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RESUMEN

Se estudia el comportamiento de 20 cepas de
Fusariumpertenecientes a 9 especies, aisladas de diversos
ambientes (suelo, material clinico, alimentos y vegetales),
mediante sus caracteristicas macroscopicas de cultivo en
PDA (standard) y su micromorfologia en microcultivos
en lamina en PDA modificado con 5 g (L. de dextrosa, 4
g/l de KCly 0,002 g /I. de Dichlordn. Esta iiltima meto-
dologia permitic observar las principales caracteristicas
microscdpicas tales como: clamido, micro, meso y ma-
croconidios, ademds de sus células conidiégenas (mono,
polifidlides y fidlides polibldsticas. Esto permitid la iden-
tificacion tentativa o final de las cepas estudiadas y la
confeccion de una clave.

Las cepas mds estables en la produccion de mi-
croestructuras fueron : F.avenaceum, F. chlamydosporum,
F. sambucinum y F. solani.

INTRODUCCION

Elconstanteinterés enlosestudiostaxonémicos
del género Fusarium, no abarcasolamentesurol fitoy
entomopatégeno, sinosusventajas biotecnolégicas, la
capacidad de contaminanr granos uotrosalimentosy
la produccién de diversas micosis ymicotoxicosisen el
hombreylosanimales. Sus poblaciones, seencuentran
ampliamentedistribuidas enlossuelos, particularmente
los cultivados, donde participan activamente en Ia
degradaciondesustratos celuloliticos presentesenellos.
La reconocida capacidad fitopatégena de muchas
especies, se comparte en igual eficiencia actuando ya
seacomosaproéfito o toxicogénico,entodaslaslatitudes
y climas del mundo (Gordon 1960, Booth 1971,1984,
Marasas et al, 1984, Joffe, 1986, Niremberg, 1989,
Nelson et al, 1981).

Elmanejodelasisteméticadel género, paraelno
especialista, es una rutina dificultosa en los pequefios

SUMMARY

[Micromorphology of some Fusarium species in modified
PDA. IIT |

The behaviour of 20strains of Fusarium belong-
ingto 9 species, isolated in different environments such as
(sotl, clinical material, foods and vegetal), are studied by
means of their macroscopic characteristics in standard
PDA cultures, and micromorphology in microcultures in
slants with modified PDA, with 5 g./l. of dextrose, 4g /l of
KCt and 0,002 of Dichloran. This last methodology al-
lowed us to observe the principal microcharacteristics
such as: chlamido-micro-meso and macroconidia, as
well as their conidiogenous cell (mono-polyphialides and
polyblastic) This permitted a tentative or finall identifica-
tion of the strains studied and to make a key.

The more stable strains in the production of
microstructures were : F. avenaceum, F. chiamydosporum,
F. sambucinumy F. solani.

laboratorios micolGgicosyases, clinicos, dealimentos,
deenfermedadesvegetales, uotras disciplinas cientificas
o tecnolégicas. Esto se debe generalmente a factores
diversos tales como: escasa informacién actualizada,
la seleccién de un sistema préciico determinativo
(generalmente no coincidentes en la literatura), la
amplia variacién macroy micromorfoldgica entre los
aislamientos de una misma especie, las relaciones
entre las secciones del género, la delimitacién de
especie, lasvariantes mutacionales y la identificacién
desubgrupos tales comoformaespeciales,razas u otros.
(Manicon et al .1990, Corell, 1991, Leslie, 1991,
Kuhlman, 1982, Ellis 1989, Gams & Niremberg,1989,
Chaisrisook & Leslie, 1990).

La metodologia de estudio del género es pre-
dominantemente morfoldgica yen medios de cultivos
estandarizados (Booth 1971,1977, Nelson et al. 1983,
Gerlach & Niremberg 1982, Burgesetal. 1988, Pascoe,
1990a,b). Esto evita en cierta medida la influencia de
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factores ambientales y la inestabilidad intrinsica en
cultivo. Por esta razén, es necesario una rdpida
identificaciéndelascepasenlos primeros aislamientos
paraevitar suvariacion en cuitivo (Booth 1971).

Losobjetivos principales de nuestro trabajoson:

- Aplicar unameiodologiaéxperimental dtil para
laobservaci6n dela conidiogénesisenlas especiesdel
género.

-Ladeterminaci6n tentativayrdpidadealgunas
especies, mediante claves basadas principalmente en
la micromorfologia, en aislamientos que no presenten
un amplio rango de variacién.

- Lacomparaciénde caracieres macroscopicos
de cultivo acordea la literatura .

- Valorar la utilidad de PDA modificado en
su concentracién de nutrientes ysales, analizando la
produccién de conidios y células conididgenas en
microcultivos.

MATERIALES Y METODO

Se estudiaron 20 cepas pertenecientes a 10

especies predeterminadas, mantenidasa4°Censilica

gelentducsiramicoteca, durante 8meses, provenientes
de ambientes diversos ( suelo, muestras clinicas,
alimentos y vegetales). Los taxa estudiados fueson: 2
Fusarium chlamydosperamWollenw & Reink, 2 F.
‘avenaceum (Fr.) Sacc., I F.tebacinum (Beyma)
W.Gams, 3 F.moniliforme Sheldom, I F.subglutinans
(Wollenw.& Reink.) Nelson, Tousson & Marasas, 3
F.oxysporum Schlech em. Snyder & Hansen, 4 F. solani
(Mart.) Sacc. em. Snyder & Hansen, 1 F. culmorum
(W.G.8m.) Sacc., I F.sambucinum Fuckel, 2
F.graminearam Schwabe.
Lametodologia realizada fué lasiguiente:

a) Preparacidn del indeuio. Suspensiones de
0,1 mldeconidios dé todas 1as cepas; sesembraron en
placas de Peiri conagar agua y granos de arroz, segin
latéenicadel aislamiento de unsolo conidio (Tapwater
agar, Booth 1977),durante 24 horas a temperaturade
25°C..Desdeestemedioseobtuvierontodoslosinéeulos
paralos pasos posteriores

b) Morfologia de las colonias, celor y
pigmentos, Siembras de todas las cepas en placas de
PDA estandar, segiin la técnica descrita por Nelsonet
al. (1983),durante 14 diasa temperaturaambiente (20-
23°C) y con un fotoperiodo de luz natural de 12 h.
diarias. Esto permiti6 la descripcin delas caracieristi-
cas macroscopicas.

¢). Preparacién de los microcultivos.
Paralelamente a la siembra en PDA se efectuaron
microcultivosen chmmara hfimeda empleando placasde

86

petriquecontenfan papel filtroyuntubodevidrioen U,
para el soporte de 2 portaobjetos. Este material se
eteriliz6 previamentealrecubrimiento parcialdelos2
portaobjetoscon unafinacapa(2ce.)de PDAfundido
modificado*. Cada microcultivo se inoculd poste-
riormente en 2 puntos, agregandose al fondo de las
placas5 ccdeaguadesu_adaparamantenerlahumedad
Seingubé en las.mismas condiciones del punto b.

* PDA modificado, preparado con 5 g/ 1 de
dextrosa, 4 g/1. deKCly 0,002 g/1.de Dichlorén. La
esterilizacion del medio fué én autoclave durante 15
minutos,

&), Observacion de los microcultivos, Arlos 4
diasdeincubacién 1delos portaobjetos fué recubierto
con un cubreobjeto estéril en la parte con mejor
desarrollo, continuzando con su periodode incubacion.
Al septimo dia se procedid a retirar este primer
portaobjeto con €l microcaltivo para su observacion,

agregando enlosbordesdel cubreobjetolactofenolcon

azuldealgod6n. Despuésde2-4horas (tiemposuficiente
paraqueelcolorante penetraraenelagarentreel porta
y cubreojeto); se procedid a observar todas las
caracieristicas microscopicas presentesen esie periodo.
(7dias). Alos 10diasserecubrio elsegundo portachjeto
enla cdmara hiimeda, continuando con el perfodo de
incubaci6n. A los 14 difs se retird, repitiendose el
procedimientodescritoanteriormente para elprimer
portacbjeto.

Todas 1as observaciones macro ymlcmscé_pmas
se compararon con las descripciones de 1os textos de
Booth (1971-1977), Gerlach y Niremberg (1982) y
Nelsonetal.(1983). '

Para la descripeion e individualizacién de los
mesoconidios, usamos la terminologiaylainformacion
aplicada por Pascoe (19903a,b).

). Confeccién de una clave analitica,

RESULTADOS

Todas las cepas estudiadas se desarrollaron en
los medios utilizados. El crecimiento del micelio aéreo
enlos microculiivosen PDAmodificado fuélimitado,
pero suficiente para la expresion de sus estruciuras
conidiégenas, acordealos patrones estipuladosenlas
monografias, como se expresa en el CuadroN® 1.

Los: tamafios y formas de los macro ¥
microconidios nosiempre fueran coincidentesconlos
descrites en los medios CLA y NSA, pero,
suficientementeajustados, salvoenmenor gradoen, .
tebacinum, F.sambucinum Y F.culmorum. La ayuda
de datos complementarios como: crécimiento,
producciénde pigmentos, texturaycolordelmicelioen
PDA, présentaronvariaciones enalgunascepas, pero la
mayoria fueroncoincidentes conlas descripcionestipo
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en la literatura (Cuadro 1).

Diferentes respuestas se obtuvieron entre cepas
de la misma especie, situacién esperada debida al rango
de variacién morfolégica dentro de la especie y los
distintos origenes de éstas, pero en general la mayoria
de los aislamientos permitieron elaborar una clave
orientativa y la confeccién de un set de 17 fotografias
(Figura 1).

CLAVES PARA LAS ESPECIES DE

FUSARIUM ESTUDIADAS
1. Colonias de crecimiento rapido 4-8 cm ............ 2
Colonias de crecimiento restringido <4 cm ... 8
2. - Microconidios siempre presentes .........ccouuuens 3

- Microconidios escasos o raros en mono o poli-
fidlides, macroconidios largos, delgados y de -
rechos, solitarios (mesoconidios) o en falsas
CabeZas .........cocecerrreeeereneniannns F. avenaceum
- Microconidios ausentes ..........cccccoveeeenne 6
3. Microconidios en monofislides, en cadenas y en
falsas cabezas, visibles a la lupa sobre el mice-
lio aéreo, macroconidios a veces escasos, clami-
doconidios ausentes ...........c...... F.moniliforme
- Microconidios en monofidlides, en falsas ca-
BBERE ,.ocororensarossnranessih i b e Tt SR e Bl o 4
- Micro o macroconidios en mono-polifidlides,
fidlides polibldsticas presentes .........cccevevernnee 5
4, - Microconidios sobre cortas fidlides, ovales a
reniformes, clamidoconidios tinicos o en pa-
res, siempre presentes ............... F. oxysporum
- Microconidios sobre largas fidlides, ovoides o
cilindricos de paredes gruesas, macroconidios
abundantes, clamidoconidios solitarios o en pa-
1" TP O 13§, . 3¢ % F.solani
5. -Mesoconidios abundantesy clamidoconidios
presentes de paredes gruesas, rugosos, en pa-
res, cadenas o agrupados, dematidceos con
ELHEMPO - cioseenniininoiiities F. chlamydosporum
- Mesoconiflios presentes, clamidoconidios au-
sentes. Microconidios unicelularesocon 1a3
septos, ovales a clavados............. .subglutinans
6. -Macroconidios, grandes, largoes, fzlcados en
monofidlides ramificadas o no, a veces en es-
porodoquios, superficies ventrales y dorsales
paralelas, clamidoconidios presenies o ausen-
- (O, * 6~ 1 F.graminearum
- Macroconidios grandes y cortos .........c....... 7
- Con célula apical fina, constrefiida en el dpice
(aveces bien encorvada ), com caras ventro-
dorsales recurvadas, monofidlides simples o
ramificadas, clamidoconidios presentes.......
................................................ F.sambucinum™
Con célula apical fina, menos encorvada, caras

N

ventrales y dorsales recurvadas, monofidlides
ramificadas o no, robustos y anchos, clamido-
conidios Presentes .....oeeeeenneenne F. culmorum *

8. Unsolo tipo de conidio, microconidios en mo-
nofidlides, falcados, bicelulares (mdximo 2 sep-
B cuisendiisiniiomiu e R F.tabacinum

(**) Ambas especiestienen semejanzas morfolégicas,
descartar con otras caracteristicas.

DISCUSION

Laseparacién de especiesenel género Fusarium,
estd ligada basicamente a pequefias caracteristicas
micromorfolégicas, rangos de crecimiento y
pigmentacién en cultivos, mientras las observaciones
morfométricas se consideran de poco valor, debido a su
variacién en los diferentes sustratos o frente a
condiciones ambientales diversas (Burges et al, 1989).
Por esta situacién, la identificacidén de especies resulta
dificultosa, requiriendo, experiencia, largos perfodos
de incubacidn, medios estandarizados simples (PDA),
u otros mé4s complejos en su preparacion como el CLA,
que emplea trozos de hojas de clavel irradiadas con
rayos gama, dificiles de obtener en los laboratorios
micoldgicos del pais. Muchos medios de cultivo se han
descrito paralaidentificacion de las especies del género,
los ricos en nutrientes, tienen poca aplicacién, porque
promueven la formacidén del micelio aéreo y pocos
esporodoquios. Mientras los medios pobres permitenlo.
contrario, resaltando las caracteristicas micro-
morfoldgicas (conidios y células conidiégenas).

Nuestro intento de modificar el PDA, fué
orientado hacia la reduccidén del micelio aéreo, la
estimulacién de los microconidios en cadena en la
seccion Liseole (Marasas & Toussoun 1983) y la
reduccion de su potencial de agna (aw). Como en
nuestra rutina de anélisis de contaminacidn filngica en
alimentos, usamos normalmente una menor cantidad de
dextrosa en el PDA (1%), quisimos comprobar si una
mayor reduccidn de sufuente decarbono, y el Dichloran,
podria acelerar su ciclo de desarrolio y estimular la
conidiogénesisenmicrocultivos, enfavor delaformacion
de estructuras conidiogenas estables. Este objetivo prin-
cipal selogrd en gran medida en nuestra investigacion.

Las cepas que consideramos morfoldgicamente
més inestables en el cultivo fueron : Fumoriliforme, F.
subglutincns, y F.oxysporum. Su inestabilidad, se
refiere principalmente ala produccion de macroconidios,
los cuales fueron escasos en F.moniliforme y
F.oxysporum, o se prodvjeron mas tardiamente.
F.subglutinans, present6 una mezcla de micro, mesoy
macroconidios en distintos perfodos de incubacién. En
cambio las cepas mas estables fueron F.averiaceum, F.
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CUADRO 1. Caracteristicas microscopicas de las cepas estudiadas

CEPAS EMPLEADAS

+ = cardcter presente
- = cardcter ausente

Macroconidios en esporodo-
quios 0 pinnotes

Mesoconidios

Macroconidios en conidiof.
micronematosos.
Macroconidios en conidiof.

Teleomorfo

Clamidosporas muriformes

Microconidios en cadenas
0 €N masas

Color tipico de la colonia
Color atipico de la colonia

Clamidosporas simples
Clamidosporas de a 2

Microconidios en falsas
o en cadenas

cabezas

Fialides poliblésticas

Polifislides

-+

Fusarium avenaceum M218
F. avenaceum M 186

F. chlamydosporum M 210
F. chlamydosporum M 180
F. culmorum M 189

F. graminearum M 201

F. graminearum M 212

F. moniliforme M 219

F. moniliforme M 194

F. moniligorme M 197

F. oxysporum M 199

F. oxysporum M214

F. oxysporum M 220

F- sambucinum IMM 1188
F. solani M 193

F. solani M 178
F.solaniM 179

F. solani M 184

F. subglutinans M 215

F. tabacinum MM 1240

1
+

+ + 4+ + + + + + |macronematosos.
+ 4+ + 4

L
+ + 0+ + 0 0+ 4+

SRR T Tk T T T e

-3

t bt

+

+ + | Monofidlides

o4+ 4
+ + 4+
+

+
+ 4+ + 4
++ 4+ + 4+ + +

+ + 4+ + + +
+ + + + 0+
vk g W

TR s sl i il i < e
+

++ 4+ +++++++ A+ F
el

+ 4+ + + 4 4

solani, F.chlamydosporum y F. sambucinum, las
cuales exhibieron una buena diversidad de elementos
ontogénicos ttiles y estables para su descripcion
taxondémica.

La presencia de microconidios solamenteenel
micelioaéreo enalgunosaislamientos jovenes, permitio
elreconocimientode especies, situaciénquesecorrobor6
posteriormentecuandoéstas produjeron macroconidios.
Enestesentidoel trabajode Gamsy Niremberg (1989),
fué de gran ayuda.

F.sambucinum y F. culmorum, fueron dificiles
deseparar porlasolaobservacion microscépica, porsus
semejanzas, incluso el ancho de sus macroconidios no
fué de gran ayuda. En este caso las claves sin6pticas
permiten unamejoralternativa. Esimportanteinterpretar
los patrones de conidiogénesisen los estados primarios
de desarrollo; incubaciones muy prolongadas pueden
llevar a errores en la determinacion de las células
conidiégenas polibldsticas, por lisisdeestas estructuras,
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como ocurre en F. avenaceumn. Al respecto, F.chla-
mydosporum, present6 lamés detallada morfologiade
sus células conididgenas.

Los procesos ontogénicos, pueden presentarse
en los Hyphomycetes en diferente 6rden cronolégico, o
emerger juntos (Minteretal. 1982),enrelaciénal medio
de cultivo, el tipo de habitat, el tiempo de incubacion,
laespecie,oenrespuestaa presiones evolutivas.
Van Wyk et al.(1987), emplean estos conceptos para
describirlos cambios ultraestructurales deldesarrollo
fislidicoen las especies de Fusarium. La conidiogénesis
fidlidicaen el género, tiene semejanza con la anelfdica
(con lasola excepcion que su locus conidiégeno no es
percurrente),debidoal depdsitodematerial laminaren
eldpexdelafidlide, llamado engrosamiento periclinal
(Van Wyketal, 1988). Estopuedeinterpretarse como
unavariacién conidiogénica, sinembargo los cambios
son frecuentes también a nivel del conidi6foro, el cual
puede presentar monofidlides, polifidlide, o fidlides
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poliblésticas simpodiales, que producen conidios
mayoritariamente en falsas cabezas, enesporodoquios,
pinnotes, como microconidios en cadena en algunas
especies. Eltérminode fislides poliblésticas fuéaplicado
por Booth (1971), para aquellas especies de Fusarium
que producen "microconidios" (blastoconidios)
holoblésticos tnicos, desde més de un locus en una
célula conidi6gena, que prolifera simpodialmente.
Pascoe (1990 a,b), considera a estos "microconidios”
como mesoconidios (término queaplicamosennuestro
trabajo), los cuales son mayoritariamente septados,
fusoides a falcados, con una c€lula basal simple y
truncada (0-5septos). Perfectamente puede considerarse
aestetipodeconidio como unestadointermedio entre
macroy microconidio, porsudiferenteorigeny funcién
(Pascoe 1990 a,b). Este término no es aceptado por
Niremberg, (1990), el cual prefiere llamarlos
blastoconidios al igual que Booth (1971). Van Wyket
al.(1991), observaron en F.chlamydosporum, que el
primer "microconidio"se produce holobldsticamentey
despuésdesusecesion, lacélulaconididgena iniciauna
proliferaciénenteroblésticasimpodial paradarinicioal
segundo conidio holobl4stico. Todaslos subsiguientes
conidios son ‘precedidos por una proliferacién
enteroblésticasimpodialdelacélulaconidigena. Este
tipodeontogeniaconidial,es totalmente diferentecon
la que acontece con los otros 2 representantes de la
Seccién Sporotrichiella (F. poae y F. tricinctum).

F. chlamydosporum es un buen representante
del pleoanamorfismo del género, situacién que ha
llevado a definiciones inestables en diversas €pocas,
originando confusiones nodeseablesenladelimitacién
de especies.

Lainformacién sobreel desarrollo conidiogé-
nico, ha presentado notorias contradicciones en
diferentes especies. Sehasugerido un nimerovariable
deformasen la producciéndel primer conidio (VanWyk
etal.1987),desdelaexistenciadeun "continuum",entre
una forma "tdlica", hasta la produccién estrictamente
enterobléstica. En general parecen existir diferentes
patronesdedesarrollodel primer conidio, inclusodentro
de las misma especie o de una misma cepa, en
dependenciasegurameniedelas condicionesdecultivo.
Por este motivo las modalidades conidi6genas inesta-
bles y poco representativas, deben considerarse con
cautela en la taxonomfa del género, para no
sobreevaluarlas, situacién que apreciamos enalgunos
microcultivos de F.oxysporum y F. subglutinans
principalmente. Sinembargoen F.chilamydosporum, la
presencia de fislides poliblésticas y mesoconidios fué
muy caracteristica (més que en F.avenaceum y
F.sambucinum). El género Fusarium, en si es un
desafio en muchos aspectos fisio-ecoldgicos: el solo

andlisisdeladispersiéndesus propdgulosenel ambiente
(Pascoe 1990b), reflejasucompleja plasticidad genética,
desconocida en muchos aspectos y quizds una de sus
mejoresarmas paraenfrentarcon €xito laadaptaciénen
suambiente habitual o laseleccion natural.

Nuestros mayores problemas fuerondiferenciar
(enlos primeros 10dfasde incubacin) desde el micelio
aéreo, los macroconidios de los microconidios que
nacen en falsas cabezas, sin pedicelos y sobre
conidi6foros micronematosos. Al mismo tiempo, el
limiteen tamafio, nimerodeseptos, presenciadecélula
piéy tipo de célula conidiGgena, entre micro, macroy
mesoconidio, necesitd demucho tiempo de observacion
ynosiempreresultéunatareasimple. Enestocoincidimos
con Pascoe (1990a), siendo al parecer uno de las
dificultades morfolGgicos que presenta el género.

En la actualidad, parece aconsejable no solo
separar las especies con criterios anatémico-
esqueméticos, sinoacordeasus afinidades naturales,
donde la compatibilidad vegetativa y la biologia mo-
lecular, entre otras, pueden ser las herramienta del
futuro (Gams & Niremberg,1989 ,Peterson,1991,
Corell,1991, Manicom et al.1990).

Si bien es cierto los avances actuales de la
sistemdticadel género, han facilitado laidentificacién
de especies, los estudios morfolégicos en los medios
pobres recomendados ylos experimentales, permiten
adquirir la experiencia para reconocer ficilmente sus
finasestructurasconidiégenas, asf comosuinterpretacion
ycomparaciéncon laabundante literaturadel género.
Enelfondo, esto fuéla principal causa que nos motivé
en esta investigacion, frente a la imposibilidad de
utilizar el medio CLA. Nuestros resultados obtenidos
con microcultivos de Fusarium en PDA modificado,
sonbastantesimilaresalosobtenidosconelmedio SNA
(Niremberg 1976) y en DCPA ( Hocking & Andrews
1987) (datos no publicados). Estamos concientes que
frenteaunaislamiento pococomiinoaungrannimero
deespecies,nodebeemplearse esta metodologia, sino
la recomendada (Nelson et al 1983) o recurrir a los
servicios deuna autoridad enla materia.

La morfologia sigue acumulando nueva
informacién para el mic6logo, las claves dicotémicas
analfticas, a pesar desu utilidad, han dejado paso alas
claves sinGpticas, preparando quizds el camino hacia
unataxonomia numérica, perosinolvidarquelassimili-
tudes o diferencias fenéticas inter o intra especificas,
solosatisfacenlos criterios de taxoespecie més quelos
debioespecie.

Consideramos el PDA modificado un buen
medio deapoyo paralos estudios micromorfologicos
en Fusarium, por permitir la observacién de
caracterfsticas itiles en la determinacién de especies.
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