimun provocé damping—off de
pre y post—-emergencia, con muerte de raices.

Los testigos sin inocular en ambos casos permanecie-
ron sanos.

CONCLUSIONES

Los géneros o especies de hongos aislados de plantas
de garbanzo de la VI Regién con sintomas de pudri-
cion radicular y gue en pruebas de inoculacion arti-
ficial demostraron ser patbgenos fueron Fusarium,
Pythium y Rhizoctonia solani.

Fusarium sp. fue el hongo gque se encontrd con mayor
frecuenica (630/0) y en todas las localidades donde se
efectud el muestreo de plantas enfermas. En plantulas
provocd marchitez, clorosis foliar y pudricién radicu-
lar. Las diferentes cepas aisladas de garbanzo presenta-
ron diversos grados de virulencia y agresividad en ino-
culaciones artificiales.

Réizoctonia solani causd severa pudricidon radicular
en plantulas, acompaiiada desintomas foliares y muer-
te posterior; en semillas, provocé damping—off de pre
y post—emergencia.

Pythium sp., provocd pudricidn radicular con clorosis
foliar y marchitez generalizada en pléntulas. En semi-
llas, causd damping—off de pre—emergencia.

RESUMEN

Se efectuaron aislaciones de hongos de rafces, cuellos
o tallos de plantas de garbanzo que presentaban sinto-
mas de amarillez, marchitez y necrosis radicular, pro-
venientes de las localidades de Marchigle, Litueche,
Lolol, Paredones, Rapel y Graneros, de la V| Regi6n
de Chile.

De 180 muestras procesadas, se aislaron 132 colonias
de hongos, de las cuales 70 correspondieron al género
Fusarium, 15 a Rhizoctonia, 10 a Pythium, 5 a Botry-
tis y 5 a Sclerotinia. Fusarium sp. fue el género que se
encontré con mayor frecuencia y en todas las locali-
dades prospectadas.

En pruebas de patogenicidad realizadas con aislamien-
tos de Fusarium, Pythium y R. solani, todos ellos de-
mostraron ser patdgenos en garbanzo. Fusarium pro-
vocd marchitez, clorosis foliar y pudricion radicular.
Pythium, en pldntulas, causd pudricion radicular, con
clorosis foliar y marchitez, en tanto que en semillas
caus6 damping—off de pre—emergencia. R. solani, en
plantulas, causé severa pudricion radicular, acompafia-
da de sintomas foliares y muerteposterior,y en semi-
|las, provocd damping—off depre y post—emergencia.
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