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RESUMEN

Meéxico ocupa el tercer lugar mundial como productor y exportador de garbanzo blanco,
donde Sinaloa y Sonora generan el 70 y 20 %, respectivamente. La enfermedad del
garbanzo conocida como fusariosis vascular causada por el hongo Fusarium oxysporum
f.sp. ciceris (FOC), ocasiona pérdidas hasta del 60 % en Sonora. El objetivo de este
trabajo fue aislar y caracterizar fenotipica y genotipicamente a FOC, analizar los factores
fisicos y quimicos de los suelos donde se desarrolla y determinar la resistencia de lineas
promisorias de garbanzo. El muestreo se realiz6 en plantas enfermas localizadas en 12
areas de cultivo localizadas en Los Mochis y Guamuchil, Sinaloa; La Costa de
Hermosillo y Valle del Yaqui, Sonora. Se realiz6 la caracterizacion fenotipica a partir de
aislamientos del hongo en PDA y la caracterizacion genotipica en base al andlisis de
ADN gendmico utilizando PCR-especifica con iniciadores especificos para razas
patogénicas de FOC. La evaluacion de la resistencia se realizd mediante un ensayo de
patogenicidad con las razas 0 y 5 de FOC durante 50 dias, en las lineas Hoga-012, Hoga-
490-2 y Hoga-508, Blanco Sinaloa-92 y Costa-2004, incluyendo como control positivo
la linea susceptible JG-62 y negativo la linea resistente WR-315. Se observaron
diferencias en los andlisis fisicos y quimicos del suelo entre las dreas de cultivo (P <
0.05). El contenido de materia organica fue bajo en todos los campos, el pH fue neutro y
ligeramente alcalino, las variables que mas influyeron fueron la salinidad y la textura del
suelo, observandose la conductividad eléctrica mas alta en un campo de Guamuchil con
6.3 dS m™. A partir de 355 aislados se obtuvieron 161 cepas positivas de FOC, con una
variabilidad significativa en el tamafio de las macro- y microconidias. La variabilidad
morfologica de FOC fue alta (P < 0.05); sin embargo, no estd determinada por las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos o por la ubicacion geografica de los
campos. De las cepas de FOC analizadas, 91 fueron identificadas como raza 0 (41 %),
raza 1B/C (15 %), raza 5 (14 %) y raza 6 (28 %). Las lineas Hoga-012, Hoga-490-2 y
Hoga-508, asi como los cultivares BS-92 y Costa-2004 presentaron un desarrollo
significativo de marchitez (P<0.05) ante las razas 0 y 5 de FOC presentes en Sonora. JG-
62 mostro susceptibilidad a todas las razas, mientras que WR-315 fue resistente. En

todos los tratamientos se comprobd que la marchitez fue causada por las razas de FOC.
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Por lo que se debera continuar en la busqueda de genotipos resistentes a través de

programas de mejoramiento para coadyuvar en el control de la enfermedad.
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INTRODUCCION GENERAL

El garbanzo es un cultivo con alto valor nutricional ya que contiene una cantidad alta de
proteina (25-29 g proteina/100g), la cual es facilmente digerible e hipocolesterolémica.
Ademads contiene vitaminas y macroelementos por lo que se considera un producto
dietario altamente nutritivo en muchos paises del mundo (Gupta et al., 2009), entre ellos la
region Mediterranea, el Sudeste Asidtico y otros paises (Saxena, 1990; Singh y Ocampo,
1997). En México los principales estados productores y exportadores de garbanzo
blanco “Kabuli” son Sinaloa (70 %), Sonora (20 %) y Baja California Sur (5 %), con
una producciéon anual de 200,000 ton y rendimientos de 2.5 ton ha™ (Manjarrez-
Sandoval et al., 2004).

Es un cultivo de invierno, tolerante a la sequia, sin embargo requiere humedad
suficiente y temperaturas superiores a 5 °C para la germinacion y formacion de nddulos.
El garbanzo se siembra desde noviembre hasta enero, las siembras tempranas producen
mejores rendimientos que las tardias (Morales et al., 2004). Es sensible a la salinidad y
alcalinidad del suelo, de tal forma que valores de conductividad eléctrica mayores de 5
dS m™ afectan severamente a la planta. Asimismo, se ha observado que el garbanzo es
sensible a la sodicidad del suelo, cuando el porcentaje de sodio intercambiable se eleva
de 10 a 32 %, la acumulacion de peso seco se reduce en un 50 % y si se aumenta a un 58
%, se detiene totalmente el crecimiento de la planta (Saxena, 1990).

Entre las enfermedades que limitan la produccion de garbanzo estd la fusariosis
vascular, la cual es causada por Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (FOC). En Espafia se
reportan pérdidas del 10 al 15 % y en otros paises entre 10 y 90 % (Landa et al., 2006;
Sharma y Muehlbauer, 2007). Sin embargo, la marchitez por Fusarium puede causar
pérdidas del 100 %, cuando el cultivo esta expuesto a condiciones adversas como el
calor o por estrés de agua durante la fase reproductiva y el desarrollo de la capsula
(Landa et al., 2006). En el noroeste de México, no se ha aislado y caracterizado
fenotipica y genotipicamente a FOC asociado con plantas enfermas de garbanzo, por lo
que el diagndstico de la enfermedad se hace en base a la sintomatologia de las plantas.

En base a este andlisis, se ha observado que la marchitez del garbanzo esta presente en



los suelos de La Costa de Hermosillo, Sonora con pérdidas del 60 % (Morales et al.,
2004), mientras que en Sinaloa del 20 % (Manjarrez-Sandoval et al., 2004).

Por mucho tiempo la “rabia” causada por Didymella rabiei (Kovatsch.) Arx
(Navas-Cortés et al., 1998) se considerd la enfermedad mas importante del garbanzo en
Espana. Sin embargo otros estudios indican que se presenta ocasionalmente, mientras
que la “seca” o “fusariosis” ha aumentado. Se sugiere que la fusariosis pudiera incluir un
complejo de enfermedades similar a la marchitez y pudricién de raiz (MPR), que reduce
severamente la produccion de semillas de garbanzo. Varios hongos se han reportado
como los agentes del complejo MPR del garbanzo entre los cuales se mencionan a
Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina y Sclerotium, mientras que las enfermedades
foliares son causadas por Botrytis cinerea Pers., Peronospora sp., Uromyces ciceris-
arietini (Grognot) Jacz. & G. Boyer y la marchitez es causada por Fusarium oxysporum
f.sp. ciceris Matuo & K. Sato (FOC) (Padilla-Valenzuela et al. 2008). La marchitez que
incluye flacidez, amarillamiento y coloracion vascular inducida por F. oxysporum es
considerada como la enfermedad mas importante en el complejo (Trapero-Casas, 1983).

Fusarium oxysporum f.sp. ciceris es un patégeno vascular que permanece en
semilla y suelo, por lo que es dificil de manejar con el uso de quimicos. Las
clamidosporas del hongo pueden sobrevivir en el suelo en ausencia del hospedero por
mas de seis afos (Stevenson et al., 1995, Haware et al., 1996). Este patogeno se
disemina rapidamente, ataca la raiz de la planta y causa un estrés hidrico debido a la
oclusion de los vasos conductores del xilema, acompafiada de clorosis, necrosis y
abscision (Di Prieto et al., 2001; Jiménez-Gasco et al., 2004).

Se han descrito ocho razas de FOC: 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 y 6 (Haware y Nene,
1982, Jiménez-Diaz et al., 1993), y dos biotipos de patogenicidad: Amarillamiento y
marchitez. En el primero se presenta amarillamiento foliar y coloracion vascular, y la
planta muere a los 40 dias de inoculacion del patégeno. En el de marchitez se observa
clorosis severa, flacidez y coloracion vascular, y la planta muere a los 20 dias de la
inoculacion (Jiménez-Gasco et al., 2004). Las razas 0 y 1B/C corresponden a patotipos
de amarillamiento, mientras que las razas 1A, 2, 3, 4, 5 y 6 a patotipos de marchitez. Las
razas 1A, 2, 3 y 4 se han reportado en India y las razas 0, 1A, 1B/C, 5 y 6 en los Estados

Unidos y Espana (Sharma et al., 2005). En Siria, Tunez y Turquia se encuentran las



razas 0 y 1B/C; en Israel las razas 0, 1A y 6; asi también las razas 1A y 6 en Marruecos,
y laraza 0 en el Libano (Halila y Strange, 1996; Jiménez-Gasco, 2001).

La variabilidad patogénica y genética del patdgeno se ha caracterizado usando
lineas diferenciales y marcadores de ADN (Haware y Nene, 1982; Jiménez-Diaz et al.,
1993, Sharma et al., 2005, Dubey y Singh, 2008). La identificacion de razas de FOC
basados en el ADN puede ser el mejor método debido a que su genética no es afectada
por pardmetros medioambientales, ademas es rapida y precisa (Gurjar et al., 2009). En
estudios anteriores, los analisis RAPD se usaron con iniciadores basados en secuencias
conocidas de ADN ribosomal o la secuenciacion de iniciadores para caracterizar y
diferenciar patotipos de amarillamiento y marchitez en FOC. Sin embargo, no se
lograron identificar las razas patogénicas (Kelly ez al., 1994).

De acuerdo a ésto, utilizando la técnica de analisis del polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) de ADN mitocondrial se obtuvieron patrones de
restriccion idénticos de siete razas de FOC (Pérez-Artes et al., 1995). Por ello, para
diferenciar aislamientos de FOC se han utilizado técnicas moleculares como RAPD-
PCR, RFLP (Luna-Paez et al., 2004), asi como AFLP y SSR para estudiar la
variabilidad entre poblaciones patogénicas de FOC (Dubey y Singh, 2008).

Basado en lo anterior, se han desarrollado marcadores especificos para ciertas
razas (Sharma et al., 2005). Asi, la utilizacion de marcadores de secuencias conocidas de
regiones amplificadas (SCAR) permiti6 identificar las razas 0, 1A, 5 y 6, presentes en el
Mediterraneo (Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz, 2003). Ademas, se desarrollaron los
iniciadores para PCR especifica y se confirmaron mediante hibridacion de los productos
de PCR (Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz, 2003). El par de iniciadores especificos
amplificé un producto sencillo de 1503 pb de todos los aislados de FOC y productos
sencillos de 900 y 1000 pb se observaron para el caso de aislados de las razas 0 y 6
respectivamente.

Estos marcadores atin no se han desarrollado para razas FOC de la India, aunque
su variabilidad basada en marcadores de ADN si se ha evaluado (Gurjar et al., 2009). Lo
anterior mediante una combinacion de métodos como la amplificacion de region
espaciadora transcrita interna (ITS)-RFLP, amplificacion de secuencias repetidas

intersimples (ISSR) y polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP).



Ademas, se realizé la secuenciacion del factor de elongacion de la traduccion 1 alfa (EF-
la) con lo cual fue posible identificar las razas de FOC de la India (Gurjar et al., 2009).
En un estudio se determind la variabilidad genética en aislados procedentes de la India
representativos de cuatro razas (1, 2, 3 y 4) de FOC a través de RAPD y AFLP
(Honnareddy y Dubey, 2006). También se ha reportado con base en andlisis
filogenéticos de las secuencias del gen EF-1a, que el estandar considerado anteriormente
como raza 3-NRRL-32155 de FOC, corresponde a Fusarium proliferatum (Matsush.)
Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg (Gurjar et al., 2009).

En nuestro estudio, una vez caracterizado el fenotipo de FOC en los aislados
obtenidos de campos garbanceros de Sonora y Sinaloa, se procedi6 a la caracterizacion
genética, mediante el analisis del ADN gendmico utilizando la técnica de PCR en base a
iniciadores especificos para razas de FOC. Mas atln, se lograron identificar cuatro razas
pertenecientes a los dos patotipos, a saber: raza 0 y 1B/C de amarillamiento, y razas 5 y
6 pertenecientes a patotipos de marchitez.

El patotipo de amarillamiento de FOC es menos virulento que el de marchitez,
pero también pueden existir diferencias en virulencia entre razas de un mismo patotipo
(Jiménez-Gasco et al., 2005), debido a la interaccidon genética-ambiente. De acuerdo a la
virulencia de las razas de FOC, la raza 0 es la menos virulenta y la raza 1B/C induce
amarillamiento foliar progresivo en comparacion con el marchitamiento severo inducido
por las razas 1A a la 6 (Jiménez-Diaz et al., 1993). Asi mismo se ha observado que las
razas 0 y 1B/C son diferencialmente patogénicas en el cultivar JG-62, a pesar de que
comparten el mismo patotipo mientras que las razas 1B/C y 1A, que pertenecen a
diferentes patotipos son moderada o altamente virulentas sobre el cultivar C104
(Jiménez-Gasco et al., 2004).

Debido a lo anterior, en areas productoras de garbanzo es sumamente importante
identificar las razas de FOC, asi como la caracterizacion de lineas y cultivares de
garbanzo resistentes a razas especificas del patogeno, lo cual trasciende en los
programas de mejoramiento. El manejo de marchitez por Fusarium puede lograrse por el
uso de cultivares resistentes (Haware & Nene, 1982; Jiménez Diaz et al., 1993;
Honnareddy y Dubey, 2006) y el ajuste de fechas de siembra. Sin embargo varios

factores influyen en la eficacia de estas practicas de manejo como la variabilidad



patogénica en las poblaciones del hongo y factores abidticos como la temperatura y
humedad. Por ejemplo, se sabe que la temperatura 6ptima para el desarrollo de FOC es
entre 25 y 28 °C (Bhatti y Kraft, 1992).

Se han desarrollado lineas de garbanzo tipo “Kabuli” de alto rendimiento y con
resistencia parcial o completa al marchitamiento por Fusarium oxysporum Schltdl. y
Didymella rabiei (Kovatsch.) Arx (Navas-Cortés et al., 1998). En Sonora, se han
obtenido “lineas promisorias” de garbanzo por mejoramiento genético mediante
hibridacion a partir de cruzas y retrocruzas entre genotipos tipo “Desi” con variedades
comerciales tipo “Kabuli” con la finalidad de obtener lineas mejoradas y con resistencia
al patégeno (Morales et al., 2004). La resistencia de la planta ante el patdgeno varia
regionalmente y por ello, las variedades mejoradas se evalian a través de multiples
ensayos. Asi mismo el conocimiento del fenotipo y el ambiente sobre el patdgeno es
esencial para disefiar un programa de mejoramiento efectivo y reducir las altas pérdidas
ocasionadas por esta enfermedad (Sivaramakrishnan et al., 2002).

El presente estudio fue elaborado con la finalidad de caracterizar fenotipica y
genotipicamente a Fusarium oxysporum f.sp. ciceris asociado con plantas enfermas de
garbanzo en el noroeste de México, utilizando marcadores moleculares; asi como el
analisis fisico y quimico de los suelos donde se desarrolla y evaluar la resistencia de
lineas promisorias de garbanzo con las razas 0 y 5 de FOC, aisladas en campos

garbanceros de La Costa de Hermosillo y Valle del Yaqui, Sonora.



INTEGRACION DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

La informacion obtenida en este trabajo de investigacion se presenta en forma de
capitulos con formato de articulos de investigacion, siguiendo la secuencia en la que

fueron obtenidos y requeridos para contrastar la hipotesis planteada:

En el Capitulo I:

Morphological Variability and Pathotypes of Fusarium oxysporum fsp. ciceris
Associated with Chickpea (Cicer arietinum L.) Crops (Rosa Marina Arvayo-Ortiz,
Martin Esqueda, Evelia Acedo-Félix, Alfonso Sanchez y Aldo Gutiérrez). Se presentan
los resultados de la caracterizacion fenotipica y genotipica de Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris en plantas de garbanzo afectadas en 12 campos de Sonora y Sinaloa, y su
relacion con los factores fisicos y quimicos del suelo donde se desarrolla el fitopatogeno.
Ademas la determinacion por primera vez en México de cuatro razas patogénicas (RO,

RIB/C, R5 y R6) de FOC.

En el Capitulo II:

Evaluaciéon de lineas promisorias de garbanzo frente a marchitez por Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris (Rosa Marina Arvayo-Ortiz, Martin Esqueda, Evelia Acedo-
Feélix, Humberto Gonzdlez-Rios y Georgina Vargas-Rosales). Se reportan los resultados
de la evaluacion de la resistencia de tres lineas promisorias de garbanzo: Hoga-012,
Hoga-490-2 y Hoga-508, incluyendo los dos cultivares comerciales mas importantes en
México: Blanco Sinaloa-92 y Costa-2004, y como control dos cultivares: JG-62
(susceptible) y WR-315 (resistente), con las razas 0 y 5 de Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris identificadas por PCR-especifica a partir de aislados obtenidos de 12 campos

garbanceros de Sonora y Sinaloa. Ademas se confirman los postulados de Koch.



Hipotesis

Los sintomas de amarillamiento y marchitez presentes en las plantas de las zonas
garbanceras de los principales estados productores y exportadores de México se debe a
diferentes razas del hongo Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, las cuales son patogénicas

para lineas promisorias de garbanzo.

Objetivo general

Aislar y caracterizar fenotipica y genotipicamente a Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
asociado con plantas enfermas de garbanzo en el noroeste de México, asi como los
factores fisicos y quimicos del suelo donde se desarrolla y determinar la resistencia de
lineas promisorias de garbanzo frente al hongo.

Objetivos particulares

1. Caracterizar los factores fisicos y quimicos del suelo donde se desarrolla el patdgeno.
2. Aislar y caracterizar fenotipicamente cepas de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris.

3. Determinar razas de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris mediante PCR-especifica.

4. Evaluar y determinar la resistencia de lineas nuevas de garbanzo vs. Fusarium

oxysporum t.sp. ciceris.



Capitulo I

Morphological Variability and Pathotypes of Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris Associated with Chickpea (Cicer
arietinum L.) Crops

Rosa Marina Arvayo-Ortiz, Martin Esqueda, Evelia Acedo-Félix,
Alfonso Sanchez and Aldo Gutiérrez
Articulo aceptado en American Journal of Agricultural and Biological Sciences
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Morphological Variability and Races of Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
Associated with Chickpea (Cicer arietinum) Crops

Rosa Marina Arvayo-Ortiz, Martin Esqueda, Evelia Acedo-Felix,
Alfonso Sanchez and Aldo Gutierrez
Centre for Food Research and Development, A.C.
Km 0.6 road to La Victoria, 83304 Hermosillo, Sonora, Mexico

Abstract: Problem statement: Mexico is the third largest producer and exporter of chickpea (Cicer
arietinum), with the states of Sinaloa and Sonora accounting for 70 and 20% of Mexico’s production,
respectively. The most damaging disease affecting this species is caused by Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris (FOC), which causes losses of up to 60% in Sonora. The objective of this study was to isolate
and characterize the phenotype and genetics of FOC collected from affected chickpea plants in
northwestern Mexico and to identify the abiotic factors that allow it to develop. Approach: Sampling
focused on affected plants from 12 crops in Sonora and Sinaloa. Based on 355 isolated strains, using
Polymerase Chain Reaction (PCR) 161 were positive for FOC. Results: Of the 161 strains, 91 were
identified as races previously recorded for the Americas: Yellowing (RO (41%), R1B/C (15%) and
wilting (RS (14%) and R6 (28%) reflecting the symptoms observed in the areas sampled. The other 70
isolates could be nonpathogenic, or could be races yet to be recorded for the Americas. Conclusion:
Morphological variability in FOC was high in the main chickpea producing regions in northwestern
Mexico and was not a function of the physical and chemical properties of the soil, nor of the
geographic location of the cropfields. This is the first report of races of FOC in Mexico.

Key words: Phenotype, root rot, vascular wilt, Fusarium oxysporum, pathotypes, characteristics,
cropfields microscopic northwestern, temperature, chemical, macroconidia, potassium,
Polymerase Chain Reaction (PCR), FOC, Cicer arietinum

INTRODUCTION causes chlorosis, necrosis and abscission (Di Prieto et al.,

2001; Gupta et al., 2009).

Chick Ci jeti L.
ickpeas (Cicer arietinum L.) are grown There are two pathotypes of the disease caused by

during winter under different agroclimate conditions in
the northwestern states of Sinaloa, Sonora and Baja
California in Mexico. Annual production is about
200,000 ton most of which is destined for the
international market (Manjarrez-Sandoval et al., 2004;
Padilla-Valenzuela et al., 2008). Chickpea crop yield
varies depending on the cultivar, climate conditions and
disease; among the latter are root rot caused by a
complex of fungi such as Fusarium, Rhizoctonia,
Macrophomina and Sclerotium, leaf diseases caused by
Botrytis cinerea Pers., Peronospora sp., Uromyces
ciceris-arietini (Grognot) Jacz. and G. Boyer and wilting
caused by Fusarium oxysporum f.sp. ciceris Matuo and
K. Sato (FOC) (Padilla-Valenzuela et al., 2008). FOC is
quickly dispersed, attacks the root of the plant and causes
hydric stress by blocking the xylem vessels and also

FOC: yellowing and wilting. The first produces
yellowing of the leaves and vascular discoloration and
the plant dies 40 d after inoculation with the pathogen,
while in the second, wilting, severe chlorosis, flaccidity
and vascular discoloration occur and the plant dies 20 d
after inoculation (Jimenez-Gasco et al., 2004). In
addition to the symptomology that FOC produces in
chickpea, eight pathogenic races are known (0, 1A,
1B/C, 2, 3, 4, 5 and 6) and can be identified by the
differential reactions they produce in the plant:
yellowing is produced by 0 and 1B/C, while the others
cause wilting. According to reports from different
studies, the races have specific geographic distributions
since 2, 3 and 4 have only been reported for India while
0, 1B/C, 5 and 6 have mainly been found in the
Mediterranean region and in the United States of
America (California). In contrast, race 1A has a broader
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distribution and has been found wherever it has been
looked for (Jimenez-Gasco et al., 2004).

In the Mexican Bajio region, FOC isolates
belonging to both pathotypes were obtained; their genetic
variability was determined using PCR-RAPD, but there
was no consistent information for distinguishing between
strains by origin or plant symptomology (Luna-Paez et
al., 2004). In northwestern Mexico the disease is
diagnosed based on the plant’s symptoms. Chickpea wilt
has been detected in 60% of the soils of La Costa de
Hermosillo, Sonora (Morales et al., 2004), while in
Sinaloa losses of 20% have been recorded (Manjarrez-
Sandoval ef al., 2004) and losses of 10 to 90% have been
reported for other countries (Landa et al., 2006; Sharma
and Muehlbauer, 2007).

There have been different attempts to control this
disease, such as adjusting the sowing date and using
resistant varieties of chickpea (Padilla-Valenzuela et al.,
2008). Among the factors that favor the development of
FOC are excess soil humidity, particularly clayey soil
with poor drainage, along with a deficiency of potassium
and excess sodium (Walker, 1971). Among the factors
that contribute to pathogenesis is temperature, with 25-
28°C optimal for the development of FOC (Bhatti and
Kraft, 1992). However, an increase from 24-27°C is
sufficient to change the resistance of some varieties of
chickpea and make them susceptible to this pathogen
(Landa et al., 2006).

The aim of this study was to isolate F. oxysporum
f.sp. ciceris, characterize its phenotype and determine
its pathogenic race and their relationship to abiotic
factors where this fungus is found.

MATERIALS AND METHODS

Sampling sites: Based on the occurrence of chickpea
yellowing and wilt, four locations were selected for
sampling: in Sonora, La Costa de Hermosillo and Valle
del Yaqui and in Sinaloa, Los Mochis and Guamuchil
(Table 1). Three fields were sampled at each location
with three quadrats per field. Samples were taken from
plants showing signs of the disease. Ten plants were
collected from each quadrat for a total of 360 chickpea
root samples. Each plant was analyzed in triplicate, by
placing five root sections in each Petri dish for a total of
5400 root fractions analyzed. All sampling sites were
georeferenced using a geopositioning device (Garmin
GPSmap 76S, Kansas, USA).

Strain isolation: FOC strains were obtained from the
rhizoplane of the four most commonly grown varieties
of chickpea in northwestern Mexico: Blanco Sinaloa
92, Aura, Teki Blanco and Costa 2004.

Table 1: Cropfields sampled, their location, chickpea variety and the
percentage of roots infected with FOC

Percentage

N. W. Chickpea of roots with
Cropfield® Latitude Longitude variety ®  FOC+S.D
Sinaloa: Los Mochis
LM1 25°50°04.6” 109°01°07.7” BS 18+16
LM2 25°49°14.2” 108°55°47.8” BS/A 32+15
LM3 25°44°32.7” 109°00°46.4” BS 22+10
Guamiichil
Gl 25°10°41.3” 108°04°06.5” BS 20+30
G2 25°25°26.4” 108°13°46.8” BS 26+33
G3 25°17°48.6” 108°08°59.8” BS 29+13
Sonora: La
Costa de Hermosillo
CHI1 28°42°39.5” 111°33°20.6” BS 28+13
CH2 28°47°40.9” 111°36’13.6” TB/C 40+6
CH3 28°45°52.5” 111°20°09.9” BS 29+5
Valle del Yaqui
VYl 27°29°37.4” 110°09°26.9” BS 48+8
VY2 27°29°22.3” 110°09°48.9” BS 43423
VY3 27°30°31.9” 110°10°56.8” BS 56+15

* Cropfield names: LM1 = Compuertas, LM2 = Las Noventas, LM3
= Ejido Flores Magon, G1= Rafael Buelna, G2 = Penjamo, G3 = La
Ilama, CH1 = Santa Lucia, CH2 = La Esperanza, CH3= La Tinajita,
VY1 = Block 213, VY2 = Block 215, VY3 = Block 217.° Chickpea
variety: BS: Blanco Sinaloa 92; A: Aura; TB: Teki Blanco; C: Costa
2004

The roots of each one of the plants sampled were
washed under running water, excess water was removed
and the roots were cut into 1-2 cm sections. To
eliminate surface tension from the roots, they were left
in 50% ethyl alcohol for 30 s and then superficially
disinfected by immersion in 2% sodium hypochlorite
for 2 min. The chlorine was removed by washing the
roots four times in sterile distilled water. Excess
moisture was removed and five root sections were
placed in each Petri dish which contained Potato
Dextrose Agar (PDA; Difco) acidified to 1.4 with 10%
tartaric acid and 500 mg L™ chloramphenicol. These
were incubated at 25°C for 5-7 day (Nelson et al.,
1983; Burgess ef al., 1994).

Based on macro-and microscopic characteristics,
colonies belonging to FOC were grown on PDA and
monospore  cultures were grown and then
macroscopically characterized by color, appearance and
growth rate after 7 day at 25°C; microscopically the
size of their macroconidia, microconidia and
chlamydospores was measured (Booth, 1975; Nelson et
al., 1983). A control strain of FOC was used (ATCC
200784).

Abiotic factors: Using thematic and digital maps
(INEGI, 2000), the climate, geology, edaphology,
physiography and hydrology of the sampling sites were
obtained. The physical and chemical properties of the
soil were also analyzed for 36 samples made up of 10
subsamples per quadrat. Following the methodology of
Castellanos et al. (2000), the following were
determined: pH, electrical conductivity, nitrate,
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Table 2: Primers used in the analysis of FOC strains

Fragment
Primers Primer Sequence (5°-3") Race  size (Kb)
FOC-f GGCGTTTCGCAGCCTTACAATGAAG
FOC-r GACTCCTTTTTCCCGAGGTAGGTCAGAT FOC 1.5
FOC-0f GGAGAGCAGGACAGCAAAGACTA
FOC-0r GGAGAGCAGCTACCCTAGATACACC RO 0.9

FOC-1B/Cf GAGAGCAGGGTCAGCGTAGATAG
FOC-1B/Cr GCAGCAGAAGAGGAAGAAAATGTA

RIB/C 0.5
FOC-5f GGAAGCTTGGCATGACATAC
FOC-5r AAGCTTGGGCACCCTCTT RS 0.9
FOC-6f GAGCAGTCAATGGCAATGG
FOC-6r AGAGCAGGGTCAGCGTAGATA R6 1.0

phosphate and potassium concentration, as well as
organic matter content and texture.

Statistical analysis: ANOVAs with a 5% level of
significance were used to analyze the physical and
chemical properties of the soil and the microscopic
characteristics of the FOC strains. When there was a
significant difference (p<0.05) between fields, means
were compared with a Tukey test in the SAS statistical
computing software package (1994). In order to group
the fields sampled based on their soil properties and the
phenotypes of the FOC strains, data were subjected to a
multivariate analysis and a principal component analysis
using the NCSS software package (Hintze, 2007).

Characterization by PCR: With the PCR of the FOC
primers and amplifying a 1500 bp fragment the FOC
positive strains were identified. This was followed by
specific PCR for the races reported for the Americas: 0,
1B/C, § and 6, the first two yellowing races and the last
two wilt races (Jimenez-Gasco et al., 2004). To
determine the pathotype to which each of the strains
identified as FOC belong, genomic DNA, was extracted
using the commercial kit (ZR-Fungal) followed by
PCR. In Table 2 the primers used to detect the FOC and
pathotypes 0, 1B/C, 5 and 6 are given.

PCR conditions were: 94°C 10 min'; 36 cycles of
94°C 1 min'; 58°C 1 min"' and 72°C min’; a
polymerization cycle at 72 °C 5 min~' and 4°C storage
temperature. Electrophoresis was done on 1.0% agarose
gel in Tris-borate-EDTA buffer (TBE buffer) and the
samples were dyed with ethidium bromide to visualize
the amplified DNA using a UV transilluminator and a
picture was taken with a Polaroid camera (Kodak).

RESULTS
Isolation of FOC: Based on the 360 diseased garbanzo

plants (varieties Blanco Sinaloa 92, Costa 2004, Aura
and Teki Blanco) with symptoms of yellowing and
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Fig. 1: Dendrogram generated with UPGMA based on
Euclidian distances for the macro- and
microscopic characteristics of FOC

wilting, 355 strains belonging to Fusarium were
isolated, 161 of which were positive for FOC. Per
field, these had the following proportion of the FOC
strains: Valle del Yaqui (36.0%), La Costa de
Hermosillo (24.8%), Guamuchil (20.5%) and Los
Mochis (18.7%).

Morphological variability of FOC: The multivariate
analysis of the macro- and microscopic characteristics
of the 161 FOC strains returned two large clades with a
dissimilarity of 1.52 (Fig. 1). All the cropfields studied
in Sonora, two from Guamuchil (G1 and G3) and one
from Los Mochis (LM2) formed one clade; the
remaining cropfields from Sinaloa were in the other.
These two clades give rise to eight subgroups, with
fields VY3 and VY1 the most similar (0.35), while the
strains from G2 were most similar to the control strain.

For the macroscopic characteristics, the color of
the strains went from whitish (groups 1, 3, 5 and 6),
brownish-white (groups 2 and 4), pinkish-white (group
7), to purplish-brownish-white (group 8).

The appearance of the colony varied from cottony
with an abundant mycelium (groups 1 and 2), patchily
cottony (groups 3 and 6), cottony velvet (groups 4 and
5), cottony-feathery (groups 1 and 7) and patchily
cottony velvet (group 8).

At the microscopic level, the mean length of the
macroconidia was 16.5-34.1 um for the eight groups
(Table 3), with the two extremes recorded in the fields
in Sinaloa, LM3 and LM2 respectively (p<0.05); most
had 2-4 septa. Mean length for the other fields were
similar to that of the control (p>0.05). Mean
macroconidia width was the same as that of the control
(p>0.05), with the exception of the samples from
cropfield VY2 (4.2 pum). In Fig. 2, the macro- and
microscopic characteristics of the FOC strains isolated
are given.
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Table 3: Microscopic characteristics and growth rate of FOC strains

Group Cropfield Macroconidia (pm) Microconidia (pm) Chlamydospores

(nm) GR
L w L w D cm 7 day

1 VYl 22.4bcde 3.4ab 8.4a 2.8ab 6.9abc 6.5a
VY3 24.9cde 3.6ab 7.8a 3.0ab 8.2ab 7.0a
2 G3 18.4ed 3.2ab 7.6a 3.0ab 7.4ab 6.0a
CH2 27.2ab 3.7ab 8.9a 2.9ab 6.9abc 7.5a
3 G2 19.5¢cde 2.8ab 7.2a 2.6ab 8.1lab 7.0a
Control 21.9bcde 2.6b 7.8a 2.5b 7.4ab 7.0a
4 Gl 21.2bcde 3.7ab 7.9a 2.9ab 8.1a 7.0a
CHI1 20.3bcde 3.7ab 7.5a 3.2ab 8.0ab 7.0a
5 LM3 16.5¢ 3.1ab 7.6a 2.9ab 4.8¢c 7.5a
LM1 17.4ed 3.1ab 7.9a 2.9ab 6.5abc 7.0a
6 VY2 26.6abc 4.2a 8.8a 2.7ab 5.8bc 7.5a
7 CH3 23.0bcde 3.9ab 9.la 3.3a 6.2ab 7.5a
87 LM2 34.1a 3.6ab 9.8a 3.0ab 7.2abc 7.0a

L = Length; W= Width; D = Diameter; GR = Growth Rate. Means in the same column but with different letters are statistically different (p<0.05)

Fig. 2: Macro- and microscopic characteristics of FOC
strains. (a) control strain, violet-velvety (b)
group 2, whitish-violet-cottony (c) group 6,
patchily violet (d) group 4, whitish-cottony (e)
group 1, 3, 5 and 6, pinkish-whitish-cottony (f,
g) group 1 and 4, violet-brown-whitish-feathery
(h) groups 1 and 7, brown-violet-whitish-
feathery (i) fusiform macroconidia, with 2-4
septa (j) oval, unicellular microconidia (k)
intercalary chlamydospores in pairs (1) terminal
chlamydospore (m) control strain, macro- and
microconidia. Scale bar: 10 pm

Microconidia were abundant, unicellular, oval and
did not vary significantly in length (p>0.05) (Table
3),although width was significantly different for the
samples from cropfield CH3 (3.3 um) (p<0.05). Length
and width means ranged from 7.2-9.8x2.5-3.3 um.
Chlamydospores had a thick wall, were spherical and
had an intercalary or terminal location. Mean diameter
was 4.8-8.1 um, chlamydospore size for the eight
groups was the same as that of the control (p>0.05),
with the exception of cropfield LM3 (4.8 um). At day 7

the growth rate of the strains was between 6 and 7.5 cm
(p>0.05) (Table 3).

The principal component analysis revealed that
macroconidia length is the variable that most influences
differentiation between the fields studied for the
morphological characteristics of FOC. The first
principal component explains 92% of the total
variation. This is confirmed in Fig. 1 which shows that
the most dissimilar field was LM2 where the greatest
mean macroconidia length was recorded (Table 3).

Abiotic factors: The physical and chemical properties
of the soil all differed significantly among the
cropfields (p<0.05; Table 3). pH was 6.9 (LM1 and G1)
to 7.9 (VY2 and VY3). Electrical conductivity (EC) was
1.6 (LM3 and VY2) to 63 dS m™' (G3). Na
concentration was below 5 mg L™ in all cropfields,
except in G3 (11.8) and CH2 (6.5). CI” was lower than 5
meq L' in all cropfields, except Gl (8.4) (data not
shown). The lowest nitrate concentration was recorded
for field G1 (20 mg kg™") and the values for all the other
fields were higher than 30 mg kg™'. In G1, G2 and G3
phosphate concentration was less than 30 mg kg™ (the
minimum acceptable for agricultural crops) and in the
other fields it was higher. In all of the cropfields,
potassium concentration was greater than 150 cmol kg™,
the minimum recommended for agricultural land.
Organic matter content was low in all of the cropfields
from 1.1 (LM2 and CHI) to 1.8% (G1 and VY1). Soil
texture ranged from clayey to loam, through silty clay
and silty clay loam (Table 4).

The multivariate analysis of the physical and
chemical properties of the soil revealed that field G3 in
Sinaloa was the most dissimilar (2.22), followed by CH2
in Sonora. The remaining fields fell into two clades: one
comprised of the Sonora fields and cropfield G2 in
Guamuchil, Sinaloa and the other comprised only of the
remaining fields in Sinaloa (Fig. 3).
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Table 4: Physical and chemical soil analysis for the fields sampled

Cropfield pH EC (dS m’l) N-NO; (mg kg’l) P-PO, (mg kg’l) K(cmol kg’l) OM(%) Texture
Sinaloa

LM1 6.9bc 1.9¢ 46¢cde 150b 242bed 1.7a C
LM2 7.5ab 1.8¢c 39ed 109bcd 272bcd 1.1b CL
LM3 7.5ab 1.6¢c 79bc 127bc 283abced 1.4ab L
Gl 6.9cb 1.9¢ 20d 14e 354a 1.8a L
G2 7.7a 1.8¢c 37ed 18e 302ab 1.6ab SL
G3 7.7a 6.3a 80bc 30e 230cd 1.5ab SL
Sonora

CHI1 7.7a 2.0c 55bcde 52de 310ab 1.1b SC
CH2 7.7a 3.8b 141a 66¢cde 242bcd 1.6ab SC
CH3 7.7a 2.0c 75bcd 46de 353a 1.3ab C
VY1 7.8a 2.1bc 75bed 178ab 225d 1.8a SCL
VY2 7.9a 1.6¢ 39ed 176ab 300abc 1.7a SCL
VY3 7.9a 1.9¢ 89b 240a 270bed 1.6ab SL

EC= Electrical Conductivity; OM= Organic Matter; Texture: C= Clayey, CL= Clay Loam, L= loam, SL= Silty Loam, SC = Silty Clay, SCL=
Silty Clay Loam. Means in the same column but with different letters are statistically different (p<0.05)
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Fig. 3: Dendrogram of the physical and chemical soil
properties

The principal components analysis applied to the
soil properties returned salinity (45.8%) and texture
(24.4%) as the variables with the greatest influence. In
fact, the highest EC was observed for G3 (6.3 dS m™)
followed by CH2 (3.8 dS m™) (Table 4), the two least
similar fields among all those evaluated (Fig. 3).

On analyzing the dendrograms of the physical and
chemical properties of the soil (Fig. 3) and the
microscopic characteristics of FOC (Fig. 1), we can see
that fields VY1, VY2, VY3, CH3 and CHI tend to
group into the same clade, suggesting that
edaphological conditions and geographic origin have
some kind of influence on the microscopic
characteristics of this fungus.

Pathotypes detection by PCR: Of the 161 strains
positive for FOC and based on the races reported for
America (0, 1B/C, 1A, 5 and 6), the first two yellowing
and the last three wilting with the exception of 1A, the
four remaining pathotypes were identified by specific
PCR (Fig. 4). Race was identified for 91 of the 161

1500bp
1000bp
500bp

1500bp

1000bp
500bp

Fig. 4: Agarose gels showing amplification products
from Polymerase Chain Reaction (PCR) using
genomic DNA from isolates of Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris. Size of amplified bands
was: RO, 0.9 Kbp; R1B/C, 0.5 Kbp; RS, 0.9 Kbp
and R6, 1.0 Kbp. M: 100 bp Ladder DNA
marker

strains as follows: 0 (41%), 1B/C (15%), 5 (14%) and 6
(28%).

Thus, this is the first report of races of FOC in
Mexico. The strains that did not fall into one of those
previously mentioned have been stored for future
study. These 70 remaining strains may belong to races
previously not reported for the Americas, to new
pathotypes or they may be nonpathogenic strains.

DISCUSSION

Isolation of FOC : Morales et al. (2004) observed the
symptoms of the disease caused by FOC and even
though they did not isolate the pathogen, they estimated
that 60% of the area sown with garbanzo in La Costa de
Hermosillo was affected by it. However, Fusarium wilt
and root rot can be confused with diseases caused by
other pathogens in the diagnosis if one bases the latter
solely on the symptoms of the plant.
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Morphological variability of FOC: According to
morphological variability of FOC, our results coincide
with those obtained by Trujillo ef al. (2005), who also
detected a high degree of phenotypic and genomic
variability in the strains of Fusarium spp. responsible
for wilting in carnations. Morphological and genetic
variability was also high in Thanatephorus cucumeris
(A.B. Frank) Donk in vineyards of Sonora, Mexico
(Meza-Moller et al., 2007; Molina-Freaner ef al., 2010).

Fusarium oxysporum has been reported to vary in
color on the PDA growth medium (Groenewald et al.,
2006). The aerial mycelium is white and can change to
a variety of colors -from violet to dark purple-
depending on the strain of F. oxysporum.
Environmental conditions such as growth medium,
light and temperature can cause pigment production in
F. oxysporum (Rodrigues and Menezes, 2005).

The macro- and microscopic characteristics of the
FOC strains this phenotypic variation coincides with
that reported in other studies which identify F.
oxysporum as one of the most variable species in its
genus (Domsch ef al., 1993; Duefias et al., 2003;
Groenewald et al., 2006).

Microconidia size did not varied significantly,
being similar to that recorded by Domsch et al. (1993).
Chlamydospores size, for the eight groups was the same
as that of the control, Martinez et al. (1996) observed
that the number of F. oxysporum chlamydospores
increases as the culture dehydrates, which points to
their function as a resting spore.

Abiotic factors: The altitude of the chickpea growing
region in northwestern Mexico is 12-75 m a.s.l. and the
abiotic conditions that predominate are a dry to very
dry climate, mean annual precipitation of 200 to 600
mm and a mean annual temperature of 23-25°C
(INEGI, 2000). Ninety-eight percent of the area under
cultivation and 92% of the world’s chickpea production
are in the semiarid tropics (Morales et al., 2004).
Vujanovic et al. (2006) recorded F. oxysporum in
Canada at temperatures between -5.7 and -17°C and
temperatures between 24 and 27°C, along with high soil
and air humidity are ideal conditions for FOC. In
contrast, in northwestern Mexico under conditions of
extreme aridity, FOC are widely distributed.

Recently, Karami et al. (2009) reported the
morphological characteristics and pathogenicity of
Synchytrium psophocarpi (Rac.) Baumann associated
with false rust on winged bean, but further
investigations to elucidate the influence of
environmental factors on the disease and to determine
host range is required.

Morales et al. (2004) state that the occurrence of
FOC increases in acid pH and it is suppressed by
alkalinity. Our results suggest the adaptation of FOC to

neutral to slightly alkaline pH. Although the crop grows
best at a pH of 6 (Singh and Diwakar, 1995), it can
grow when pH is 2 to 12. The optimal pH for FOC is
lower than 4.5 (Martinez et al., 1996), though it has
been isolated from soils at pH 5.3-6.3 (Vujanovic et al.,
2006). Morales et al. (2004) state that the occurrence of
FOC increases in acid pH and it is suppressed by
alkalinity. Our results suggest the adaptation of FOC to
neutral to slightly alkaline pH. Anuar et al. (2008)
reported long-term applications of N decreased the soil
pH from 4.2 to 3.7, and caused leaching of K to the
lower depth.

Electrical conductivity (EC), crops grow quite well
when it is 1.5-2 dS m™', growth is average between 2.1
and 4 and poor when EC is above 4 dS m™' (Morales et
al., 2004). Chickpea’s water requirement is low (40-45
cm surface water), with an EC lower than 1 dSm™ and a
sodium absorption ratio of less than 5. Knowing the
spatial losses of water beyond the root zone is important
for precise management of the irrigation water (Aimrun
etal., 2010).

Vujanovic et al. (2006), observed a higher number
of colony forming units (CFU g™' soil) of F. oxysporum
colonies in sandy soils. Chickpea crops need deep soils
with a sandy loam to clay loam texture and with no
salinity problems (Kukreja ef al., 2005).

Pathotypes detection by PCR: Of the four FOC races,
two yellowing and two wilting pathotypes were
identified. Races of FOC are geographically
circumscribed: 2, 3 and 4 have only been reported for
India, while 0, 1B/C, 5 and 6, are known for the
Mediterranean region and the United States of America
(California). In contrast, race 1A is the most widely
distributed and has been observed in all three of the
aforementioned regions (Jimenez-Gasco et al., 2004).

In Sonora and Sinaloa, though these states are
significant producers and exporters of chickpea, the
diagnosis of the disease is based on the symptomology
of the plants and on occasion plant yellowing and
wilting is mistaken for root rot because the causal
agent has not been isolated and identified. This means
that studies are required to identify and understand the
pathotypes, in order to contribute to the search for
ways to control the disease.

In the Bajio region of Mexico, Luna-Paez et al.
(2005) studied the distribution and genetic variability of
FOC using genomic DNA polymorphisms and PCR-
RAPD. However, they did not report the identity of
the pathogenic races of FOC, just that there were two
groups of isolates for yellowing and two for wilting,
suggesting the possible presence of some of the races
described for other countries.

The distribution and adaptation of the species in
Fusarium are reported to be delimited by climate,
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geographic region, soil type, variety and cultivar
(Vujanovic et al., 2006).

CONCLUSION

Morphological variability in Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris was high in the main chickpea producing
regions in northwestern Mexico and was not a function
of the physical and chemical properties of the soil, nor
of the geographic location of the cropfields. Yellowing
(0 and 1B/C) and wilting (5 and 6) races were found
among the strains isolated, reflecting the symptoms
observed in the areas sampled. This is the first report of
FOC races in Mexico. There may be other races or
nonpathogenic strains of FOC in the study area, which
would require specific primers to carry out PCR on the
strains yet to be identified.
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Resumen: Con la finalidad de evaluar la resistencia de lineas promisorias de garbanzo:
Hoga-012, Hoga-490-2 y Hoga-508, incluyendo los dos cultivares comerciales mas
importantes en México: Blanco Sinaloa-92 y Costa-2004, y como control dos cultivares:
JG-62 (susceptible) y WR-315 (resistente), se realizd un ensayo de patogenicidad con las
razas 0 y 5 de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (FOC). Todas las plantas se evaluaron
con base en el dafio foliar y radicular durante 50 dias, utilizando una escala hedonica de
cinco niveles (0-4). Las lineas nuevas de garbanzo asi como los cultivares comerciales
fueron susceptibles a las razas 0 y 5 de FOC. Se observaron cambios (P<0.05) en la
marchitez por efecto de los factores principales y sus interacciones dobles. El cultivar
JG-62 mostro6 susceptibilidad a todas las razas, mientras que WR-315 fue resistente. En
todos los tratamientos se comprobd que la marchitez fue causada por las razas de FOC.
Por lo que se debe continuar en la buisqueda de genotipos resistentes a través de
programas de mejoramiento para coadyuvar en el control de la enfermedad.

Palabras clave: Razas de FOC, fusariosis vascular, patogenicidad, genotipos resistentes.
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Evaluation of promising chickpea lines against wilt Fusarium oxysporum f.sp.

ciceris
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Abstract: In order to evaluate the resistance of promising lines of chickpea: Hoga-012,
Hoga-490-2 and Hoga-508, including the two most important commercial cultivars in
Mexico: Blanco Sinaloa-92 and Costa-2004, and two control cultivars: JG-62
(susceptible) and WR-315 (resistant), a pathogenicity test was conducted with races 0
and 5 of Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (FOC). All plants were assessed based on leaf
and root damage during 50 days, using a hedonic scale of five levels (0-4). New
chickpea lines and commercial cultivars were susceptible to races 0 and 5 of FOC. FOC
wilt changed due to main factors and their double interactions (P<0.05). Cultivar JG-62
showed susceptibility to all races, while WR-315 was resistant. In all treatments, wilt
was caused by FOC races. Therefore, research through breeding programs must continue
in order to identify resistant genotypes that assist in controlling this disease.

Key words: Races of FOC, Fusarium wilt, pathogenicity, resistant genotypes
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Introduccion

El cultivo de garbanzo (Cicer arietinum L.) es afectado por enfermedades como la
marchitez o fusariosis vascular producida por Fusarium oxysporum f.sp. ciceris Matuo
& K. Sato (FOC) con pérdidas importantes en la produccion. En Sonora, México, se
registran pérdidas del 60 % (Morales et al., 2004), mientras que en Espana del 12 al 15
% anual (Landa et al., 2004). El manejo de la enfermedad es complejo y el uso de
cultivares resistentes parece la medida de control més practica y econdémicamente
eficiente (Jiménez-Diaz et al., 1991). Sin embargo, la resistencia de la planta ante el
patdgeno varia regionalmente y por ello, las variedades mejoradas se evaliian a través de
multiples ensayos. Asi mismo el conocimiento sobre el comportamiento de las
poblaciones del patdgeno es esencial para disefiar un programa de mejoramiento efectivo
y reducir las altas pérdidas ocasionadas por esta enfermedad (Sivaramakrishnan et al.,
2002).

Se han desarrollado lineas de garbanzo tipo “Kabuli” de alto rendimiento y con
resistencia parcial o completa al marchitamiento por Fusarium oxysporum Schltdl. y
Didymella rabiei (Kovatsch.) Arx (Navas-Cortés et al., 1998). Sin embargo, la eficacia
de la resistencia a la fusariosis vascular puede estar limitada por la aparicion de razas
patogénicas, las cuales difieren en patogenicidad y virulencia (Jiménez-Gasco et al.,
2005). Actualmente se han identificado ocho razas: 0, 1A, 1B/C, 2, 3,4, 5y 6 (Jiménez-
Gasco y Jiménez-Diaz, 2003). Las razas 0, 1A, 1B/C, 5 y 6 se han registrado en Espafia
y California, Estados Unidos, mientras que las razas 2, 3 y 4 en la India, siendo estas tres
ultimas las mas virulentas (Haware y Nene, 1982; Jiménez-Diaz et al., 1994; Halila y

Strange, 1996).



La raza 0 es la menos virulenta y la raza 1B/C induce amarillamiento foliar
progresivo en comparacion con el marchitamiento severo de las razas 1A a la 6. Asi
mismo se ha observado que las razas 0 y 1B/C son diferencialmente patogénicas en el
cultivar JG 62, a pesar de que comparten el mismo patotipo, mientras que las razas 1B/C
y 1A, que pertenecen a diferentes patotipos son moderada o altamente virulentas sobre el
cultivar C104 (Jiménez-Gasco et al., 2004). El patotipo de amarillamiento de FOC es
menos virulento que el de marchitez, pero también pueden existir diferencias en
virulencia entre razas de un mismo patotipo (Jiménez-Gasco et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la resistencia de lineas promisorias de
garbanzo mejoradas genéticamente con las razas 0 y 5 de Fusarium oxysporum f.sp.
ciceris, aisladas en campos garbanceros de La Costa de Hermosillo y Valle del Yaqui,

Sonora.
Materiales y Métodos

Preparacion de indculos
Los in6culos se prepararon a partir de seis cepas (C1...C6) procedentes de las regiones
garbanceras mas importantes de Sonora: La Costa de Hermosillo y Valle del Yaqui
(Cuadro 1). Tres cepas pertenecian a la raza 0 (patotipo de amarillamiento) y tres a la
raza 5 (patotipo de marchitez) de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris. Las cepas se
identificaron previamente por PCR-especifica, utilizando oligonucledtidos especificos
para esas razas. Los indculos se multiplicaron en 50 mL de caldo dextrosa-papa, en un
agitador orbital a 120 rpm y 25 ° C por 7-10 dias, con luz fluorescente por 12 h.

El cultivo liquido se filtr6 a través de una doble capa de gasa estéril. Las

suspensiones de conidias se midieron con un hemacitdmetro y se ajustaron a una



concentracion de 4 x 10° esporas mL™. Los indculos se incrementaron en una mezcla de
arena y harina de maiz (9:1, p/p), doblemente esterilizada durante 1 h a 121 ° C, se
mezclaron homogéneamente e incubaron por 15 dias a 25 ° C con 33 % de humedad
relativa y luz fluorescente constante.
Lineas de garbanzo e inoculacion
Las lineas promisorias se obtuvieron por mejoramiento genético mediante hibridacion de
cruzas simples, retrocruzas y cruzas multiples entre genotipos de garbanzos porqueros
tipo “Desi” con variedades comerciales tipo “Kabuli”, las cuéles fueron proporcionadas
por INIFAP. Las semillas de garbanzo de L1 = Blanco Sinaloa-92 (cultivar comercial),
L2 = Costa-2004 (cultivar comercial), L3 = Hoga-012 (linea promisoria), L4 = Hoga-
490-2 (linea promisoria), L5 = Hoga-508 (linea promisoria), L6 = JG-62 (cultivar
susceptible, control negativo) y L7 = WR-315 (cultivar resistente, control positivo), se
pregerminaron en charolas con arena doblemente esterilizada por 1 h a 121 °C. Los
in6culos se colocaron en macetas de plastico de 1 L, que contenian tierra-arena-turba en
la misma proporcion y esterilizado dos veces por 1 h a 121 ° C y se mezclaron
homogéneamente.

Las plantas pregerminadas por 4 dias se transplantaron a las macetas inoculadas
(tres plantas por maceta y tres macetas por tratamiento), y se colocaron en el suelo bajo
condiciones naturales de luz y oscuridad. Se evaluaron diariamente 441 plantas, con 9
plantas testigo por linea experimental, las cuales no fueron inoculadas con el patdgeno.
El riego inicial fue de 200 mL y a partir del segundo dia se regé6 con 100 mL
diariamente. Las temperaturas promedio durante el ensayo de patogenicidad fueron de

20y 25 ° C en marzo y abril respectivamente (Wheather Channel, 2010).



Evaluacion de la enfermedad e identificacion del agente causal
El avance de la enfermedad se evaluo cada 5 dias entre los 10 y 50 dias después de la
inoculacion. Se utiliz6 una escala hedonica de cinco niveles para evaluar la
sintomatologia en las plantas, donde: 0 = sin sintomas, 1 = clorosis leve, 2 = clorosis
moderada, 3 = clorosis severa o marchitez y 4 = muerte de la planta, modificando
ligeramente la escala de Cai et al. (2003). Al finalizar el ensayo y para comprobar el
dafo por el patdégeno, las plantas se sacaron de las macetas, se lavaron con agua
corriente, se secaron sobre toallas de papel y se observaron los dafios en las hojas, base
del tallo y raiz. Se hicieron cortes de la raiz y base del tallo de 1-2 cm, los cuales se
colocaron en alcohol etilico al 50 % por 30 seg., hipoclorito de sodio al 2 % por 2 min.,
se lavaron dos veces con agua destilada estéril, se removio el exceso de agua, se
colocaron 5 secciones en agar-dextrosa-papa (PDA), incubaron por 7 a 10 dias a 25 ° C
(Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994) y se observaron las caracteristicas macro- y
microscopicas de las colonias.
Analisis estadistico y disefio experimental
Para realizar el andlisis estadistico de la marchitez, los resultados se ajustaron a un
disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial para tres factores,
siendo el factor A las lineas promisorias de garbanzo con 7 niveles, identificadas de L1 a
L7; el factor B, las razas de FOC con 6 niveles (B1 a B6) y el factor C, tiempo de
exposicion al patdogeno con 9 niveles, dia 10 al 50 con intervalos de 5 dias. Se realiz6 un
analisis de varianza por el procedimiento de modelos lineales generales, ajustando un
modelo que incluyo los efectos principales de los factores y sus interacciones dobles.
Los valores originales de la variable marchitez, por ser datos ordinales no

presentaron normalidad, por lo que se probaron algunas transformaciones de la variable,



siendo el logaritmo natural (Log) lo que permiti6 obtener su ajuste a la normal por la
prueba de Martinez-Iglewicz. Se estimaron significancias de los términos del modelo a
un nivel de probabilidad de 0.05 en el error Tipo I y la comparacién de medias se realizd
por la prueba de rangos multiples de Tukey. Se construyeron graficas de la variable para
las interacciones dobles que resultaron significativas. Todos los procedimientos

estadisticos se realizaron en el paquete estadistico NCSS, 2001 (Hintze, 2000).
Resultados y Discusion

Respuesta de las lineas de garbanzo ante las razas 0 y 5 de FOC

La marchitez fue influenciada (P<0.05) por las razas de FOC, la linea experimental y el
tiempo de exposicion, asimismo fueron significativas (P<0.05) las interacciones dobles
de los factores principales. Para la interaccion linea por raza, se observé que las lineas
L3, L4, L5, fueron susceptibles a las dos razas, siendo mas severo el dafio en L6, quien
presentd un valor de marchitez de 4, mientras que la linea L7 fue la mas resistente con
un valor medio de marchitez de 1.5 a las razas 0 (R0O) y 5 (R5) de FOC. La mayoria de
las lineas fueron susceptibles (P<0.05) a las razas 0 (RO) y 5 (R5) de FOC.
Observandose que la L7 fue la mas resistente y L6, la mas susceptible (Figura 2). Se
comprobd que RO y RS fueron la causa de la fusariosis vascular en las lineas de
garbanzo y que el dafio inici6 con amarillamiento, avanzando gradualmente hasta
marchitez completa. Lo anterior coincididé con Jiménez-Gasco et al. (2001), quienes
afirman que los cultivares moderadamente susceptibles a RS, desarrollan un
amarillamiento foliar lento y progresivo, que se puede diferenciar del amarillamiento

causado por la RO en cultivares susceptibles.



La mayoria de los garbanzos “Kabuli” y “Desi” que se cultivan en la region
Mediterranea y el subcontinente Indio respectivamente, son resistentes a la R0. Las razas
2, 3 y 4, son las mas virulentas de las ocho razas descritas y se han identificado s6lo en
la India (Halila y Strange, 1996; Haware y Nene, 1982; Jiménez Diaz et al., 1994). La
RO es la menos patogénica de todas las razas de FOC y ocasionalmente puede no ser
patogénica en el cultivar JG-62 (Jiménez-Diaz y Trapero-Casas, 1985). En contraste a lo
anterior, en nuestro estudio JG-62 fue susceptible a la RO aislada de campos garbanceros
de Sonora.

El tiempo de exposicion al patdogeno fue el factor méas determinante en cuanto al
dafo por marchitez en la planta. Los sintomas iniciaron en el dia 10 con amarillamiento
en tres plantas de JG-62 con R0, presentando marchitez a los 20 dias y muerte en el dia
30. Sin embargo, las demads plantas de esta linea murieron hasta los 45 dias. En las otras
lineas (L1, L2, L3, L4 y L5), los sintomas mostraron amarillamiento en el dia 15,
cambiando a marchitez al transcurrir el tiempo de exposicion a las razas del patdgeno.
La marchitez completa de las plantas se present6 a los dias 45-50. El comportamiento de
L2, L3 y L4 fue similar entre ellas. En cambio WR-315 (L7) fue la mas resistente, solo
presentd dafio ligero frente a RO y R5. Lo anterior coincidié con Trapero-Casas (1983),
quien observo que después de 40 dias, todas las plantas mostraron sintomas en todas las
combinaciones aislado-cultivar, excepto en WR-315.

Con respecto al tiempo de exposicion de las lineas de garbanzo frente al
patdgeno, se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre todos los tiempos, lo
que indica que a medida que transcurre el tiempo el dafio es més severo y como

consecuencia, la muerte de la planta (Figura 3). En cuanto a la virulencia entre las cepas



se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre la C6 (R5) y las demaés cepas; asi
como entre C4 (RS) y las cepas restantes, con excepcion de la C2 (RO), y entre la C1
(RS) y las C6 (RS), C2 (RO) y C4 (RS). Asi, la C1 (R5) y C6 (RS) fueron las mas
patogénicas (Figuras 1 y 4). Por el contrario, no se observaron diferencias (P>0.05) entre
C3 y C5, ambas de la RO (Figura 1).

En cuanto a las lineas de garbanzo se observaron diferencias (P<0.05) entre L7
con respecto a las demas lineas, asi como entre L1 y L6. No se registraron diferencias
(P>0.05) entre L2, L3, L4 y L5, lo que indica que las lineas de garbanzo mas afectadas
por FOC fueron la L6 y L1, mientras que L7 la menos dafiada (Figuras 2 y 3). Entre las
lineas promisorias, L4 fue menos afectada que el resto de las lineas (Figuras 2 y 3).

La interaccion cepa x linea fue significativa (P<0.05), siendo L6 la mas
susceptible y L7 la mas resistente a las razas evaluadas de FOC (Figura 2). RS induce
marchitez rapida en cultivares susceptibles, siendo ocasionalmente no-patogénica sobre
WR-315 (Jiménez-Gasco et al., 2001). Aunque en menor grado, L7 se afecté también
particularmente con C6 (R5) y C5 (R0), en cambio L6, fue muy susceptible a C3 (RO) y
también a C6 (RS). Para L1 (BS-92), C1 (R5) fue la cepa mas patogénica y la que menos
dafio causo, la C5 (RO).

Se esperaria que el mayor dafo siempre ocurra por efecto de RS de marchitez, lo
cual no se observo en el presente estudio. Asimismo para L2, las cepas mas patogénicas
fueron C1 (R5) y C4 (RS) (Figuras 2 y 4), mientras que C2 (R0) y C3 (RO) las menos
patogénicas. Para las lineas 3 y 5, las cepas mas patogénicas fueron C1 (R5) y C6 (R5)
(Figura 2), mientras que para L4, la cepa mas patogénica fue C6 (R5) y la menos, C3

(RO). Los resultados indican que la cepa mas patogénica para la mayoria de las lineas



promisorias fue C1 (RS), perteneciente al patotipo de marchitez. Sin embargo, C4
también de la raza 5, no mostré el mismo grado de virulencia en todas las lineas, lo cual
puede deberse a que la respuesta de las lineas es diferente frente a una misma raza o por
la variabilidad entre cepas.

Por otro lado, Navas-Cortés et al. (2000) observaron que las razas de FOC
difieren en patogenicidad y virulencia, dependiendo de la susceptibilidad del cultivar.
Otros factores que favorecen el desarrollo de FOC son la temperatura alta, la cantidad de
inoculo y el exceso de agua en el suelo (Navas-Cortés et al., 2000; Maya, 2002). En el
presente estudio la temperatura oscild entre 20 y 25 ° C, mientras que la cantidad de
in6culo inicial fue la misma tanto para razas de amarillamiento como de marchitez. Asi,
se asume que el dafio en las plantas podria deberse a la susceptibilidad de las lineas ante
las razas 0 y 5 de FOC de esta region geografica.

Con respecto a la interaccion cepa x tiempo (Figura 1), se observaron cambios
(P<0.05) importantes en la marchitez, las cepas mas patogénicas para las lineas de
garbanzo la C1 (R5), C3 (R0), C6 (RS5), C2 (R0O), C5 (RO) y C4 (R5) con marchitez 4,
3.7, 3.5, 3.3, 3.2 y 3.2 respectivamente. De acuerdo al grado de virulencia, las que
afectaron mas temprano a las plantas fueron la C6 y C3 seguido de la C1, C2, C5 y C4.
En la interaccion linea x tiempo de exposicion (Figura 3), L6 en el tiempo 10, presentd
diferencias (P<0.05) con el resto de las lineas, siendo la mas susceptible donde los
sintomas iniciaron antes que en las otras lineas y un mayor grado de marchitez (Figuras
2 y 4). De las lineas promisorias, la linea menos susceptible fue la L4 (Hoga-490-2), la

cual en el dia 15 present6 diferencias (P<0.05) s6lo con L6. Asi mismo, a los 20 dias, L2
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present6 diferencias (P<0.05) con todas las lineas excepto con L7 y en el dia 25, L7
mostré disimilitud con las otras lineas excepto con L1.

En cuanto a los tiempos de exposicion de cada una de las lineas frente a RO y RS,
la L7 presentd diferencia (P<0.05) con respecto a las demas lineas, siendo la mas
resistente. Las lineas 2, 3 y 5 mostraron comportamiento similar entre ellas, sin embargo
todas fueron afectadas por las razas de FOC (Figuras 2 y 3). Contrariamente, L7 (WR-
315) mostrd mas resistencia al patdogeno, con un grado maximo de marchitez de 1 a 2
(Figuras 2 y 4). Sharma et al. (2005) investigaron la resistencia genética de esta linea de
garbanzo ante las razas 1A, 2, 3, 4 y 5 de FOC y sugieren que la resistencia es
monogénica. Todas las lineas se afectaron con cepas de RO (amarillamiento) y RS
(marchitez) a excepcion de L7 (WR-315), siendo resistente a RO y RS, mientras que L6
(JG-62) muy susceptible a dichas razas (Figuras 2 y 4).

El comportamiento de las RO y R5 de FOC en las lineas de garbanzo no fue
disimil a lo esperado, debido a que RO también provocéd marchitez en algunas lineas
especificamente JG-62 (L6) y de amarillamiento en otras. Resultados similares
observaron Tekeoglu et al. (2000) y Kaiser et al. (1994) con RO, que provocod marchitez
en lugar de amarillamiento foliar, similar a la inducida por R5 en C. reticulatum (PI
489777) y en lineas diferenciadoras susceptibles (RILs). Cicer reticulatum (guisante
progenitor del garbanzo) presentdé muerte de la planta dentro de los 30 dias de

inoculacion con RO, mientras que ICCC-4958 fue resistente.
Conclusion

Las lineas promisorias de garbanzo Hoga-012, Hoga-490-2 y Hoga-508, asi como los

cultivares comerciales Blanco Sinaloa-92 y Costa-2004, no mostraron resistencia ante
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las razas 0 y 5 de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, aisladas en campos garbanceros de
Sonora. Por lo que se deberd continuar en la busqueda de genotipos resistentes a través

de programas de mejoramiento para coadyuvar en el control de la enfermedad.
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Tabla 1. Aislados y razas de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris utilizadas en las pruebas

de patogenicidad.

Numero de Raza Campo garbancero de Latitud Longitud

Aislado y

cepa origen Norte QOeste

150 =Cl1 R5 Bloque 217, Valle del 27°30°31.9” 110°10°56.8”
Yaqui

315=C2 RO Bloque 213, Valle del 27°29°37.4” 110°09°26.9”
Yaqui

174 =C3 RO Esperanza, La Costa de 28°47°40.9” 111°36°13.6”
Hermosillo

324=C4 RS Block 215, Valle del Yaqui  27°29°22.3” 110°09°48.9”

500=C5 RO Santa Lucia, La Costa de 28°42°39.5” 111°33°20.6”
Hermosillo

501 =C6 RS Tinajita, La Costa de 28°45°52.5” 111°20°09.9”

Hermosillo
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Figura 3. Comportamiento de la marchitez (media * error estandar de LOG de

marchitez) a través del tiempo para cada linea experimental (interaccion linea x tiempo).

Lineas de garbanzo: @ L1 (BS-92), a L2 (Costa-2004), M L3 (Hoga-012), v L4

(Hoga-490-2), © L5 (Hoga-508), ®L6 (JG-62) y ¥ L7 (WR-315).
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Figura 4. Comportafniento;de ikineas y cutivares de garbanzo a los 40 dias frente a R y
R5 de FOC aisladas en el noroeste de México. A y B: El cultivar BS-92 (L1) con
marchitez por R5 (C1), ademas amarillamiento y marchitez por RO (C3). C y D: Cultivar
Costa-2004 (L2) con marchitez por R5 (C1 y C4). E: L3 (Hoga-012) con marchitez por
R5 (C1). F y G: L4 (Hoga-490-2) menos susceptible a marchitez por R5 (C1), pero mas
susceptible a marchitez por R5 (C6). H e I: L5 (Hoga-508) con amarillamiento por RS y
RO (C1 y C5). J y K: L6 (JG-62) muy susceptible a RS y RO (C1 y C3). L: L7 (WR-315)

resistente a marchitez por R5 (C6).
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CONCLUSIONES

En los regiones productoras de garbanzo blanco en el noroeste de México se
presento alta variabilidad morfologica en Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, la cual no
estd determinada por la region geografica de los campos de cultivo o las propiedades
fisicas y quimicas del suelo. Los patotipos de amarillamiento (RO y R1B/C) y de
marchitez (RS y R6) se encontraron entre los aislados de FOC, acorde a los sintomas
observados en las areas muestreadas. En el area de estudio pueden estar presentes otras
razas de FOC o cepas de Fusarium oxysporum no patogénicas, para lo cual se requieren

realizar pruebas de PCR con iniciadores especificos de las cepas aun no identificadas.

Las lineas promisorias de garbanzo Hoga-012, Hoga-490-2 y Hoga-508, asi
como los cultivares comerciales Blanco Sinaloa-92 y Costa-2004, no son resistentes a
las razas 0 y 5 de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, aisladas en Sonora. Por lo que se
deberd continuar en la busqueda de genotipos resistentes a través de programas de

mejoramiento para coadyuvar en el control de la enfermedad.
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