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Caracterizacion patogénicay estudio
delos grupos de compatibilidad
micelial en Sclerotium cepivorum
Berk
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Se estudi6 la patogenicidad y la formacion de los Grupos de Compatibilidad
Micelial (GCM) en 12 aislamientos del hongo Sclerotium cepivorum Berk., los
cuales provinieron de los estados Tachira, Mérida, Trujillo en Venezuela y
Pamplona en Colombia. La patogenicidad de los 12 aislamientos se evalué en
base a la severidad y virulencia de los mismos, utilizando una escala de severi-
dad. Se utilizaron pruebas de enfrentamiento para comprobar la existencia de
interacciones compatibles e incompatibles expresadas por los GCM, después de
colocar en una misma capsula de petri diferentes aislamientos del hongo. Al
evaluar la patogenicidad, se observaron altos niveles de enfermedad con los
aislamientos T-9, C-1y TR-10. El T-9 fue el mas virulento y agresivo de todos
los aislamientos probados, ya que el inicio de sintomas sucedid a los 12 dias, y
a los 19 dias el 100% de las nueve plantas inoculadas murid. Tres respuestas
fueron observadas al enfrentar los 12 aislamientos de S. cepivorum: una reac-
cion de compatibilidad o anastomosis y dos reacciones de incompatibiliad. Se
encontraron dos GCM, representados por los aislamientos T-8 (Tachira) y TR-3
(Trujillo), los cuales expusieron incompatibilidad al ser enfrentados con los
demas aislamientos. Estos resultados permiten establecer las bases para la
caracterizacion genética de S. cepivorum.
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Patogenic characterization and study of the mycelial
groups of compatibility in Sclerotium cepivorum Berk

We have studied the pathogenicity and the formation of mycelial compatibility
groups of (MCG) in 12 isolates of the fungus Sclerotium cepivorum Berk from
the states of Téachira, Mérida, Trujillo in Venezuela and Pamplona in
Colombia. The pathogenicity was evaluated according to severity and virulen-
ce. In vitro confrontation tests were used to check the presence of compatible
and incompatible interactions expressed by MCG when different isolates of
the fungus were put together in a petri dish. When pathogenicity was evalua-
ted, we found high levels of disease with isolates T-9, C-1 and TR-10. The
isolate T-9 was the most virulent and agressive, as the symptoms began at
day 12 and at day 19 and 100% of the nine inoculated plants died. Three res-
ponses were observed when confronting S. cepivorum isolates: a reaction of
compatibility or anastomosis and two reactions of incompatibility.

Two MCG were found, represented by isolates T-8 (Tachira) and TR-3
(Trujillo), which showed incompatibility when faced with other isolates. These
results provide a basis upon which the genetic characterization of S. cepivo-
rum can be established.
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El hongo Sclerotium cepivorum es el agente causal
de la Pudricion Blanca del ajo. Este patdégeno esta inclui-
do taxonémicamente dentro de la clase Deuteromycetes,
en el Orden o Grupo Especial Micelia Sterilia[1], € cua
recientemente ha sido denominado como Orden
Aganomycetales [2]. La alta incidencia de Pudricion
Blanca en las zonas horticolas de Venezuela, ha ocasiona-
do la sustitucion casi total de la superficie sembrada por
esta hortaliza. Las pérdidas que S. cepivorum ocasiona al
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Tabla 1. Pruebas de enfrentamiento de los diferentes aislamientos del hongo S. cepivorum Berk.
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ajo son del orden del 100%, razén por la cual se hace
necesaria la implementacion de medidas de control que
logren menguar sus poblaciones.

Con la determinacién de los grupos de compatibili-
dad vegetativa (GCV) o micelid (GCM), se pueden esta-
blecer diferencias basadas en las respuestas de
compatibilidad o incompatibilidad [1,3-7]. Earsnshaw y
Boland [6] reportaron que la presencia de GCM es una
medida indirecta de la variabilidad genética entre aisla-
mientos. Las pruebas de enfrentamiento, utilizadas por
Acevedo y Arcia[4] y Earnshaw y Boland [6], comproba-
ron la existencia de grupos de compatibilidad micelial
(GCM) en el hongo S. cepivorum, encontrando diferencias
entre aislamientos con la aparicion de una banda de color
oscuro y sin crecimiento micelial en la linea de enfrenta-
miento, o que les permitio concluir que la compatibilidad
micelial puede ser usada para reflejar heterogeneidad
genética entre aislamientos de S. cepivorum. Acevedo y
Arcia [4] mediante pruebas de enfrentamiento in vitro,
evauaron € efecto antagonico de los aislamientos vene-
zolanos S1, S2, S3, S4 S5y S6 de S. cepivorum, obser-
vando que el antagonismo s6lo ocurrié cuando se
combiné el aislamiento S2, presentandose en la zona de
unién una barrera de color verde oscuro y donde no hubo
formacion de esclerocios. La anastomosis se evidencio
cuando se enfrentaron colonias de un mismo aislamiento
entre si y con los aislamientos de las demas zonas geogré-
ficas. Earnshaw y Boland [6] estudiaron los grupos de
compatibilidad micelial (GCMs) del hongo S. cepivorum
mediante la utilizacion de las pruebas de enfrentamiento.
Comprobaron la existencia de interacciones compatibles e
incompatibles después de colocar en una misma capsula
de petri diferentes aislamientos del hongo. Las interaccio-
nes compatibles se caracterizaron porque las hifas de los
aislamientos enfrentados presentaron anastomosis sin
deterioro 0 muerte de las células en los puntos de union.
Por el contrario, en las interacciones incompatibles las
hifas sufrieron deterioro 0 muerte en los puntos de unién,
con la presencia de una banda de color rojo 0 marrén que,
posteriormente, se tornd méas oscura. En otras interaccio-
nes incompatibles las hifas de los aislamientos enfrenta-
dos simplemente no llegaban a unirse, por € rechazo de
las unas con las otras. Rodriguez y Arcia [10] realizaron
pruebas de enfrentamiento con aislamientos de S. rolfsii,
encontrando reacciones de incompatibilidad representadas
por laformacién de una banda de color oscuro, por lo que
concluyeron que estos aislamientos eran diferentes. Otra
caracteristica que ha sido evaluada y que ha reportado
datos de gran interés para €l conocimiento de S. cepivo-
rum, es la patogenicidad [1,3-5,9,15]. Utkhede y col. [15]
realizaron pruebas de patogenicidad demostrando que diez
de 12 aislamientos de S. cepivorum analizados, mantuvie-
ron lavirulencia sobre plantas de gjo. Acevedo y Arcia[3]

estudiaron la patogenicidad de los aislamientos S1, S2 y
S3, provenientes de plantas de gjo enfermas. Ellos obser-
varon que los tres aislamientos resultaron patogénicos,
mostrando diferentes grados de agresividad y virulencia
El S3 fue el mas agresivo y virulento, mostrando sintomas
alos 38 dias con un porcentaje de infeccién del 94,4%. En
los aidamientos S1 y S2 los sintomas se observaron a los
85y 70 dias, con un porcentaje de infeccion de 50 y 75%,
respectivamente. En vista de lo planteado anteriormente,
esta investigacion tuvo como objetivo realizar “in vitro”
pruebas de enfrentamiento entre 12 aislamientos del
hongo S cepivorum Berk. para determinar los grupos de
compatibilidad micelial (GCM) vy, por otra parte, estable-
cer diferencias entre estos ailamientos evaluando virulen-
ciay agresividad entre los mismos, mediante pruebas de
patogenicidad.

MATERIALESY METODOS

Muestreo y aislamiento de S. cepivorum Berk.
Se procedi6 aredlizar visitas a diferentes localidades pro-
ductoras de gjo del estado Tachira, dentro de las que se
encontraron El Cobre, Sabana Grande, La Pradera,
Betania 'y Villa Péez. Se solicitaron aislamientos de los
Estados Mérida, Trujillo y de la ciudad de Pamplona —
Colombia. El patégeno se aislé siguiendo las técnicas fito-
patolégicas de rutina a partir de bulbos infectados y, con
diferentes estados de desarrollo de la enfermedad, se le
describi6 la sintomatol ogia respectiva. Los bulbos de go
con sintomas y/o signos de la enfermedad fueron seleccio-
nados, lavados y cortados en trozos de 0,5 cn??, luego se
desinfectaron con alcohol 70%, hipoclorito de sodio 2,5%
y agua destilada estéril. Se procedié ala siembra en medio
PDA (papa-dextrosa-agar) al 2%, a una temperatura de
20°Cy luz continua.

Prueba de enfrentamiento. Se realizo utilizando la
metodologia de Acevedo [5] y de Earnshaw y Boland [6].
Se colocaron, en los extremos de la capsula de petri con
medio PDA, discos de agar con micelio del hongo de cua-
tro dias de desarrollo, realizando las combinaciones res-
pectivas de manera que se lograra enfrentar el mismo
aislamiento y realizar enfrentamientos con aislamientos
diferentes. Se utilizaron dos placas de petri por enfrenta-
miento. El patron de enfrentamiento se muestraen latabla 1.

Patogenicidad de los aislamientos. Las pruebas de
patogenicidad se evaluaron utilizando la metodologia de
Acevedo [5]. Se procedid de la siguiente manera:

Preparacion del inéculo. Se utilizd micelio del
hongo de 10 dias de desarrollo parainocular, en frascos de
vidrio, 300 g de la mezcla suel0:harina de maiz en propor-
cion 9:1, se agregaron a cada frasco 80 ml de agua estéril,
estos se sellaron herméticamente y se incubaron a 20 °C
durante 10 dias. Transcurrido ese periodo de tiempo, se



Tabla 2. Enfrentamiento entre diferentes aislamientos del hongo S. cepivo-
rum Berk.

Disposicion G.C.M Anastomosis
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mezcl6 e contenido de los frascos con el suelo orgénico
esterilizado, en proporcion 1:7. Se colocaron 500 g de esta
mezcla en materos plasticos dejando incubar la misma a
20 °C/10 d. Este procedimiento se aplicé a los 12 aida
mientos, utilizando tres repeticiones (materos) en cada
caso.

Caracterizacion de Sclerotium cepivorum
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Preparacion de los hospederos. Se estimulé la gre-
lacién de los dientes de gjo, colocandolos en una nevera a
4-5°C durante 15 d.

Inoculacion. Se sembraron tres dientes de ajo/
matero/aislamiento. Se utiliz6 como testigo suelo sin ino-
cular. Se realizaron observaciones semanales durante dos
meses, para detectar |a presencia de sintomas de la enfer-
medad en las plantas inoculadas.

Evaluacion. La patogenicidad se evalud en funcion
a grado de virulencia y agresividad de los aislamientos,
como medida de la severidad. Las plantas de 70 dias
desde la siembra, se arrancaron de raiz para la observa-
cion de los sintomas. Se utilizé la siguiente escala para las
evauaciones: clase 0 : Plantas sanas, sin sintomas; clase
1: 1 a 25% de hojas con amarillamiento apical, marchita-
miento inicial; clase 2: 26 a 50% de hojas con amarilla-
miento, inicio de muerte descendente; clase 3: 51 a 75%
de hojas amarillas y necrosadas, muerte descendente
avanzada; clase 4: 76 a 100% del tejido necrético, bulbos
con formacién de micelio blangquecino y esclerocios.

RESULTADOS

Pruebas de enfrentamiento. Tres respuestas fueron
observadas a enfrentar los 12 aislamientos de S. cepivo-
rum: una reaccién de compatibilidad o anastomosis y dos
reacciones de incompatibiliad. Dentro de las Ultimas, una
se caracteriz6 por la presencia de una banda de color
marrén oscuro en la linea de enfrentamiento y la otra por
la inhibicién del crecimiento micelial y formacién de
esclerocios (antagonismo). El antagonismo sblo ocurrié
cuando se enfrentaron los aislamientos T-8 y TR-3 con
todos los demés aislamientos; es decir, cuando se combi-
naron colonias del hongo que provenian de diferentes
regiones productoras de gjo, y/o de localidades geogréfi-
cas distintas (Tabla 2, Figura 1). Este se caracterizo por la
fusion de las hifas de los aislamientos enfrentados. Para el
caso de los enfrentamientos con el aislamiento T-8, se
observaron los dos tipos de reaccion de incompatibilidad,
dependiendo de la combinacion utilizada. Con €l aisla-
miento TR-3 todos los aislamientos formaron una banda
de color marrén oscuro. Por otra parte, la anastomosis se
observo cuando se enfrentaron colonias de un mismo ais-
lamiento y en algunas combinaciones entre aislamientos
diferentes, como se muestraen laTabla 2, Figura 1.

Pruebas de patogenicidad. Al evaluar |a patogeni-
cidad de los 12 aislamientos de S. cepivorum se observa-
ron diferencias en cuanto ala severidad y virulencia de los
mismos. Los més altos niveles de enfermedad se presenta-
ron cuando se utilizaron los aislamientos T-9, C-1y TR-
10. El T-9 fue el més virulento y agresivo de todos los
probados, ya que €l inicio de sintomas sucedié a los 12
diasy, alos 19 dias, todas las plantas inoculadas murieron
(Tabla 3). Por otra parte, todos los aislamientos restantes
mostraron agresividad moderada.

L os resultados observados después de analizar los
datos de la escala de severidad, permiten corroborar las
diferencias existentes entre los 12 aislamientos de S. cepi-
vorum en cuanto a su patogenicidad. Se consideré €l tiem-
po transcurrido desde la siembra hasta la aparicion de las
primeras plantas en clase 1 (TG1), el tiempo que pas6
desde la aparicion de los primeros sintomas hasta al canzar
laclase 4 (TGOG4) y € porcentgje de plantas enfermas en
clase 1 (%G1). Los resultados se presentan en latabla 4.

El aislamiento T-9 fue el que alcanzé en menor
tiempo la clase 1, donde a los 16 dias las nueve plantas
evaluadas para este aislamiento mostraron 100% de infec-
cion, en funcién de la clase de la escala de severidad. S6lo
transcurrieron tres dias méas para que murieran todas las
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Tabla 3. Pruebas de patogenicidad evaluando 12 aislamientos del hongo Sclerotium cepivorum Berk., sobre plantas de ajo (Allium sativum).

Aislamiento Plantas Plantas indice % Inicio de Muerte de

sembradas infectadas(a) de infeccién de infeccion sintomas (dias) plantas (dias) (b)
T-2 9 6 0,67 67 24 77
T-6 9 5 0,56 56 33 84
T-7 9 3 0,33 33 16 73
T-8 9 6 0,67 67 16 73
T-9 9 6 0,67 67 12 19
M-1 9 3 0,33 33 16 81
M-2 9 5 0,56 56 16 78
M-4 9 5 0,56 56 23 72
M-5 9 5 0,56 56 40 77
TR-3 9 6 0,67 67 14 70
TR-10 9 3 0,33 33 15 70
C-1 9 3 0,33 33 23 71
TESTIGO 9 - - - - 0

a: Alinicio de los sintomas
b: Todas las plantas en grado 4

Figura 1. Pruebas de Enfrentamiento del Hongo Sclerotium cepivorum
Berk. Las bandas sefialadas por las flechas, representan incompatibili-
dad entre los aislamientos enfrentados.

Tabla 4. Pruebas de patogenicidad evaluando la severidad de 12 aisla-
mientos del hongo Sclerotium cepivorum Berk., sobre plantas de ajo
(Allium sativum).

Aislamientos T G1(d) % G1 T GOG4 (d)
T2 24 55,5 77
T6 31 44,4 84
T7 16 33,3 73
T8 16 66,6 73
T9 16 100 19
M1 16 33,3 81
M2 16 44,4 78
M4 21 55,5 72
M5 40 33,3 77
TR3 16 22,2 70
TR10 15 33,3 70
C1 21 11,1 71
TESTIGO 0 0 0

plantas infectadas por este aislamiento. Cabe sefidlar que
la condicion de temperatura en la que se realizo el ensayo,
fue la que la literatura reporté como éptima (20 °C) para
el desarrollo in vitro de S. cepivorum [5], por lo que el
patdgeno logrd crecer sin limitaciones y las plantas mos-
traron su sintomatologia en poco tiempo. Los sintomas

Figura 2. Patogenicidad de los aislamientos de Sclerotium cepivorum Berk.

Figura 3. Bulbo de ajo afectado por Pudricion Blanca.

mostrados por todas las plantas de gjo fueron inicialmente
un amarillamiento apical que, en el tiempo, se distribuy6
en toda el area de las hojas en forma descendente, hasta
causar necrosis y muerte del tejido. En los bulbillos for-
mados se observo la presencia de micelio blanquesino y
de esclerocios (Figuras 2 y 3).



DISCUSION

Los resultados encontrados en esta investigacion
demostraron que existen diferencias entre los aislamientos
de S cepivorum. Estos resultados concuerdan con lo esta-
blecido por Earnshaw y Boland [6] en su investigacion
sobre Grupos de Compatibilidad Micelial en
S. cepivorum, quienes observaron las tres respuestas de
compatibilidad e incompatibilidad sefialadas anteriormen-
te. También observaron reacciones intermedias, definidas
por variaciones en el grosor y color de la linea de enfren-
tamiento, detectando asi nueve GCM en 142 aislamientos
probados. En la presente investigacion se definieron dos
GCM, basados en las respuestas de incompatibilidad
encontradas entre los aislamientos T-8 y TR-3, ya que
estos mostraron anastomosis cuando se les enfrent6 consi-
go mismosy entre ellos, y antagonismo a ser combinados
con todos los demas aislamientos. Segn esto, se podria
pensar que T-8 y TR-3 constituyen biotipos no afines con
los demas aislamientos, siendo esto un indicio de que
entre los aislamientos estudiados existe variabilidad gené-
tica que supone razas dentro de la misma especie.
Earnshaw y Boland [6] sefialan que la compatibilidad
micelial puede ser usada para reflejar heterogeneidad
genética entre los aislamientos de S. cepivorum y
Betancourt [11] considera lo mismo para el hongo S. rolf-
sii Sacc.

Se evidencié €l alto grado de virulencia de los 12
aisamientos de S. cepivorum, ademés de comprobar que
existe dentro de esta misma especie, comportamientos
diferentes cuando se evalud la agresividad para atacar o
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