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SUMMARY

The genus Fusarium represents the most important group of fungal plant
pathogens, causing various diseases on nearly every economically important plant
species.

To establish strategies to combat these diseases it should be made primarily a
correct diagnosis and identification of them. Many plants have at least one Fusarium —
associated disease. The identifying of the Fusarium strain presents in a diseased plant
sample has been and remains an important task in many plant diagnostic laboratories.
The Fusarium species can be recognized and differentiated from one another by using
different approaches of identification. Data from morphological characteristics and
pathogenicity test are useful in relation to distinguish Fusarium species.

Cuvinte cheie: Fusarium spp., boala, patogen, conidii, identificare.

Principalele caracteristici ale putregaiului uscat

Boala este produsd de mai multe specii ale genului Fusarium.
Fusarium sambucinum Fuckel (cu forma teleomorfa Giberella pulicaris)
este cel mai frecvent intalnit, urmat de Fusarium solani var. coeruleum
(Lib. Ex Sacc.). Acesti patogeni supravietuiesc pe resturile vegetale si in
sol, iar infectiile se realizeaza din tuberculii de sdmanta infestati.

Putregaiul uscat este una dintre cele mai comune boli intalnite in
depozite putand sd duca si la infectii secundare cu putregai umed produs
de Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones) Bergey et al. (
http://www.plant-disease.ippc.orst.edu).

Identificarea speciilor de Fusarium dupa caracterele morfologice
este un proces dificil deoarece caracteristici precum pigmentarea
miceliului, modul de formare a conidiilor, marimea si forma acestora
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sunt instabile si dependente de mediul de culturd si de conditiile
climatice. Variatiile fenotipice sunt abundente si sunt necesare multe
expertize pentru a se putea diferentia speciile cu caractere asemanatoare
si pentru a se putea recunoaste diferentele dintre specii (Nelson et al.,
1983).

Patografia putregaiului uscat

Primele simptome ale putregaiului uscat produs de speciile
genului Fusarium se manifesta prin aparitia unor adancituri de culoare
inchisa pe suprafata tuberculilor. In cazul leziunilor mari, epiderma
tuberculului se rideaza sub forma unor cercuri concentrice pe masura ce
tesutul mort de la baza se usucd. Simptomele interne se caracterizeaza
prin zone necrotice de culoare maronie pand la negru. Acest tesut
necrozat este de obicei uscat ( de aici denumirea de “putregai uscat”) si
majoritatea se dezvoltd ca urmare a unor raniri provocate prin taieturi
sau zgarieturi. Patogenul patrunde in tubercul si provoacd putrezirea
pulpei, putrezire care se extinde spre centrul tuberculului. Cavitatile
putrezite sunt deseori captusite cu miceliu si spori in culori diferite, de la
galben, la alb sau chiar roz (http://www.potatodiseases.org).

Leziunile produse de Fusarium solani var. coeruleum (Lib. Ex
Sacc.) pornesc de la marginea zonei infectate si progreseaza intr-o
maniera destul de uniforma prin tubercul. Cu timpul, culoarea
putregaiului din zona infectatd se brunificd si din galben devine brun
(http://www.plant-disease.ippc.orst.edu).

Leziunile provocate de infectia cu Fusarium sambucinum Fuckel
tind sa fie de un maro foarte inchis pand la negru si progreseaza in
interiorul pulpei intr-o maniera foarte neregulata, sub forma unor
tuneluri (http://www.plant-disease.ippc.orst.edu).

Putregaiul uscat al tuberculilor de cartof este produs de mai
multe specii din genul Fusarium. Fusarium sambucinum Fuckel (cu
forma teleomorfa Giberella pulicaris) este unul dintre cei mai comuni
patogeni ce produc putregai uscat tuberculilor depozitati. $i alte specii
de Fusarium sunt cunoscute ca patogeni ce produc aceasta boala, iar aici
putem mentiona, in mod particular, Fusarium solani var. coeruleum
(Lib. Ex Sacc.) si Fusarium avenaceum. Din punct de vedere al
distributiei geografice, in zonele temperate principalul agent patogen ce
produce putregai uscat este Fusarium sambucinum Fuckel, dar si
Fusarium solani var. coeruleum (Lib. Ex Sacc.) poate fi prezent (Lib.
Ex Sacc.) (http://ndrs.org.uk).
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Speciile de Fusarium sunt comune in majoritatea solurilor unde
se cultiva cartofi si pot supravietui ca spori rezistenti si liberi, perioade
de vegetatie a cartofului de infectare a tuberculilor cu specii de Fusarium
ce produc putregai uscat, In primavara si in toamna (Boyd, 1972 ).

Tuberculii de samanta putrezesc atunci cand patogenul produce
infectia prin zonele taiate sau prin ranile de la suprafata, dar si in cazul in
care tuberculii erau deja infectati inainte de sectionarea lor. Odata
infectati, acestia putrezesc indiferent daca sunt plantati imediat sau daca
dupa sectionare mai sunt tinugi o perioada de timp inainte de plantare.
Sectionarea tuberculilor de samantd predispune materialul de plantat la
infectia cu putregai uscat, deoarece patogenul (Fusarium spp.) patrunde
in tubercul prin suprafata sectiunii ducand la o putrezire rapida a
bucatilor de tuberculi (http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu).

Tuberculii tineri pot fi contaminafi cu sporii speciilor de
Fusarium pe masura ce cresc, perioada ce coincide din punct de vedere
calendaristic cu sfarsitul verii si Inceputul toamnei.

In mod normal, tuberculii nu sunt infectati pand la recoltare
deoarece patogenul nu poate provoca infectii decat in cazul in care
epiderma tuberculului este perforata, lucru care se intdmpla destul de rar
pe parcursul perioadei de vegetatie. Ranile produse in timpul recoltarii si
manipuldrii le asigura sporilor dorminzi de pe suprafata tuberculilor,
numeroase puncte de patrundere in interiorul acestora. Din momentul in
care patogenul a penetrat epiderma tuberculului, infectia incepe sa se
dezvolte in tesut rezultand rani de putregai uscat la punctele de intrare
(http://ndrs.org.uk).

In conditii de depozitare, putregaiul uscat se dezvolta mult mai
rapid la o umiditate relativa a aerului cuprinsa intre 50-80% si la o
temperatura cuprinsa intre 15-28°C. Cotele mai scdzute de umiditate si
temperaturd duc la intirzierea infectiei si a dezvoltarii bolii. In ultima
parte a perioadei de depozitare, putregaiul uscat progreseaza mult mai
rapid (Boyd, 1972).

Taxonomia speciilor de Fusarium care produc putregai uscat
tuberculilor de cartof

Taxonomia speciilor de Fusarium este confuza, motiv pentru
care s-au propus diferite sisteme de clasificare (Nelson, 1991).

Principalele specii de Fusarium considerate responsabile de
producerea putregaiului uscat al tuberculilor de cartof in zona temperata
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sunt Fusarium sambucinum Fuckel si Fusarium solani var. coeruleum
(Lib. Ex Sacc.) Bilai.

v Fusarium sambucinum Fuckel, cu forma sexuatd Gibberella
pulicaris (Fr.) Sacc.1877, apartine din punct de vedere
taxonomic  subincrengdturii ~ Ascomycotina,  clasei
Sordariomycetes, ordinul  Hypocreales, familia
Nectriaceae, genul Gibberella. Sinonimele pe care le
putem intalni in cazul acestei specii sunt: Botryosphaeria
pulicaris (Fr.) Ces.&De Not. 1863, Cucurbitaria
pulicaris (Fr.) Quel. 1875, Gibbera pulicaris (Fr.)
Fr.1849, Nectria pulicaris (Fr.) Tul.&C.Tul. 1865,

Sphaeria pulicaris Kunze 1823
(http://www.speciesfungorum.org).
v Fusarium solani var. coeruleum (Lib. Ex Sacc.) Bilai apartine

subincrengaturii Ascomycotina, clasa Sordariomycetes,
ordinul  Hypocreales, familia Nectriaceae, genul
Fusarium. Numele acceptat, din punct de vedere stiintific,
al speciei Fusarium solani var. coeruleum (Lib. Ex Sacc.)
este Fusarium coeruleum Lib. Ex Sacc. 1886, iar ca
sinonime Intalnim: Fusarium solani var. coeruleum (Lib.
Ex Sacc.) C. Booth 1971, Fusarium violaceum Fuckel
1870, Selenosporium coeruleum Lib.
(http://www.speciesfungorum.org).

Etapele identificarii speciilor de Fusarium

Pentru stabilirea strategiilor de control a bolilor este necesar, in
primul rand, o corectd diagnoza si identificare a patogenilor care le
produc.

Identificarea speciilor de Fusarium, la modul general, prezente
intr-o proba de analizat a fost §i a ramas o sarcind importanta in cadrul
multor laboratoare de diagnosticare a bolilor plantelor. Speciile de
Fusarium pot fi recunoscute si diferentiate intre ele prin utilizarea unor
diverse abordari in identificare.

In cadrul acestui articol este prezentati modalitatea de
identificare, pe baza caracterelor morfologice, a speciilor de Fusarium
responsabile de producerea putregaiului uscat al tuberculilor de cartof
(Figura 1).
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Etapele ce trebuie parcurse in procesul de identificare a speciilor
de Fusarium sunt: izolarea patogenului, realizarea de subculturi,
purificarea culturilor si identificarea pe baza caracterelor morfologice.

a. Izolarea patogenului din tuberculii de cartof

Protocolul de izolare are un impact semnificativ in ceea ce
priveste individualizarea speciilor de Fusarium din plantele bolnave si
mai precis din organele afectate (McMullen and Stack, 1983).

In mod obisnuit se izoleazd mai multe specii de patogeni de pe o
proba de material bolnav. Unele dintre aceste specii pot fi patogene, in
timp ce altele sunt saprofite si joacd rolul de patogen secundar sau nu au
nici o contributie In procesul de Tmbolnavire. Tehnica de izolare se alege
astfel incat sd se obfind cat mai facil patogenii ,,adevarati” pe masura ce
se restrictioneazd obtinerea altor fungi. Acest lucru reprezintd o
problema destul de frecventa in cazul solurilor cultivate intensiv (Lim,
1972).

Tipul de boala dicteaza, de cele mai multe ori, procedura de
izolare folositd. Partea plantei care este folositd pentru recuperarea
patogenului este partea care este cea mai afectatd de boald. In cazul
recuperarii speciilor de Fusarium ce produc putregaiul uscat se foloseste
ca material de proba tuberculii de cartof bolnavi.

Pentru putregaiul uscat se recomanda tehnica descrisa de Ana
Hulea (1969) pentru izolarea ciupercilor din tesuturile puternic putrezite.
Acest tip de material nu permite dezinfectarea tesuturilor deoarece
acestea fiind degradate usureaza patrunderea rapidad a dezinfectantului Tn
interior, distrugand ciuperca astfel ca se da la o parte cu un ac ascutit
partile exterioare si se ia din interior o mica portiune de tesut bolnav care
se trece pe mediu.

Deoarece, de reguld, in aceste tesuturi se gadsesc asociate §i
bacterii, se va folosi pentru izolare un mediu continind un antibiotic
(Andrews and Pitt, 1986).

b. Realizarea de subculturi

Realizarea de subculturi de pe placile de izolare reprezintda o
etapa intermediard intre izolarea de pe materialul vegetal si realizarea de
culturi pure. Acest stadiu usureaza determinarea tipului de organism care
a fost izolat (Dungan, 2006).

Pasii pentru realizarea de subculturi de pe placile de izolare sunt
urmatorii (Leslie and Summerell, 2006):
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PLANTA BOLNAVA

Izolarea patogenului

RECUPERAREA SPECIILOR
DE FUSARIUM

Este nevoie s se NU=>Fusarium sp.
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REALIZAREA DE SUBCULTURI
PE PDA

J

PURIFICAREA CULTURILOR DE FUSARIUM

4

IDENTIFICAREA SPECIILOR DE

FUSARIUM PE PDA
ASPECTUL COLONIEI CARACTERELE MORFOLOGICE
ALE CONIDIILOR
. -
RATA DE CRESTERE
MACROCONIDIILE
CARACTERISTICILE * fm:n}a
MICELIULUI AERIAN ¢ marimea
e modul de formare
REVERSUL
COLONIEI/PIGMENTARE MICROCONIDIILE
e forma
* marime
e abundenta
~ Y v
COLECTAREA SI SINTETIZAREA
INFORMATIILOR CONFRUNTAREA
(morfologice, fiziologice, gazda, TAXONOMICA
distributia geografica)

Figura 1. Diagrama protocolului de identificare a speciilor de Fusarium.
(Sursa: original)
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1. Se examineaza zilnic placile cu ajutorul lupei binoculare
si se evalueaza modul si gradul de dezvoltare a hifelor
fungice din segmentele de tesut vegetal.

2. Se determina dacad sunt mai multe specii care se dezvolta
pe mediu de cultura.

3. In momentul in care hifele crescute de pe tesutul vegetal
au aproximativ 5 mm se realizeaza subculturile.

4. Subculturile se realizeaza prin decuparea a cate unui bloc
mic din mediu de cultura (2x2 mm), de la marginea
fiecarei colonii si transferul fiecarui bloc pe mediu
(PDA).

Este foarte important sa se realizeze subculturi atunci cand
coloniile sunt mici, dar este si mult mai usor sa se realizeze subculturile
inainte ca speciile cu o viteza de crestere rapida sa se dezvolte peste
speciile care au o crestere mai lentd. Din acest motiv placile de izolare se
examineazd zilnic pentru a monitoriza dezvoltarea ciupercii, iar
segmentul de tesut este verificat in privinta sporularii, lucru care poate
furniza  indicii cu privire  la  identitatea  patogenului
(http://www.aciar.gov.au ).

Din momentul in care subculturile incep sa se dezvolte in colonii,
acestea se pot grupa dupa tipologii si dupa caracteristicile microscopice
pentru o identificare preliminard. Speciile saprofite binecunoscute pot fi
identificate si Tndepartate, iar potentialii patogeni pot fi purificati prin
tehnica singurului spor (http://www.aciar.gov.au ).

c. Purificarea culturilor de Fusarium

Etapa finald in identificarea fungilor patogeni o reprezinta
crearea de culturi pure. In realizarea de culturi pure se utilizeaza tehnica
singurului spor. Aceasta metoda implica transferul unei singure conidii
germinate pe mediu pentru a obfine o culturd purd (Summerell et al.,
2001).

Tehnica singurului spor presupune urmatoarele etape (Leslie and
Summerell, 2006 ) :

1. Se sterilizeaza acul de transfer.

2. Se extrage o cantitate micd din miceliu de suprafata care sa contina
si conidii, sau se razuieste zona in care este prezentd sporodochia
ciupercii.

3. Acestea se plaseaza intr-o eprubetd, in 10 ml de apa sterild si se
realizeaza o suspensie de spori.
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4. Se agita suspensia pentru a dispersa sporii §i se verifica concentratia
de spori prin finerea eprubetei contra luminii sau prin examinarea
unei picaturi din suspensie cu ajutorul lupei binoculare. Se vor
evita concentratiile mari de spori. Pentru cei cu experienta,
concentratiile pot fi evaluate vizual in eprubeta.

5. Daca este nevoie se poate dilua suspensia cu apa sterila.

6. Suspensia se toarnd intr-un vas Petri ce confine un strat subtire de
agar cu apa.

7. Se elimind excesul de apa ramanand cativa spori pe agar.

8. Se depoziteaza placa intr-un mod inclinat, pentru o perioada de 18
ore pana cand sporii incep sa germineze.

9. Vasul Petri se examineaza sub lupa binoculara cu o sursa de lumind
sub el. Oglinda se ajusteaza, cu multa atentie, pe sursa de lumina
astfel incat sa se obtind un contrast accentuat intre conidii si mediu
de cultura.

10. Se indeparteaza un singur spor germinat utilizand un ac de transfer
plat si se transfera pe un nou mediu de cultura.

d. Identificarea speciilor de Fusarium responsabile de producerea
putregaiului uscat
Identificarea speciilor de Fusarium este de cele mai multe ori
conidiilor, aspectului coloniilor, dar §i din cauza faptului ca anumite
caracteristici cerute nu sunt intotdeauna bine dezvoltate (de exemplu
absenta macroconidiilor Tn anumite izolate, dupd ce au fost subcultivate)
(Booth,1977).
Caracterele importante utilizate in identificarea speciilor de
Fusarium sunt urmatoarele (Burgess and Liddell, 1983) :
1. culturd pura, obtinutd daca este posibil dintr-un singur
spor.
2. Diametrele de crestere a coloniei pe mediu de cultura
(PDA) dupa o perioadad de incubare la intuneric de 4 zile
(25°C).
3. Pigmentatia culturii pe mediu (PDA) dupa o incubare de
10-14 zile cu expunere zilnica la lumina.
4. Morfologia microscopica incluzand forma si dimensiunile
macroconidiilor, prezenta sau absenta microconidiilor,
prezenta sau absenta clamidosporilor.

Speciile de Fusarium responsabile de producerea putregaiului
uscat pot fi Fusarium sambucinum si Fusarium solani var. coeruleum.
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v Fusarium sambucinum Fuckel este comun in zonele temperate

(Kommedahl et al., 1988) si se poate izola din tuberculii de

cartof unde produce putregai uscat (Desjardin, 1995).

Caracterele dezvoltate pe mediu de cultura (PDA)

Pe mediu de cultura au o crestere relativ rapida (~5cm.), dupa o
incubare de 4 zile la Intuneric, deseori cu o serie de inele concentrice
aparente. Marginile coloniei sunt lobate, iar absenta lobilor poate indica
faptul ca tulpina a Inceput sd degenereze. Miceliul aerian este abundent,
paslos, cu o culoare de la alb-rozaliu pani la gri-portocaliu. In centrul
culturii se formeaza sporodochiile, iar reversul coloniei este de culoare
roz, ajungand ca in timp sa aiba o culoare sangerie. Pigmentii din agar,
in mod obisnuit sunt de culoare galbena, portocaliu sau rosu rubin,
uneori cu pete brune. Unele izolate produc scleroti de culoare portocalie
sau bruna (Leslie and Summerell, 2006).

Morfologia microscopica

In ceea ce priveste caracterele morfologice ale macroconidiilor,
acestea au o forma falcata, sunt subtiri, iar din punct de vedere al
dimensiunilor sunt relativ scurte si de obicei destul de uniforme, cu un
varf ascutit, iar celula bazala cu ,,forma de picior”. Din punct de vedere
al septarilor au (0-2) 3-5 (6-) septe cand sunt mature §i masoara 25-55 x
4-5.5p (Dungan, 2006). In mod obisnuit sunt abundente in sporodochii
care sunt colorate portocaliu (Leslie and Summerell, 2006).

Microconidiile sunt ovale, cu 0-1 septe si sunt foarte rare, dar
atunci cand sunt prezente se gasesc pe miceliu aerian. Sunt produse fie
individual, fie Tn mici capete false (Leslie and Summerell, 2006).

Clamidosporii se formeaza rar, sub forma unor celule globuloase
si pot fi dispusi individual, in lanturi sau in grup. Se intalnesc intercalar
sau terminal pe ramificatii laterale, scurte sau in celulele macroconidiilor
si au un diametru cuprins intre 6-11p. Modul lor de formare nu este un
caracter pe care sa se poatd conta pentru o identificare precisa (Booth,
1977).

v' Fusarium solani var. coeruleum (Lib. Ex Sacc.) Bilai

Caracterele dezvoltate pe mediu de cultura (PDA)

Pe mediu de cultura dezvolta un miceliu de culoare alb-gri, iar pe
reversul coloniei, dupa o perioada de 2-3 zile dezvoltd un pigment
puternic de culoare albastra-violacee. Rata de crestere este de
aproximativ 3,2 cm. Sporodochiile se formeaza in centrul culturii si sunt
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de culoare crem, iar hifele individuale au un diametru de 2-4 p si sunt rar
septate (Leslie and Summerell, 2006).
Morfologia microscopica

Macroconidiile speciei sunt curbate, cu forma cilindrica pana
spre usor fusoidd, cu un varf sub forma oarecum de cioc si o celuld
bazald bine marcata cu “forma de picior”. La maturitate macroconidiile
au 4-5 septe si masoara 50-65 x 5-5.5 p (Booth, 1977).

Inainte de debutul sporodochiilor acestea se formeazi de pe
conidioforii din miceliu aerian (Leslie and Summerell, 2006).

Microconidiile sunt ovale, cu dimensiuni cuprinse intre 8-12 x 2-
4 s1 se formeaza rar In culturile tinere.

Clamidosporii sunt globulosi , cu un diametru de 8-10 p si se
formeaza razlet in celulele macroconidiilor, in miceliu aerian nu au fost
observati (Booth, 1977).

Testarea patogenitatii

Testul de patogenitate asigura informatii pentru a dovedi
patogenitatea unui organism izolat, utilizand postulatul lui Koch, ajuta la
determinarea gamei de plante gazda a patogenului si evalueaza virulenta
diferitelor izolate a patogenului (http://www.aciar.gov.au).

Pentru testarea patogenitatii, speciile de plante susceptibile sunt
crescute In mediu controlat si inoculate cu organismele patogene
suspecte (Leslie and Summerell, 2006).

La selectia plantelor sdnatoase ce urmeaza a fi inoculate pentru a
se testa patogenitatea si pentru a confirma postulatul lui Koch, este
important sa se utilizeze acelasi tip de cultivar (varietate) de pe care a
fost izolat patogenul. Simptomele manifestate trebuie sa fie foarte
asemanatoare cu cele observate in cultivarele din care s-a prelevat proba
(Burgess and Liddell, 1983).

Pasii pentru aplicarea postulatului lui Koch
(http://www.microbiologybytes.com):

1. Descrierea simptomelor manifestate de cdtre plantele de
culturd bolnave.

2. lzolarea patogenului suspect — de pe plante cu simptome
similare se izoleaza si se produc culturi asemanatoare.

3. Obtinerea unei culturi pure si utilizarea ei pentru a
inocula materialul vegetal sanatos.

4. Realizarea de observatii cu privire la simptomele
manifestate de catre plantele inoculate, simptomele ar
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trebui sa fie aceleasi ca cele initiale observate pe plantele
de cultura de pe care s-a izolat patogenul.

5. Reizolarea patogenului de pe noul material vegetal
bolnav — cultura ar trebui sa fie la fel ca si cea originala
purificata.

O parte importanta a procesului de diagnoza a bolii o reprezinta
reproducerea bolii in timpul testului de patogenitate pentru a permite
finalizarea si confirmarea postulatului lui Koch. Boala poate fi reprodusa
prin inocularea patogenului pe suprafata organelor plantelor in cazul in
care coincide cu mecanismul de infectie a acestuia sau prin introducerea
patogenului direct in planta (http://www.aciar.gov.au).

In ceea ce priveste putregaiul uscat al tuberculilor de cartof
(Solanum tuberosum L.), pentru testarea patogenitdtii, se insereazda un
disc de miceliu cu diametrul de 3mm pe suprafata tuberculului de cartof,
dupa ce in prealabil acesta a fost crestat Intr-un mod steril pe o lungime
de 5 mm si o adancime de 2-3 mm. Tuberculii inoculati se incubeaza la
o temperaturd de 18-19°C, iar simptomele incep sa se dezvolte dupa o
perioadd de 3 pana la 5 zile, urmand sd se faca o reizolare a
ciupercii(http://ndrs.org.uk).

Factorii de care se {in cont in testarea patogenitafii  sunt:
temperatura, excesul sau lipsa apei, toxicitatea sau deficienta de
nutrienti, o incarcare nerealista cu inocul a solului ( fie prea pufin sau fie
prea mult) si conditiile generale de crestere (http://www.aciar.gov.au).
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