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RESUMEN. Con el objetivo de buscar evidencias de variabilidad se evaluaron una serie de caracteres culturales,
morfoldgicos y patogénicos en 8 aislados de Sclerotium rolfsii Sacc. procedentes de frijol y girasol. Existe
variabilidad entre ellos en la Tasa de Crecimiento Micelial, nimero y diametro de los esclerocios formados,
densidad del micelio, presencia de rizomorfos, duracion del proceso de formacién de esclerocios y patogenicidad
sobre frijol y girasol. Estas diferencias unidas a la presencia de incompatibilidad y antagonismo entre los
aislados permiten discernir la presencia de diferentes razas del patégeno.
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ABSTRACT. A series of cultural, morphological and patogenic characters were evaluated in 8 isolated of
Sclerotium rolfsii Sacc. coming from bean and sunflower. Variability exists among them in the Rate of Micelial
Growth, number and diameter of formed esclerocios, density of micelium, rizomorphes presence, duration of
esclerotium formation process and patogenicity on beans and sunflower. These differences, united to the
presence of incompatibility and antagonism among the isolated allow us to discern presence of different races

of pathogen.
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INTRODUCCION

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatdgeno
muy importante (Hernandez, 2011). Causa tizén,
damping off y pudricion de las raices, cuello de la
raiz, tallos, tubérculos y frutos, en innumerables
cultivos (Quintero, 2002). Debido a su extensa gama
de hospedantes se distribuye en todas las regiones
agricolas donde encuentran altas temperaturas y
humedad en el suelo. (Aycock, 1966; Marinelliy
March, 2002; Hernandez y Quintero, 2002)

Punjay Grogan (1982) reportaron que 62 aislados
procedentes de 19 hospedantes y 15 areas
geograficas tuvieron diferencias en crecimiento
micelial, produccion de esclerocios y frecuencia de
formacion de las fibulas.

Weerapat y Schroeder (1966) reportaron el
fendmeno de aversién y formacion de zonas de

antagonismo entre diferentes aislados de S. rolfsii
procedentes de arroz, algodon y mani crecidos in
vitro. Encontraron formacion de esclerocios a lo
largo de la linea de separacidn entre las colonias.
Cuando se parearon colonias del mismo aislado no
se presento este fendmeno.

Punjay Grogan (1983) realizaron un estudio de las
interacciones hifales y antagonismo entre aislados
de S. rolfsii procedentes de diferentes cultivos y
lugares, y crearony aplicaron una escala para medir
la intensidad de antagonismo.

Los objetivos fundamentales de este estudio fueron:
Determinar las caracteristicas culturales de 8 aislados
de S. rolfsii, investigar las caracteristicas patogénicas
de los mismos y buscar evidencias de variabilidad
entreellos.
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MATERIALES Y METODOS

Los trabajos experimentales in vitro y en macetas
se realizaron en los Laboratorios de Fitopatologia
del Centro de Investigaciones Agropecuarias y del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas,
pertenecientes a la Universidad Central de las Villas,
Cuba. Fueron utilizados 8 aislados de S. rolfsii
obtenidos de plantas de frijol y de girasol con
sintomas tipicos de pudricién del pié por S. rolfsii
encontradas en el campo.

Determinacion de los principales caracteres
culturales en los 8 aislados de S. rolfsii.

Los 8 aislados fueron sembrados en medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa siguiendo la siguiente
metodologia: Se removieron, con un horadador de
5 mm. de didmetro, discos en el borde de colonias
de S. rolfsii de 3dias de edad. Fueron transferidos
para el centro de placas de Petri, de 10 cm. de
diametro, conteniendo 20 ml. de medio de cultivo.
Las placas fueron incubadas a temperatura de 25,5°
C; expuestas a luz fluorescente de intensidad 2000
lux. El crecimiento micelial se observé midiendo
diariamente el didmetro de la colonia, en sentidos
diametralmente opuestos. Las mediciones se
iniciaron a las 24 horas después de la siembra de
las placas y continuaron hasta que el hongo cubrio
toda la superficie del medio de cultivo.

Para el calculo de la tasa de crecimiento se utilizo la
formula propuesta por Lilly y Barnet (1951):
CL,-CL,

TC. =
T,-T

Donde:

T.C.=Tasa de Crecimiento.

CL, =Crecimiento lineal en la primera medicion.

CL=Crecimiento lineal, segunda medicion.

T, =Momento de la primera medicion. (24 h.)

T, = Momento en que se realizo la segunda

medicion. (72h.)

1

Ademas se midieron o contaron los siguientes
parametros:

a) Numero de esclerocios maduros producidos en
cada placa de Petri, alos 21 dias de incubacion.
b) Didmetro promedio de 20 esclerocios maduros
por placa. Se midi6 el largo y ancho de los
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esclerocios para después promediarlos. Si eran
redondos solamente se midio su diametro.

c) Densidad del micelio de cada aislado de S. rolfsii
y presencia de rizomorfos en cada aislado.

e) Tiempo que demoro cada aislado en llegar las
diferentes fases del proceso de formacion de
esclerocios.

Se utilizo un disefio experimental completamente
aleatorizado con 8 tratamientos, representados por
los 8 aislados del hongo, con 4 repeticiones.

Pruebas de patogenicidad de los 8 aislados de S.
rolfsii en frijol y girasol.

Se hicieron las pruebas con la variedad de frijol
Turrialba-4 y la variedad de girasol CIAP J-E-94.
Se tomaron contenedores de polieturano usados
para sembrar las vitroplantas de papa en las
biofabricas. En cada compartimiento con tierra se
abri6 un orificio de 2 cm. de profundidad por 1.5
cm. de didmetro. En el fondo se coloco una semilla
que se cubrié con 0.5 cm. de suelo. Luego se colocd
un disco de micelio de S. rolfsii, de 0.5 cm. de
didmetro, crecido durante 72 horas en una placa de
Agar Papa Dextrosa y se cubrié con suelo. Las
semillas asi inoculadas con los 8 aislados se regaron
diariamente y se colocaron en los canteros
protegidos del area de fase intermedia para evaluar
su germinaciony la presencia de sintomas.

Ambos experimentos se sembraron en un disefio
experimental completamente aleatorizado, con 4
repeticiones y 8 tratamientos correspondientes a
los aislados de S. rolfsii que se compararon.

Interaccion entre los aislados de S. rolfsii en cultivo
dual.

En este experimento se inocularon las placas,
conteniendo 20 ml. de PDA, con discos de micelio
de 72 horas de cada uno de los 8 aislados. Estos se
parearon en todas las posibles combinaciones. Los
discos fueron colocados en puntos opuestos de la
placa, a 1,5 cm. de su borde. Las placas se
incubaron a 25,5° C, con luz constante, durante 21
dias. Alos 3,4y 21 dias de incubacion se realizaron
observaciones de limites de las colonias y presencia
de areas de inhibicion entre ellas.
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Se utilizo un disefio experimental completamente
aleatorizado con 36 tratamientos, representados por
todas las formas en que se pueden parear los 8
aislados de S. rolfsii, con 4 repeticiones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Lacomparacion de medias por la Prueba de Minima
Diferencia Significativa, con un 1 % de probabilidad
de error, entre los 8 aislados de S. rolfsii, mostro
que los aislados Sf3 y Sg5 presentaron tasas de
crecimiento micelial significativamente superiores a

Los datos experimentales se analizaron
estadisticamente con el paquete SPSS 8.0 para
Windows en todos los experimentos.

Sg1, Sg8,y Sg10, los que no se diferenciaron entre
siy fueron superiores a Sf11y Sf2. El aislado Sg6
presento tasa de crecimiento intermedia entre el
primero y segundo grupos (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de Crecimiento Micelial de 8 aislados de S. rolfsii
a los 3 dias de incubacién

Aislado de| Tasa de Crecimiento Uiferencia
5. rolfsii Micelial (micras/hora) | estadistica
=09 T237 ar
=08 F59.523 1]
Sf2 622 BY C
Sg10 G76.83 1]
=i 725 BY a
=01 G81.92 ]
Sf11 B48.17 C
Sgb 5599.00 ah
MOS("1%) = 2812
CV. =221%

Tabla 2. Produccién de esclerocios de 8 aislados de S.
rolfsii con 21 dias de incubacién

Aislado de | #deesclerocios | Diferencia
. rolfsii por placa estadistica
505 328.0 ar
Sga 2R61.2 4]
o2 244 9 C
Sgl 2018 E
Sfa 2201 d
Sgl 2332 ol
5f11 271.3 3]
Soh 233.0 ol
MOS (F1%) = 14.05
AN =3.03 %

Se encontraron diferencias significativas al 1 % de
probabilidad de error en el nimero de esclerocios
producidos entre los aislados de S. rolfsii (tabla 2).
El aislado Sg5 produjo un nimero de esclerocios
significativamente superior al de los aislados Sf11y
Sg8 que no difirieron entre si y que superaron al
aislado Sf2. Los aislados Sg1 y Sg6 formaron un

grupo intermedio entre Sf2 y Sf3, mientras el aislado
Sg10 tuvo lamenor produccidn de esclerocios.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas
al 1 % de probabilidad de error entre los aislados
de S. rolfsii en el didmetro de los esclerocios
producidos (tabla 3).
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Tabla 3. Diametro de los esclerocios de 8 aislados de S. rolfsii

con 21 dias de incubacién

Aislado de Diametro de los Diferencia
S, rolfsii esclerocios (micras.) | estadistica
Sg5 705 4 C
Sga F37.8 f
Sf2 G792 d
Sg10 B74.9 d
Sf3 B51.49 B
Sl 7452 a
Sf11 7058 C
Sgh 7268 b
MOS ("1%) =546
CW. =0425 %

Tabla 4. Resultados de prueba de patogenicidad de 8 aislados de S. rolfsii en

frijoly girasol

Aislados de | % de plantas afectadas Frijal y Girasol
5. roffsii
Soo 3. 7oak* B2 .50z b2 504
=gl 100.0z f2.50a
=f2 H3.75ah 54 38ah
Sg10 a7 .80k A0.6Zc
=3 100.0z 443 75hc
=01 100.03 a0.00abc
=1 H3.75ah A0.6Zc
Soh H4.75ah 40.62c
MDS. 3990°5%) 0.324(1%)
Cv. 9635 1045

Elaislado Sg1 produjo un didmetro de esclerocios
significativamente superior al de Sg6 que super6 a
Sf11y Sg5 que no difirieron entre si y superaron
alos aislados Sf2 y Sg10. Estos superaron al aislado
Sf3 mientras el aislado Sg8 tuvo el menor didmetro
de esclerocios para un 1 % de probabilidad de
error.

En latabla 4 se observan diferencias significativas
al 1 % de probabilidad de error para la
patogenicidad, en plantas de frijol entre los 8
aislados de S. rolfsii. Los aislados Sg8, Sf3y Sgl
fueron significativamente superiores al aislado Sg10.
Los aislados Sg5, Sf2, Sf11 y Sg6 no difirieron
entre siniconlos aislados de los grupos anteriores.
También se encontraron diferencias de
patogenicidad entre los aislados de S. rolfsii sobre
plantas de girasol, al 1 % de probabilidad de error.
Los aislados Sg8 y Sg5 superaron a los aislados
Sg10, Sf11y Sg6 sin diferencias entre ellos. Los
Sf2, Sgly Sf3 formaron un grupo de patogenicidad
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intermediasin diferencias entre si ni con los grupos
superior e inferior.

Los resultados anteriores muestran que existe
variabilidad en la patogenicidad sobre dos especies
vegetales entre los 8 aislados de S. rolfsii. Esto es
un indicador de que, a pesar de encontrarnos en
presencia de aislados de una misma especie de
hongo, su virulencia varia de uno a otro.

Existen reportes de Cooper (1961), Eppsetal. (1951)
y Weerapat y Schroeder (1966) sugiriendo que las
diferencias de virulencia existentes entre aislados de S.
rolfsii indican la existencia de razas del hongo. En otros
patdgenos fungosos se han separado razas fisioldgicas
usando como indicador variedades diferenciales de
plantas de comportamiento conocido.

La densidad del micelio y la formacion de
rizomorfos o cordones de micelioen los 8 aislados
tuvo un comportamiento variable (tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas del micelio de los 8 aislados de S.
rolfsii incubados en medio Papa DextrosaAgara25,5°C

Alslado de {Caracteristicas del Micelio
5. rolfsii Densidad Fizomarfos
=05 Denso Abundantes
=B Escaszo Ahundantes
Sf Escaso Abundantes
=10 Denso Ahundantes
=fd Denso Abundantes
=1 Muy denso Aluzentes
=t Denso Abundantes
=ohk Muy denso Abundantes

Tabla 6. Duracion de la formacién de esclerocios en 8 aislados de S. rolfsii

Aislado de Haoras transcurridas hasta completar cada etapa.
S rolfsii
Agregado | Esfera blanca | Esfera crema | Madurez

505 72dr 120 e 168 f 266 g
=08 120 b 182 b 41c d58
of 146 a 217 a 272 b 87 b
Sg10 118 b 216 a 288 a 428 a
=fa 144 a 194 b 240c J68
=01 HE C 168 C 217d 439 d
ST 72 d 122 e 170 ef 288 f
506 72d 144 d 182e d12e

MO S*p=0,01 14.3 141 12.3 10.7
CN. 8.84 416 274 1.58

El proceso de formacion de los esclerocios del
hongo se inicié con la agregacion de hifas. Estas
conformaron unas pequefias puntuaciones blancas
después de las 72 horas de incubacion. Los
pequerios agregados evolucionaron hasta tomar
forma esfeérica, ovoide o irregular aumentando su
tamafio rapidamente. Posteriormente adquirieron
coloracion crema, pasando a color marrén oscuro
cuando maduraron. Este proceso coincide con lo
reportado por Hernandez (2000) en sus estudios
de laboratorio sobre S. rolfsii.

La formacion de los esclerocios siguid el mismo
proceso en los 8aislados de S. rolfsii estudiados.
Los aislados solo se diferenciaron entre sien el
tiempo que demoraron en pasar cada una de las
etapas del proceso. (Tabla 6).

Goto (1952) reportd que la existencia de diferencias
entre aislados de S. rolfsii en los caracteres
morfoldgicos y en la habilidad para formar el estado
basidial podian ser indicadores de la existencia de
razas del patdgeno. Sin embargo usar las diferencias
morfologicas para diferenciar posibles razas se

dificulta mucho pues son muy influidas por
variaciones en factores externos como el medio de
cultivoy el ambiente.

Caracteristicas culturales del pareamiento de aislados
de S. rolfsii a partir de discos de micelio.

Cinco dias despues de la transferencia de los discos
de micelio para las placas en cultivo dual se pudieron
observar tres comportamientos diferenciados en el
desarrollo de las colonias del hongo:

a) Cuando se pusieron en cultivo dual discos de
micelio de un mismo aislado siempre el micelio
procedente de ambos discos se cruzé creciendo
sin dificultades en sentidos contrarios. No se
observaron zonas de inhibicion en el lugar de
contacto entre las colonias. Tampoco se encontrd
formacion abundante de esclerocios en la linea de
cruce de las colonias. Estos se distribuyeron
uniformemente en las placas.

b) Al parear discos de micelio de diferentes aislados
las 2 colonias crecieron exactamente con las
mismas caracteristicas que las descritas
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anteriormente. Se cruzan en el punto de contacto
avanzando los micelios en sentido contrario sin
formar una zonade inhibicion entre las colonias ni
formarse esclerocios en la linea de delimitacion entre
ellas. Se comportaron como si se parearan discos
de un mismo aislado.

¢) Cuando las colonias de los 2 aislados diferentes
se encontraron no hubo superposicion de una sobre
la otray los micelios no se cruzaron. Hubo una clara
aversion entre ellas. Al transcurrir el tiempo de
incubacion, en lalinea de contacto se formé unazona
de demarcacion que separd nitidamente las 2 colonias.

Hernandez y Herrera., 2014

A lo largo de la linea de separacion ocurrio la
produccion de esclerocios de cada aislado, siempre
dentro de su correspondiente area. Generalmente a
ambos lados de la linea de demarcacidn se pudieron
diferenciar las colonias principalmente por la
densidad micelial y la cantidad y distribucion de los
esclerocios producidos.

En la tabla7 se describen las interacciones entre
los 8 aislados de S. rolfsii. En base a este
comportamiento se formaron grupos homogéneos
con losaislados que se comportaronigual en cultivo
dual, sin presenciade aversion entre ellos.

Tabla 7. Interacciones entre 8 aislados de S. rolfsii en cultivo dual

Aislados | Sgb | Sg8 | Sf2 | Sgl10 | 53 Sgl | Sf11 | Sgb
=05 = = + + = + + =
SQB = + = + + =
= = + + + + +
5Q1D = + + + +
=fa = + + =
=01 = + +
=11 = +
Sgb =

LEYEMNDA: = Compatibilidad  + Incompatibilidad

Tabla 8. Grupos formados en base a la diferenciacion
de los 8 aislados por su comportamiento en

cultivo dual
Srupo Alsfados
I Sgh 598 Sf3 Sob
Il 512
[ Sgid
[ Sg7
W SfT

Se colocaron en 5 grupos diferentes los aislados
cuyas colonias formaron claras lineas de aversion
entre ellas. La clasificacion de los aislados en grupos
en base a su comportamiento en cultivo dual se
muestraen latabla 8.

Punjay Grogan (1983) reportaron que los aislados
de S. rolfsii que no muestran antagonismo e

CONCLUSIONES

1. Existe una marcada variabilidad entre los 8
aislados de S. rolfsii estudiados, expresada en
diferencias culturales, morfoldgicas y patogénicas e
incompatibilidad y antagonismo entre ellos.
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incompatibilidad al parearse son somaticamente
compatibles y presumiblemente similares
genéticamente. Basandose en ello establecieron
metodoldgicamente la separacion de aislados de S.
rolfsii en grupos similares genéticamente. Esto lo
hacen en funcidn de laincompatibilidad entre los
subgrupos de aislados incapaces de crecer unidos
e intercambiar sus contenidos citoplasmaticos.

Las diferencias citoplasmaticas o genéticas que hacen
incompatibles a los aislados de S. rolfsii pueden
ser resultado de su aislamiento en el espacio, su
adaptacion a diferentes nichos ecoldgicos, su
coevolucion con especies o variedades diferentes
de plantas y/o su sometimiento a diferentes presiones
de seleccion (Hernandez, 2000). Esto los ha
convertido en razas diferentes, con comportamiento
cultural, morfolégico y patogénico distinto.

2. Lavariabilidad encontrada encontrada es indicio
de la formacion de varios grupos de aislados de
esta especie que se pueden separar como diferentes
biotipos, razas o patotipos en funcién de su
comportamiento.
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