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1 INTRODUCCION

En Chile, el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) es afectado por
numerosas enfermedades que reducen el rendimiento y la calidad de la
produccion. Una de gran importancia y distribucion mundial es causada por
Rhizoctonia solani Kiihn, que afecta todos los estados fenolégicos de la planta,
causando pudricion de raices y cancro de tallo en plantas jovenes o adultas.
Este patdogeno causa, ademas graves problemas en el establecimiento de

plantas de vivero, como hortalizas, flores, gramineas, arboles y arbustos.

En plantas de papa, esta enfermedad puede afectar yemas, brotes,
tallos, raices y estolones, produciendo lesiones necréticas de color café oscuro,
caida de plantulas y cancros en tallos que interfieren con el transporte a través
del floema y xilema. Ademas, en tubérculos se producen esclerocios del hongo,

casposidades sobre la piel y deformaciones.

Esta especie se divide en grupos por la anastomosis que ocurre entre
sus hifas, pero ademas se diferencian morfologica, fisiolégica vy
serolégicamente, por su rango de hospederos, distribucién en la naturaleza y

variacion de patogenicidad entre aislamientos.

Se han reportado cerca de 13 grupos de anastomosis en todo el mundo,
atacando a diferentes cultivos y se han encontrado patogénicos a papa AG 2,
AG 3, AG 4, AG 5, AG7 y AG 8, pero en Chile s6lo se sabe de la ocurrencia de
AG 3y AG 4.

En este cultivo, R. solani existe en tres fases distintas, una parasitica,
gue corresponde a micelio del hongo sobre la planta de papa, y otras dos fases

no patogénicas.



La etapa sexual de este hongo, que se desarrolla en la base de los tallos
de las plantas sin causar enfermedad y los esclerocios presentes sobre la piel
de los tubérculos, corresponden a las dos fases no patogénicas, constituyendo
esta Ultima, una fuente de inéculo para la planta que se desarrollara a partir del

tubérculo infectado.

Se ha demostrado que el inéculo en forma de esclerocios y micelio son la
principal causa de fallas en la emergencia y que el uso de tubérculos infectados
incrementa las poblaciones de R. solani en el suelo. En base a la informacién a
cerca de la biologia, ecologia y epidemiologia de este patdgeno, se plantea la
hipotesis de que todos los esclerocios desarrollados sobre la superficie de los
tubérculos presentan las caracteristicas de R. solani, pero no todos ellos son
capaces de producir la sintomatologia de la enfermedad y en consecuencia no

son patogénicos al cultivo.

El objetivo general de esta investigacion consistio en la caracterizacion
de aislamientos de R. solani a partir de esclerocios obtenidos de tubérculo

semillas provenientes de diferentes predios ubicados en la Décima Regidn.

Dentro de los objetivos especificos, los aislamientos se caracterizaron
morfolégicamente de acuerdo al tipo de crecimiento en medio de cultivo,
ademas de los parametros descritos por PARMETER y WHITNEY (1970), para

esta especie que se sefialan a continuacion:

Ramificacion del micelio en angulo recto cerca del septo distal de las
células de la hifa

- Constriccion de la ramificacion en el punto de origen

- Formacion de un septo cercano al punto de ramificacion

- Presencia de células multinucleadas

- Diametro de las hifas adultas superior a 6 pm.

Ademas, se determind el grado de patogenicidad de los aislamientos

provenientes de esclerocios.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de la papa.

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L) es el cuarto en orden de
importancia en la alimentacion humana mundial después del arroz (Oryza sativa
L.), trigo (Tritcum aestivum L.) y maiz (Zea mays L.) (CENTRO
INTERNACIONAL DE LA PAPA, CIP, 2004).

Segun FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, FAO (2004), el afio 2003 la producciéon mundial de papas alcanzé
310 millones de toneladas, con una superficie de 19 millones de hectareas y un
rendimiento de 16,4 toneladas. CIP (2004) agrega que mas de un tercio de las

exportaciones mundiales provienen de paises en desarrollo.

Segun el VI Censo Nacional Agropecuario, en la temporada 1996/1997,
la produccién nacional alcanz6 1,3 millones de toneladas en una superficie de
80.685 hectareas, con un rendimiento promedio de 161,7 quintales métricos por
hectarea (CHILE, OFICINA DE ESTUDIOS Y POLITICAS AGRARIAS, ODEPA,
2004).

La papa se cultiva en todo Chile, concentrdndose la produccién
comercial en la zona centro norte, centro y zona sur (CHILE, INSTITUTO
NACIONAL DE ESTADISTICAS, INE, 2004). La mayor produccion proviene de
la zona sur, principalmente de las Regiones IX y X, con 332 y 493 mil toneladas
respectivamente para la temporada 1996/1997 (ODEPA, 2004). En Chile, las
papas se producen principalmente para consumo interno, pero las
exportaciones a Brasil y Bolivia estan aumentando, por lo que existe un gran
potencial para abrir nuevos mercados en Sudamérica y otros continentes
(CHILE, SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO, SAG, 2000).



2.2 Factores que afectan al cultivo de la papa.

Para ROWE (1993), el cultivo de la papa puede estar limitado por
factores ambientales, malezas, plagas, nematodos fitoparasitos vy
enfermedades, siendo los problemas fitosanitarios, una de las grandes

limitantes para la produccion, pudiendo afectar gravemente las exportaciones.

2.2.1 Agentes fitopatdbgenos. Segun el SAG (1982), este cultivo es
afectado por diversos problemas fitosanitarios, algunos de los cuales pueden

reducir considerablemente el rendimiento y la calidad de la produccion.

Con respecto a las enfermedades producidas por bacterias, las mas
importantes para el pais son: sarna comun causada por Streptomyces scabies
(Taxter) Waksman & Henrici, marchitez bacteriana inducida por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.; pudricibn humeda y pie negro producidas
por Erwinia caratovora subsp. caratovora (Jones) Bergey et al. y subsp.

atroseptica (Van Hall) Dye, respectivamente (citados por SANDOVAL, 1987)

Dentro de las enfermedades fungosas, podemos sefialar como las mas
importantes para la zona sur de Chile, la costra negra, producida por
Rhizoctonia solani Kihn, tizon tardio, cuyo agente causal es Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary y pudricion seca causada por Fusarium spp.
(SANDOVAL, 1987). Ademas, el SAG (2000) indica que en los ultimos afios han
adquirido importancia en la zona sur enfermedades como sarna plateada,
causada por Helmintosporium solani Durieu & Montagne y sarna polvorienta,

producida por Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh.

2.2.1.1 El género Rhizoctonia. Este género fue descrito por DeCandole en
1815, quien designd a R. crocorum (Pers.) DC. como la especie tipo, mientras
gue R. solani, la mas importante de las especies de este género, fue descrita
por Kiihn en 1858 (citados por OGOSHI, 1996).



El género Rhizoctonia se distribuye en suelos cultivados y no cultivados
de todo el mundo, pudiendo ser patdbgenos de numerosas especies vegetales
(OGOSHI, 1987). CARLING et al.(1999), sefala que este género posee buena
habilidad competitiva y al parecer, algunas cepas pueden vivir como saprofitos
en el suelo e incluso como micorrizas asociadas a varios cultivos. Sin embargo,
las especies patogénicas son mas importantes para el hombre, ya que las

pérdidas de calidad disminuyen los rendimientos (JAGER et al., 1982).

Este género consiste en wuna variada coleccion de telomorfos,
encontrdndose actualmente cerca de 120 especies, variedades o formas
especiales descritas para Rhizoctonia spp. (OGOSHI, 1996). AGRIOS (1997),
agrega que estas especies raramente producen un estado telomorfo
Basidiomycota, que en condiciones de alta humedad aparece sobre el suelo,

hojas y tallos infectados como una capa delgada de micelio.

Segun OGOSHI (1996), debido a la diversidad de telomorfos, las
especies reconocidas se refieren a cinco géneros de formas distintas. Los
géneros con telomorfos relacionados a Rhizoctonia son Helicobasidium,

Tanatephorus, Ceratobasidium, Waitea, Tulasnella y Sebacina.

Segun OGOSHI (1987), Rhizoctonia se caracteriza por presentar hifas
adultas de pigmentacién café que se ramifican cerca del septo distal de las
células jévenes, formando un septo y una constriccion en la ramificacion cerca
del punto de origen. Presentan un septo tipo doliporo, sin conexiones tipo
hebilla o “clamp connections”, no forman conidias, excepto células monilioides,

los esclerocios no se diferencian en corteza y médula y no poseen rizomorfo.

Es necesario evaluar cuidadosamente algunas de las caracteristicas
vegetativas mencionadas anteriormente, ya que la mayoria de ellas varian con

la temperatura, luz y composicion del medio de cultivo (ANDERSEN, 1990).



En base a algunas de las caracteristicas mencionadas, el género se
divide en tres grupos: uno de ellos corresponde a Rhizoctonia multinucleada,
que posee tres 0 mas nucleos por célula, hifas grandes (6-10um de diametro) y
el telomorfo pertenece al género Tanatephorus Donk. Otro grupo es el de
Rhizoctonia binucleada, que presenta dos nucleos por célula, hifas pequefias
(4-7um de diametro) y el telomorfo corresponde al género Ceratobasidium
Rogers. El tercer grupo, incluye a R. oryzae y R. zeae, que son multinucleados
y el telomorfo pertenece al género Waitea Warcup & Talbot (OGOSHI, 1987).

2.2.1.2 Rhizoctonia solani Kuhn. Rhizoctonia solani Kihn es el estado
anamorfo de un habitante comun del suelo, el Basidiomycota Tanatephorus
cucumeris (Frank) Donk. (JAGER et al, 1982). MENZIES (1970), seifala que
Julius Kuhn observé en 1858 un hongo sobre tubérculos de papa y lo llamé
Rhizoctonia solani. Sin embargo, no fue sino hasta 1918, cuando se demostré

que el hongo descrito por Kiihn era realmente patogénico a papa.

Existe gran variedad dentro de la especie R. solani en cuanto a rango de
hospederos, patogenicidad, morfologia, caracteristicas culturales, fisiologicas y
seroldgicas. (OGOSHI, 1987; CASTRO, 1989).

PARMETER y WHITNEY (1970), sefialan que no hay una U(nica
caracteristica, exceptuando el estado perfecto, que sirva para distinguir a R.
solani de otros hongos similares, por lo que el reconocimiento de las especies

depende de una combinacion de varias caracteristicas.

2.2.1.2.1 Caracteristicas de R. solani. PARMETER y WHITNEY (1970),
sefialan algunas caracteristicas de esta especie.

1. Micelio de rapido crecimiento, de color café y de 6-10 um de diametro
en hifas adultas, con ramificaciones en angulos rectos cerca del septo distal de
las células de la hifa.

2. Constriccion de la ramificacion de la hifa en el punto de origen.

3. Formacion de un septo en la ramificacién cerca del punto de origen.



4. Produccion de células monilioides, de forma de barril o clamidosporas,
en cadenas o agregados.

5. Formacion de esclerocios de textura mas o menos uniforme, que varian
en tamafio y forma, desde pequefios y redondeados, menores a 1 mm de
diametro hasta finas capas que cubren varios centimetros.

6. Patogenicidad a un amplio rango de hospederos, resultando una
variedad de sintomas que incluyen caida de plantulas, pudricion de raices y
otras partes subterrdneas de la planta, marchitamiento de hipocétilos, tallos y
hojas, caida de frutos y semillas.

7. Poseen un telomorfo Basidiomycota llamado Tanatephorus.

8. Poseen un septo tipo doliporo.

9. Las células son multinucleadas en las hifas de crecimiento activo.

En la taxonomia de R. solani es necesario considerar que ciertas
caracteristicas varian bastante mientras que otras parecen estables y uniformes
(PARMETER y WHITNEY, 1970)

2.2.1.2.1.1 Caracteristicas del micelio. Segun AGRIOS (1997), el micelio de
R. solani es incoloro cuando joven, pero se torna amarillento o café claro a
medida que madura. Segun PARMETER y WHITNEY (1970), esta
pigmentacion varia entre distintos medios nutritivos, pero todas las colonias
maduras muestran algun tono de color café. ElI micelio est4 constituido por
largas células y se ramifica desde la hifa principal, con una ligera constriccién

en la ramificacion y un septo cerca de este punto.

CERESINI (2003), sefiala que las hifas se ramifican en angulo recto, sin
embargo, PARMETER y WHITNEY (1970), agregan que este angulo puede
variar entre aislamientos, particularmente en las zonas de avance de la colonia.
La ramificacién ocurre cerca del septo distal de una célula joven en una hifa

vegetativa, pero en hifas adultas puede ocurrir en cualquier lugar.



Los didmetros de las hifas, pueden variar entre y dentro de un mismo
aislamiento con la edad, composicion del medio de cultivo y temperatura
(PARMETER y WHITNEY, 1970).

Las hifas del micelio se dividen en células individuales mediante un septo
tipo doliporo, que permite el movimiento del citoplasma, mitocondrias y nucleos
de una célula a otra (CERESINI, 2003) y PARMETER y WHITNEY (1970),
agregan que este tipo de septo es una caracteristica prominente, uniforme y

confiable de la especie R. solani.

2.2.1.2.1.2 Numero de nucleos por célula. El numero de nucleos por célula se
utiliza para diferenciar a R. solani de otras especies del género (CERESINI,
2003) y muchos estudios indican que las células de hifas jovenes en
crecimiento activo son multinucleadas, por lo que se trata de una caracteristica
estable para distinguir a R. solani de otros hongos similares con células
regularmente binucleadas (PARMETER y WHITNEY, 1970)

2.2.1.2.1.3 Células monilioides. Esta especie produce células compactas,
ovaladas, de paredes mas gruesas que las del micelio, llamadas células
monilioides, que se ramifican en cadenas y se fusionan en agregados para
formar los esclerocios (TREDWAY y BURPEE, 2001 y UCHIDA, 2003).

La gran variacion del tamafio de las células monilioides, tal como ocurre
con los diametros de hifas o los tamafios y formas de los esclerocios, sugiere
gue esta medida no es un criterio apropiado para distinguir entre especies. Bajo
ciertas condiciones, el hongo produce aglomeraciones de células anchas y
cortas, que funcionan como clamidosporas o eventualmente se desarrollan en
esclerocios de apariencia mas suelta, de color café a negro, muy comunes
sobre tubérculos de papa (AGRIOS, 1997).



2.2.1.3 “Rizoctoniasis” y Costra negra. La rizoctoniasis causa pérdidas en casi
todos los vegetales, incluyendo flores, plantas de cultivo, gramineas e incluso
plantas ornamentales perennes, arboles y arbustos. Los sintomas varian en los
diferentes cultivos, estado de crecimiento en que las plantas son atacadas y las
condiciones ambientales prevalecientes, siendo el sintoma mas comdn en la
mayoria de las especies, la caida de plantulas (“damping-off”). Las plantas mas
nuevas pueden morir antes de emerger, mientras que en plantas de mas edad,
el hongo invade los tejidos -corticales externos, desarrollando lesiones
elongadas de color pardo a café, que pueden aumentar hasta estrangular el
tallo (AGRIOS, 1997).

La rizoctoniasis esta presente en todas partes del mundo donde se
cultivan papas, sin embargo, los sintomas o signos asociados con cualquiera de
las fases en que el patdgeno afecta al cultivo pueden ser mas o menos visibles
dependiendo del potencial del in6culo y de las condiciones climaticas locales
(HOOKER, 1986, BANVILLE et al, 1996).

En el cultivo de la papa, la denominacion de “costra negra”, se debe,
segun el SAG (1982), AGRIOS (1997) y CUBETA et al. (1998), a la presencia
de pequefos esclerocios de color negro que se forman sobre la superficie de
los tubérculos. Estos corresponden a aglomeraciones de hifas que se producen
hacia el final del ciclo vegetativo de la planta y que constituyen la forma de
resistencia y diseminacion del hongo y como agregan Christias y Lockwood,
(1973), citados por JAGER et al.(1991), éstos aparecen al ser estimulados por
exudados de los tubérculos, redistribuyendo recursos de las hifas a los

esclerocios.

Los tubérculos infectados se agrietan o deforman, resultando en severas
pérdidas de tubérculos de valor comercial (JAGER et al., 1991; POWELSON et
al., 1993; AGRIOS, 1997 y CUBETA et al., 1998). El dafio a los estolones a

menudo produce tubérculos deformes y de pequefio tamafio, que normalmente
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no se cosechan, constituyéndose en malezas y fuente de diseminacion de
enfermedades en el cultivo (JAGER et al., 1991).

LEES (2001), indica que el desarrollo de la planta es afectado desde la
emergencia a la cosecha. La enfermedad ocurre principalmente bajo el suelo,
donde se observa gran variedad de sintomas en brotes, raices, tallos y
estolones, produciendo manchas necroticas de color café, que pueden ser
superficiales o extenderse internamente hacia el centro del tallo o raiz,
estrangulando estos o6rganos (SANDOVAL,1987; BANVILLE et al., 1996 y
AGRIOS, 1997).

Segun CALDERONI (1978), CASTRO (1989) y CUBETA et al. (1998), se
producen infecciones en brotes primarios, comenzando con areas decoloradas
o manchas de color café rojizo que terminan por destruir el tejido y matar el
brote, debido a que el punto de crecimiento muere, por lo que generalmente el
brote no alcanza a emerger, disminuyendo asi el nimero de tallos. Al morir los
brotes en desarrollo, se formardn brotes adicionales hasta que uno de ellos
emerja del suelo. El sucesivo desarrollo de nuevos brotes en reemplazo de
aguellos que han muerto puede acabar con las reservas del tubérculo semilla
necesarias para el crecimiento posterior, retardando asi la emergencia y
produciendo un bajo establecimiento. Ocurre ademas estrangulamiento de los
estolones, disminuyendo la formacion de tubérculos o dando lugar a tubérculos
de tamafio no comercial. Segun AGRIOS (1997), cuando la planta ha emergido,
son atacados los tallos, quedando blandos e incapaces de sostener a la

plantula, la cual termina por caer y finalmente muere.

En plantulas y plantas adultas, se producen lesiones radiculares de color
pardo o café, primeramente bajo el suelo, pero en climas frios y humedos, las
lesiones crecen en todas direcciones y pueden aumentar en tamafio y nuamero
hasta cubrir toda la base del tallo y las raices, lo que resulta en debilitamiento,

amarillez y a veces muerte de la planta (AGRIOS, 1997).
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Al ser afectadas las raices y tallos subterraneos de plantas ya
desarrolladas, se manifiestan sintomas como amarillez de brotes y hojas
apicales, las que adquieren un tono purpura debido a la acumulacion de
antocianinas, ademas de enrrollamiento y arrosetamiento de las partes
superiores de las plantas (CALDERONI, 1978; BANVILLE et al., 1996),
sintomas que segin SANDOVAL (1987), se asemejan a aquellos causados por

el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV).

Luego en la temporada, se forman himenios pertenecientes al estado
telomorfico en la parte inferior de los tallos aéreos cerca del suelo, estos son
superficiales y no causan dafio fisico a la superficie sobre la cual se forman.
Algunas veces, el himenio esta asociado a la cepa que se encuentra atacando a
la parte subterranea de la planta (BANVILLE et al., 1996).

Los tejidos meristematicos y tejidos suculentos jévenes subterraneos son
mas susceptibles de ser atacados y por lo general no se observan sintomas ni
signos de rizoctoniasis en la parte aérea, sino soélo respuestas secundarias al
dafio producido bajo el suelo (BANVILLE et al., 1996).

Poco se sabe del efecto de la rizoctoniasis sobre la calidad interna de los
tubérculos, pero BANVILLE (1989), menciona una disminucion del contenido de
materia seca de los tubérculos, factor importante en el procesamiento industrial.
Tampoco estan claros los efectos sobre el rendimiento del cultivo, pero
WEINHOLD et al. (1982), han reportado mayores rendimientos como resultado
de una reduccién de los cancros en tallos y estolones, sin embargo, en otros
casos la severidad de los cancros producidos no tiene relacion con el
rendimiento. CARLING y LEINER (1986), agregan que los menores
rendimientos inducidos por R. solani no son significativos y que no vale la pena

controlar la enfermedad.
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2.2.1.4 EIl telomorfo: Tanatephorus cucumeris. Segun OGOSHI (1987) y
AGRIOS (1997), T. cucumeris se clasifica en el género Tanatephorus, Orden

Ceratobasidiales, dentro del Phylum Basidiomycota.

TALBOT (1970), indica que la relacion de R. solani con un telomorfo
Basidiomycota fue primero sugerida por Rolfs en 1903 y que el género
Tanatephorus fue propuesto por Donk en 1956. MENZIES (1970), indica que al
ser descubierto por Prillieux y Delacroix en 1891 este fue llamado Hypochnus
solani. Mas tarde se le llamé Corticum vagum, luego Pellicularia filamentosa y

actualmente Tanatephorus cucumeris.

OGOSHI (1987), sefala que el actual telomorfo de R. solani fue
mencionado por primera vez en 1863, por Frank, quien describié a Hypochnus

cucumeris (Tanatephorus cucumeris).

Este género se distingue por poseer un himenio (racimos de basidios)
discontinuo y variable. Los holobasidios son cortos y anchos, de forma barrilada
a subcilindrica, no uniformes, ni constrefiidos cerca de la mitad y un poco mas
anchos que la hifa de soporte. Los basidios se producen sobre una capa
membranosa de micelio y tienen cuatro esterigmas fuertes, generalmente
erguidos y cada uno produce una basidiospora mucosa, de pared delgada,
prominentemente apiculada, no amiloide, hialina, de forma elipsoidal, aplastada

por un lado y, a menudo, mas ancha hacia el extremo distal (TALBOT, 1970).

WINDELS et al. (1997), sefialan que la formacién del telomorfo en
condiciones de campo requiere alta humedad relativa y temperaturas de 20 a
30°C, CARLING et al. (1999), agregan que se producen abundantes
basidiosporas en condiciones naturales de frio y humedad, pero se cree que las
cepas de AG-3 patogénicas a papa, no han sido capaces de formar

basidiosporas en medio de cultivo.
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En otros cultivos, las basidiosporas de T. cucumeris constituyen una
importante fuente de indculo, pero no hay evidencia de un rol importante en la
epidemiologia de la rizoctoniasis en el cultivo de la papa (WINDELS et al., 1997,
CERESINI et al., 2001).

2.2.1.5 Agrupamiento de R. solani. Esta es una especie compleja y los
intentos por dividir a esta especie en grupos y subgrupos se basan
principalmente en dos categorias: en primer lugar, las diferencias de
patogenicidad, apariencia en medios de cultivo, morfologia, fisiologia o
ecologia; y diferencias en la anastomosis de hifas en medio de cultivo
(OGOSHI, 1987 y O'SULLIVAN y KAVANAGH, 1991).

2.2.1.5.1 Anastomosis. En R. solani, la anastomosis se define como la
manifestacion de una incompatibilidad somatica o vegetativa entre cepas
diferentes pero relacionadas entre si (ANDERSON, 1982).

PARMETER y WHITNEY (1970), indican que las hifas que pertenecen a
un mismo grupo de anastomosis (AG) se atraen y fusionan una con otra sin
causar su muerte, mientras que aislamientos de distintos AGs reaccionan entre

si provocando muerte celular.

Este es un proceso complejo, ya que algunos aislamientos se fusionan
mezclando su citoplasma, otros fusionan sus paredes celulares pero el
citoplasma de las células fusionadas no se mezcla, mientras que otros
aislamientos no se fusionan. Observaciones realizadas por CARLING (1996),
muestran que la mezcla de citoplasmas lleva a la muerte de las células
fusionadas y en ocasiones, de las células adyacentes, cuando no corresponden

a un mismo grupo de anastomosis.
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2.2.1.5.2 Mecanismos de fusion de hifas. En el proceso de fusion de hifas,
YOKOYAMA y OGOSHI (1984), distinguen una fusion perfecta y una

imperfecta, produciéndose en ésta Ultima, muerte celular luego de la fusion.

La fusion perfecta comienza con el crecimiento de las hifas, secrecion de
sustancias atrayentes, contacto entre las hifas y cese de su crecimiento,
formacion de proyecciones tipo rama, luego las paredes celulares se diluyen,
conectandose el protoplasto. Un aislamiento de un AG puede reconocer y
fusionarse sélo con miembros del mismo AG, por lo que se asume que las

sustancias son distintas entre grupos diferentes (OGOSHI, 1987).

Luego de la anastomosis, se produce bajo ciertas condiciones, una hifa
heterocaridtica de alguna de las células que se fusionan. Sin embargo, en la
mayoria de las veces, cinco o seis células en cualquier lado de la fusién
mueren, apareciendo una zona vacia en la union de las colonias. Esta “reaccion
de muerte” entre aislamientos del mismo grupo de anastomosis es la expresiéon
de incompatibilidad somatica o vegetativa, que limita los cruzamientos a unos

pocos grupos compatibles. (AGRIOS, 1997)
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Como muestra el Cuadro 1, los tipos de anastomosis han sido

categorizados segun la reaccidn que ocurre entre los aislamientos.

CUADRO 1 Reacciones de anastomosis descritas para R. solani.

Categoria

Descripcion de la interaccion

Relacién de los aislamientos

C3

Fusion de paredes y membranas.
Las células fusionadas y
adyacentes pueden morir pero no
es lo comun.

Cercanamente relacionados.
(mismo AG, misma PVC,
mismo aislamiento)

Cc2

Union evidente de las paredes
celulares, no asi de las
membranas. Células fusionadas y

Relacionados.
Mismo AG pero diferente
PVC

adyacentes siempre mueren
Contacto de hifas, aparente
conexion de paredes celulares pero
no de las membranas. A veces una
o ambas células fusionadas vy
adyacentes mueren.

No hay interaccion

C1 Distantemente relacionados.

Diferente AG o mismo AG

Co No relacionados.

Diferente AG

FUENTE: Adaptado de CARLING (1996).
(PCV = Poblacion Vegetativamente Compatible, AG = Grupo de Anastomosis)

CARLING (1996), sefala que todas estas categorias pueden dividir los
aislamientos en AGs, pero C3 permite separarlos en subunidades mas
homogéneas llamadas “clones” por OGOSHI y Ul (1983), gracias a que esta
reaccion indica un mayor grado de similitud entre los aislamientos y se ha
propuesto el término Poblacion Vegetativamente Compatible (PVC) para

describir aislamientos dentro de un AG, que producen este tipo de reaccion.

La categoria CO no es una reaccion y C1 y C2 son intentos fallidos de
anastomosis, por lo que solo la reacciéon C3 puede considerarse una reaccién
de anastomosis exitosa (CARLING 1996)
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2.2.1.5.3 Grupos de Anastomosis. Segun OGOSHI (1987), CARLING vy
LEINER (1990a) y CARLING (1996), esta especie se divide en grupos de
anastomosis, que representan el aislamiento genético de las poblaciones. Estas
reacciones pueden ubicar a la mayoria de los aislamientos dentro de un grupo,
sin embargo, algunos aislamientos pueden fusionarse con miembros de uno o
mas AGs, mientras que otros no se fusionan con ninguno de los grupos
conocidos ni con ellos mismos, producen abundante micelio aéreo, no crecen

en suelo estéril, no contienen melanina ni forman esclerocios (CARLING, 1996).

Los grupos de anastomosis de R. solani se encuentran en todo el mundo,
pero su poblaciéon y distribucion dependen de los cultivos que alli se

encuentran, lo que puede limitarlos a una pequefia area (CASTRO, 1989).

Se han descrito 12 AGs para R. solani y algunos se dividen en subgrupos
en base a caracteristicas fisicas, quimicas y moleculares (CARLING et al., 1999
y RUBIO, 2001). Se sabe que AG-3 es el principal causante de “rizoctoniasis”
en papa, aunque como indican OGOSHI (1987) y MUNOZ et al. (2001), en
algunas regiones productoras de papa en Perd, Brasil y México, se han

encontrado patogénicos a papa los grupos AG-2, AG-4, AG-5y AG-7.

2.2.1.5.4 Subgrupos de R. solani. OGOSHI (1987), senala que el
comportamiento de este hongo no puede entenderse solo en términos de AGs y
debido a la variabilidad de patogenicidad, morfologia de sus esclerocios,
apariencia en medio de cultivo, caracteristicas fisiolégicas, etc, se cree que este
hongo tiene muchos grupos intraespecificos (ISG), razon por la cual los
investigadores reconocen que R. solani es una sola especie dividida en AGs y
subgrupos. Mediante estudios de patogenicidad se ha evidenciado que, en
general, las enfermedades caracteristicas de un cultivo son causadas por un
AG especifico 0 un subgrupo determinado (OGOSHI, 1987), tal como puede
apreciarse en el Cuadro 2.



CUADRO 2 Grupos de anastomosis (AG) descritos para R. solani, hospederos y enfermedad.

AG

Hospedero Enfermedad Cita
(Subgrupo)
AG1 Remolacha, alforfon, arroz, pino | Tizén foliar en gramineas caida de OGOSHI (1987)
(IA, 1B, IC) plantulas en remolacha CARLING et al. (1999)
AG 2 Soya, Arroz, Junco, Remolacha | Tizon de la ldmina, caida de plantulas, CARLING et al. (1999)
(1, 211IB,21V) pudricién de raiz y corona BAIRD et al. (1996)
AG 3 Papa y otras solanaceas, Pudricién de tallo y raices CASTRO (1989),
cereales, soya y remolacha WINDELS et al. (1997)
AG 4 Papa, mani, remolacha, Caida de plantulas y pudricion de raiz OGOSHI (1987)
(HG-1l, HG-ll) | algoddn, soya WINDELS et al. (1997)
AG5 Papa, remolacha, leguminosas |Pudricion en raiz y tallo , Caida de WINDELS et al. (1997)
y ornamentales plantulas
AG 6 No patogénico Suelos no cultivados CARLING Y SUMMER
(HG-IBy GV) (1992)
AG7 Patogeno del suelo Puede causar dafio menor en algunos BAIRD et al. (1996)
cultivos (sandia, arroz, algodén, soya) |OGOSHI (1987)
AG 8 AG puente (AG-2 y AG-BI) “bare patch” de los cereales, pudricion | CARLING y SUMNER
(ZG1-1,2,3,4,5) | Cebada, papas, lupino, avena |radicular en papas y caida de plantulas |(1992)
AG9 Patdégeno débil del suelo, puede | Caida de plantulas y pucricion de raiz CARLING y SUMNER,
(TP, TX) atacar papas y otros vegetales (1992).
AG 10 Patogeno del suelo Principalmente saprofito (cultivos de OGOSHI et al. (1990)
granos)
AG 11 Lupino, arroz Caida de plantulas y pudricién de OGOSHI (1987)
hipocotilos
AG 12 Orquideas Micorrizas WINDELS et al. (1997)
AG BI Grupo puente (AG-2-1, AG-3y |Patogeno del suelo OGOSHlI, (1987).

AG-6, AG-8, AG-11y AG-2-2)

No hay evidencia de su patogenicidad

FUENTE: Adaptado de OGOSHI (1987), CARLING y SUMNER (1992), WINDELS et al.(1997) y BAIRD et al. (1996).
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La division de subgrupos se basa en la morfologia de las colonias,
patogenicidad, complementariedad de ADN y patrones de zimograma. Cabe
seflalar que los subgrupos, con algunas excepciones, no se distinguen de otros

miembros de su AG en base a reacciones de anastomosis (CARLING, 1996).

Aun cuando los conceptos de Grupo de Anastomosis y Subgrupos
representan el método mas comun de clasificacion, entregan poca informacion
a cerca de la diversidad genética de este patdogeno y ultimamente se han
desarrollado técnicas bioquimicas, seroldgicas y moleculares que permiten

realizar estudios genéticos y sistematicos de R. solani.

Dentro de los métodos bioquimicos se encuentran la electroforésis de
proteinas solubles e isoenzimas que expresan la constituciébn genética de la
célula y permiten diferenciar entre AGs y subgrupos, los zimogramas de
enzimas pectinoliticas, que agrupan aislamientos de caracteristicas culturales y
patogénicas similares dentro de un AG y el uso de lectinas y perfiles de acidos
grasos, que son especificos para cada AG. Ademéas existen métodos
serologicos que usan anticuerpos, que enfrentados a proteinas miceliales,

permiten distinguir distintos AGs.

KUNINAGA (1996), agrega que la composicion del ADN permite
demostrar una alta relacién genética entre miembros de un respectivo AG y
entre subgrupos y que se pueden establecer diferencias genéticas entre ellos
mediante RFLP, usando PCR y Southern Blott.

2.2.1.6 Ecologia y epidemiologia. Las poblaciones de R. solani en el suelo
son muy variables y se encuentran segun MARTIN et al. (1983), en los primeros
15 cm, mientras que JAGER y VELVIS (1986), agregan que la distribucion de

los propégulos es heterogénea y localizada.
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En los campos de cultivo, las poblaciones de R. solani incrementan
durante la estacion de crecimiento debido a la presencia del hospedero y a la
temperatura adecuada (OGOSHI, 1987), siendo mayores en los primeros
estados de crecimiento del cultivo y disminuyendo conforme completan su
desarrollo las plantas hospederas (SCHNETTLER, 1993).

R. solani crece libremente a través del suelo y sobre las raices con las
que establece contacto, para infectar sus extremos susceptibles, registrando
velocidades de crecimiento de 1 cm/dia, preferentemente en sentido horizontal
(SCHNETTLER, 1993). Debido a las relaciones que establece con otros
organismos, este hongo posee gran habilidad para sobrevivir y crecer en el

suelo, bajo un amplio rango de condiciones (CASTRO, 1989).

2.2.1.7 Ciclo de la enfermedad. El desarrollo de la enfermedad depende en
gran medida de la sobrevivencia del patdgeno y la forma en que éste coloniza e

invade los tejidos de la planta sobre la cual se desarrolla.

2.2.1.7.1 Sobrevivencia y desarrollo de R. solani. Los propagulos de R. solani
sobreviven en el suelo en forma independiente, como saprofitos asociados a la
materia organica o sobre los tejidos del hospedero infectado (CASTRO, 1989).
Por otro lado, este patdgeno sobrevive a través de los esclerocios presentes en
el suelo, sobre tubérculos de papa e incluso sobre o dentro de semillas
verdaderas de papa (CUBETA et al., 1998).

JAGER et al. (1991), indican que las fuentes de infeccion pueden ser
tubérculos semilla que contengan esclerocios o hifas del hongo y la presencia
de indculo en el suelo. BAINS et al. (2002), agregan que estos tipos de inéculo

constituyen la fuente primaria de infeccion para el desarrollo de la enfermedad.

Los esclerocios de R. solani pueden sobrevivir en el suelo por mas de 5
afios, como observaron JAGER y VELVIS (1983), en campos que no se habian

plantado con papas por 10 a 12 afios y que fueron capaces de infectar y danar
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plantas originadas de tubérculos libres de esclerocios. Explican, ademas que la
sobrevivencia de R. solani puede deberse a cultivos de rotacion o malezas que

son infectadas por el hongo y actian como fuente de inéculo.

Se ha demostrado la importancia de los esclerocios provenientes de
tubérculos en incrementar el nivel de inéculo del suelo, reportandose gran
influencia del inoculo del suelo y de los tubérculos sobre la emergencia de
brotes y el desarrollo de la enfermedad en terreno (FRANK y LEACH, 1980;
WEINHOLD et al., 1982, LOOTSMA y SCHOLTE, 1996).

A diferencia de otras enfermedades causadas por Rhizoctonia, la fase
proveniente del tubérculo semilla tiene gran importancia ya que puede dispersar
al patdgeno a grandes distancias y una vez establecido en el suelo, el micelio y
los esclerocios constituyen la fuente primaria de in6culo (CERESINI et al.,
2002).

Cualquiera sea la fuente de infeccidn responsable de la enfermedad, la
importancia en el desarrollo de los sintomas dependera de las cantidades de
in6culo y de las condiciones ambientales (CARLING et al.,, 1989). Segun
CASTRO (1989), el in6culo del suelo se relaciona estrechamente con el
desarrollo de la enfermedad durante la temporada, mientras que el in6culo del

tubérculo esté involucrado con la sobrevivencia del hongo.

Sobre plantas hospederas o en la superficie del suelo cercana a ellas, R.
solani forma basidiosporas (T. cucumeris), que pueden persistir en el suelo y
producir nuevas infecciones (OGOSHI, 1987).

La planta de papa puede ser afectada por el hongo durante cualquier
etapa de su desarrollo, dependiendo de las condiciones de temperatura y
humedad (CARLING y LEINER, 1990b). AGRIOS (1997), agrega que para la
mayoria de las cepas, la temperatura éptima para la infeccion es de 15 a 18°C,
siendo algunas mas infectivas a temperaturas de hasta 35° C y como indica
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WINDELS et al. (1997), algunos grupos de anastomosis como el AG-3 son mas
patogénicos a papa a temperaturas de 10°C. La enfermedad es mas severa en
suelos moderadamente mojados que en suelos inundados o secos Yy las plantas
jovenes son atacadas con mayor fuerza cuando el crecimiento es lento debido a

condiciones ambientales desfavorables para la planta.

La enfermedad comienza cuando en condiciones de suelo frio y humedo
(entre 10 y 15°C), micelio y esclerocios germinan formando hifas vegetativas
gue colonizan el terreno bajo la superficie del suelo y en respuesta a exudados
de las raices, invaden brotes, tallos, raices y estolones a través de heridas,
lenticelas o de la cuticula intacta (SANDOVAL, 1987; CUBETA et al., 1998). El
desarrollo del tubérculo u otros agentes lesivos, ocasionan heridas en la piel, a
través de las cuales el hongo puede penetrar sin formar estructuras de
infeccion. Lo mismo ocurre en las heridas provocadas en el punto de desarrollo
de raices laterales, donde la corteza y epidermis de la raiz son rotas por el
extremo emergente de la nueva raicilla (DODMAN y FLENTJE, 1970).

2.2.1.7.2 Colonizacion e infeccion. Al entrar en contacto con la planta, las hifas
comienzan a crecer sobre la superficie, adquiriendo una forma redondeada, sin
adherirse aun al hospedero (CASTRO, 1989; KEIJER, 1996). Luego el hongo
se expande sobre raices y estolones para formar una extensa red de hifas
anastomosadas, pero durante esta fase de colonizacion la planta hospedera no

presenta sintomas ya que las estructuras de infeccion no se han formado.

Luego de 10 a 12 horas, las hifas se vuelven aplanadas y se adhieren
firmemente a la superficie de la planta, comenzando en este momento el
proceso de infeccién, para lo cual parece ser requisito la adherencia de las
hifas, ademas se ha observado la formacién de una pelicula mucilaginosa
alrededor de las hifas adheridas a la planta (KEIJER, 1996).

La infeccion comienza luego de unas horas cuando los internudos de las

hifas se acortan y las células de la punta de la hifa se ramifican en angulo recto
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(forma de “T"), sobre tallos y estolones, estas ramificaciones son una
caracteristica determinante de las estructuras de infeccion de R. solani.
(HOFMAN y JONGEBLOED, 1988).

A partir de las ramificaciones se originan estructuras semejantes a
apresorios, que poseen hifas cortas e hinchadas, fuertemente adheridas, que
se ramifican repetidamente, resultando en un *“cojinete de infeccidn” que
corresponde a un conjunto de ramificaciones agrupadas fuertemente y de forma
redondeada (CASTRO, 1989; JAGER et al., 1991; KEIJER, 1996). Se cree que
los cojinetes de infeccion son requisito para el desarrollo de lesiones en tallos y
estolones y sirve como base de alimentacion adicional para la posterior
colonizacion de la planta (JAGER et al., 1991).

2.2.1.7.3 Penetracion e invasion de los tejidos. En la proxima etapa, conocida
como crecimiento directo, las hifas siguen las paredes anticlinales de las células
de la epidermis, como respuesta a la liberacion de nutrientes o componentes
estimulatorios especificos cerca de los puntos de contacto entre las células
epidermales de la planta, pero se cree que la topologia de la superficie juega
también un rol importante (ARMENTROUT et al., 1987 y KEIJER, 1996).

La penetracién comienza cuando a partir de las hifas hinchadas que
forman los cojinetes de infeccién se producen delgados husos de penetracion,
que atraviesan la cuticula y la pared de las células de la epidermis. Los husos
de penetracion se forman simultaneamente a partir de diferentes hifas,

aumentando la posibilidad de penetrar a los tejidos (KEIJER, 1996).

Dentro de la planta, la hifa recupera su diametro normal, invadiendo el
tejido epidérmico y las capas externas de la corteza, y dependiendo de la cepa,
las hifas crecen intracelularmente o en los espacios intercelulares, (YANG et al.,
1992 y KEIJER, 1996).
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Aun cuando este patdgeno parece estar muy especializado en la
penetracibn mecanica de tejidos intactos, probablemente existen enzimas

involucradas en el proceso de infeccién y penetracion (TRAIL y KOLLER, 1990).

Se ha estudiado que en brotes de papa, muchas hifas penetran las
células epidérmicas, mediante husos de penetracidon y se ha observado bajo los
cojinetes de infeccion un tejido de color claro alrededor del sitio de penetracion,
lo que indica que las paredes celulares localmente serian mas delgadas debido
a la accién de enzimas, por lo que la penetracion debiera ser mecéanica y
enzimatica (WEINHOLD y SINCLAIR, 1996). Se ha demostrado que la cutinasa
seria una de las enzimas que facilita la penetracion a través de la cuticula, pero,
durante las primeras etapas de la infeccidn, el hongo produce ademas enzimas
pectinoliticas y celuloliticas, que juegan un importante rol en la colonizacién y se
cree que algunas cepas hipovirulentas carecen de alguna de estas enzimas
(WEINHOLD y SINCLAIR, 1996).

R. solani secreta algunas enzimas extracelulares como pectinasa,
pectinliasa, pectin metilesterasa, celulasa y fosfatasa, pero ademas se sabe de
la producciéon de ADNasa, ARNasa, alfaamilasa, quitinasa, betaglucanasa,
xilanasa, proteasa y ureasa (BERTAGNOLLI et al., 1996).

Normalmente R. solani penetra los tejidos de un hospedero mediante
estructuras de infeccion, sin embargo, se sabe de la capacidad de penetrar a

través de heridas, lenticelas y estomas en menor grado (MURRAY, 1982).

Luego de la penetracion de las células, las hifas se ramifican en el lumen
celular y hacia las células adyacentes. En plantas de papa la colonizacion del
tejido ocurre primero en algunas células bajo el cojinete de infeccidén, pero
finalmente las lesiones pueden alcanzar varias capas de células y llegar hasta
el tejido vascular, estrangulando los tallos de plantas jovenes (HOFMAN vy
JONGEBLOED, 1988).
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Una vez que las hifas han penetrado a través de la cuticula, el citoplasma
de las células invadidas colapsa, observandose plasmdlisis y destruccion de
organelos celulares en las células adyacentes, ademas de una apariencia
granular y vacuolacion del citoplasma del tejido infectado. Las paredes celulares
se estiran y ocurre un cambio de la estructura fina de las capas de celulosa, la
membrana nuclear se desintegra parcialmente y las mitocondrias se
desorganizan (WEINHOLD y SINCLAIR, 1996).

2.2.1.8 Patogenicidad de R. solani. Se ha comprobado la gran variabilidad de
patogenicidad que existe en esta especie y se ha observado que cepas
provenientes de esclerocios sobre tubérculos causan frecuentemente mayor
incidencia de pudricion del tallo que cepas provenientes del suelo (BAKER y
MARTINSON, 1970). Otros estudios indican que la patogenicidad de cepas
provenientes de esclerocios es similar a la de aquellas colectadas desde otras
partes de la planta (FRANK y LEACH, 1980). CARLING et al. (1989), agrega
que aislamientos de AG-3 que sobreviven en el suelo en ausencia de papa
pueden presentar altos grados de patogenicidad, mientras que por otro lado se
sugiere que el patdbgeno es mas virulento cuando las hifas son mas jévenes,
delgadas y hialinas. Sin embargo, las poblaciones del hongo varian
continuamente en este aspecto, debido posiblemente a la ramificacion y
anastomosis de las hifas (BAKER y MARTINSON, 1970).

Una patogenicidad exitosa implica una compleja interaccion de factores,
gue involucran tanto a la planta como al patdgeno y el medio ambiente. Todo su
desarrollo, desde la penetracion hasta que se produce el sintoma caracteristico,
dependera de la confluencia de los factores optimos en los tres niveles
seflalados (BAKER y MARTINSON, 1970; AGRIOS, 1995).

Aun cuando la capacidad de penetrar superficies intactas de formas
principalmente mecéanicas permitiria a este patdgeno infectar a un amplio rango

de hospederos, ocurre gran especializacion dentro de la especie y se ha
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observado que en los aislamientos patogénicos a una determinada especie,
ocurren todos los estados del proceso de infeccion, resultando en la
colonizacion y colapso de la plantula, mientras que cuando los aislamientos no
son patogénicos, las hifas crecen hacia la planta y sobre ella, pero no se
adhieren ni continban con las etapas siguientes del proceso de infeccion
(KEIJER, 1996).

WEINHOLD y SINCLAIR (1996), demuestran un marcado efecto de la
disponibilidad de nutrientes del suelo sobre la patogenicidad de esta especie y
que cuando el inéculo es deficiente en nutrientes, el micelio crece sobre la

superficie de la planta pero no se desarrollan estructuras de infeccion.

2.2.1.9 Genética de R. solani. La genética y patogenicidad de R. solani es
compleja y se cree que la variacion encontrada se debe a los diferentes grupos
de anastomosis, que son Vvistos como grupos genéticamente aislados. Pero
actualmente se reconoce que hay también variacion genética dentro de los
subgrupos de los AGs (ADAMS, 1996).

El mismo autor sefiala que T. cucumeris puede ser vista como una
especie funcionalmente sexual o asexual. Cuando se considera una especie
asexual, la heterocariosis es el mecanismo de mayor potencial para permitir
recombinacion genética sin meiosis. Al considerarla como una especie sexual,
cobra relevancia la heterocariosis y las fuerzas genéticas que controlan su
funcidén. La heterocariosis es crucial, ya que une dos nucleos de diferente
genotipo en un mismo citoplasma, dando a un hongo haploide las ventajas de la
heterozigocidad de uno diploide. En este sentido, KEIJER (1996), agrega que

las basidiosporas, constituyen una importante fuente de variacion genética.

2.2.1.10 Control. En la mayoria de las regiones productoras de papa, el uso de
fungicidas constituye la practica mas comun para el control de este patdgeno,
pero los resultados varian debido posiblemente a la diferente sensibilidad a los

fungicidas que presentan los aislamientos (KATARIA et al., 1991).
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Otras préacticas para el manejo de este patdégeno son la seleccion de
semilla, destruccion de los residuos, rotacion de cultivos, manejo del agua y uso
de fertilizantes y cal, ademas del control biolégico y la solarizacion del suelo que
se han desarrollado con la finalidad de reducir la incidencia de las
enfermedades del suelo (MUNOZ et al., 2001).

El uso de semilla sana o tratada con fungicidas es importante,
especialmente cuando se cultiva en suelos que no han tenido papas y por lo

tanto, el in6culo del suelo tiene menos importancia (BAINS et al., 2002).

Otras medidas de control para este patdgeno incluyen la rotacién de
cultivos con gramineas por un periodo de tres a cuatro afios, para reducir el
indculo del suelo. Realizar plantaciones a una profundidad media de 15 cm y

efectuar la aporca 20 a 30 dias después de la brotacion.

Los cultivares de papa tienen distinta susceptibilidad a este patégeno,
por lo que el uso de variedades resistentes constituye una forma de disminuir la
incidencia de la enfermedad (RIBEIRO et al. 1996; BAINS et al., 2002).
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3. MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias,
como parte del Proyecto de Control Integrado de papas (Fondo SAG-Papas 24 -
10 -100)

3.1 Materiales.

A continuacién se detallan los materiales utilizados durante el ensayo.

3.1.1 Material biolégico. En la fase experimental de este estudio se
utilizaron tubérculos de papa de diversos cultivares provenientes de 10 predios
ubicados en diferentes zonas agrocliméticas de la Décima Region de Chile, con
sintomas evidentes de “costra negra”, a partir de los cuales se aislaron
esclerocios de R. solani. Para realizar las pruebas de patogencidad se utilizaron

esquejes de plantas de papa cv Desireé.

3.1.2 Material e instrumental de laboratorio. Para el desarrollo de la parte
experimental se utilizd6 el siguiente instrumental de laboratorio: autoclave
Quimis, balanza analitica Sartorius Basic Cientec (Modelo BA-610), camara de
flujo laminar Labconco (Modelo 36139-00B), camara de incubacion Heraeus
(Modelo BK-600), estufa esterilizadora de aire caliente Memmert (Modelo ULM-
500), destilador de agua GFL (Modelo 2008), microondas Somela, camaras
bioclimaticas, microscopio 6ptico Motic y lupa estereoscopica Motic. Dentro de
los materiales de laboratorio se utilizO ademas un micrémetro objetivo,
micrometro ocular, refrigeradores, matraces Erlenmeyer, matraces aforados,
tubos de ensayo (9 ml), placas Petri (9 cm de didmetro), vasos de precipitado,

probetas, pipetas, embudo, asa de siembra, pinzas, bisturi, agua destilada,



28

alcohol de quemar, alcohol 96%, algoddén hidréfilo, algodon Cardé, parafina
sélida, parafilm, gasa estéril, papel absorbente estéril, bandejas de plastico, y

bolsas plasticas transparentes.

3.1.3 Reactivos. Los reactivos utilizados en la fase experimental fueron los
siguientes: hipoclorito de sodio (producto comercial al 5%), anilina al 0,5% en

lactofenol, Twin 20, acido lactico al 25%.

3.1.4 Medios de cultivo. Como medio de cultivo standard para el
crecimiento de R. solani se utilizé agar papa dextrosa (APD) Merk® al 2%, que
para algunas metodologias fue acidificado con 20-30 gotas por litro de acido

lactico al 25 % para inhibir el desarrollo bacteriano.

3.2 Método.
A continuacibn se describe la metodologia empleada en esta

investigacion.

3.2.1 Obtencion de los aislamientos.

Para obtener los aislamientos a partir de diferentes predios de la Décima
Region se realiz6 una seleccion de los tubérculos, luego de lo cual se llevo a

cabo la metodologia para la extraccion de los esclerocios.

3.2.1.1 Seleccién de las muestras. Con el objetivo de evaluar otras
enfermedades en tubérculos, ademas de costra negra, durante la época de
cosecha en el desarrollo inicial del proyecto, se obtuvieron 100 tubérculos de
cada uno de 10 predios ubicados en diferentes localidades de la Décima Regidn

de los Lagos.
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En el Cuadro 3 se indican los predios, localidades y cultivares a partir de
los cuales se obtuvieron los tubérculos y la Figura 1 muestra la ubicacién

geografica de cada predio.

CUADRO 3 Numero de predio, agricultor, localidad y cultivar a partir de

los cuales fueron obtenidos los tubérculos.

N° Predio Agricultor Localidad Cultivar
1 Gerardo Karachén Los Muermos Desireé
2 Guido Klenner Los Muermos Cardinal
3 Cirilo Calisto Los Muermos Desireé
4 Abel Bahamonde Los Muermos Desireé
5 Julian Pérez Los Muermos Desireé
6 Semillas SZ Casma Monalisa
7 Semillas SZ Macal Kennebec
8 Semillas SZ Colegual Asterix
12 Prosepa Loncotoro Desireé
16 Ciro Neumann La Paloma Yagana
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FIGURA 1 Ubicacion geografica de los predios a partir de los cuales se

obtuvieron los aislamientos de R. solani.
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Una vez realizadas las evaluaciones pertinentes, se seleccionaron 20
tubérculos con signos o esclerocios sobre la superficie y a partir de ellos, se
aislaron aquellos de mayor tamafo y ubicados en forma aislada. Debido al gran
namero de aislamientos, en este ensayo s6lo se procesaron 10 predios y de
cada tubérculo seleccionado se aisl6 aproximadamente el 10% de los
esclerocios.

Cabe sefialar que para algunas localidades se aislé un bajo numero de
esclerocios, debido a la escasa presencia de signos de la enfermedad.

3.2.1.2 Desinfeccion de los tubérculos. Para eliminar todo residuo de suelo
adherido a los tubérculos, éstos fueron lavados en agua corriente por 45
minutos. Posteriormente, fueron inmersos en una solucion al 5% de hipoclorito
de sodio (producto comercial de concentracion 5 %), durante dos minutos, para
después realizar tres enjuagues con agua destilada estéril, a fin de eliminar el
exceso de hipoclorito de sodio. Por ultimo, los tubérculos fueron secados con
papel absorbente estéril.

Bajo la camara de flujo laminar se procedio a extraer en forma individual
cada esclerocio sobre un papel filtro estéril, dividiendo éste en tres porciones
aproximadamente iguales, con ayuda de una pinza y bisturi previamente

flameado y enfriado en el agar, como se indica en la Figura 2.

3.2.1.3. Obtencion de cultivos puros. Para mayor seguridad en la obtencion de
cultivos puros, cada uno de los trozos obtenidos a partir de un esclerocio fue
sembrado en una placa Petri de 9 cm de diametro con APD acidificado con
acido lactico, de manera que cada aislamiento fue cultivado simultaneamente
tres veces. Al mismo tiempo, en cada placa se sembraron trozos provenientes
de 5 a 6 aislamientos distintos, dispuestos en forma equidistante en el borde de
la placa. Las placas fueron rotuladas indicando el nimero de predio, nUmero de

tubérculo y numero de esclerocio.
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Como muestra la Figura 2, los aislamientos fueron incubados en camara

de cultivo a 20 °C durante 48 horas, hasta el desarrollo inicial de micelio.

Con la finalidad de eliminar toda contaminacion y obtener un cultivo puro,
cada aislamiento fue repicado a otra placa Petri con APD acidificado,
descartandose de forma inmediata cualquier cultivo que no correspondiera a R.
solani. Los cultivos puros fueron incubados nuevamente a 20°C por 48 horas
para luego ser transferidos a 3 tubos de ensayo con APD inclinado para
constituir un cepario. Los tubos se incubaron igualmente a 20°C y una vez
desarrollado el hongo, hasta la formacion de esclerocios, fueron sellados en
forma definitiva con parafina sélida y parafilm para evitar su deshidratacion, y
ser guardados en refrigerador a 5°C. De los tres tubos de cada aislamiento, uno
de ellos fue utilizado para la caracterizacion morfolégica de la especie y otro se

uso en las pruebas de patogenicidad.
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FIGURA 2 Representacion esqueméatica del procedimiento para
obtencion de cultivos puros de R. solani.
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3.2.2 Paradmetros evaluados. Los parametros evaluados consistieron en la
caracterizacion morfolégica de todos los esclerocios aislados y el grado de

patogenicidad observada para un porcentaje de los aislamientos.

3.2.2.1 Caracterizacion morfologica de los aislamientos. Un total de 750
aislamientos obtenidos de esclerocios fueron evaluados a partir de su
morfologia, coloracion del micelio y formacion de esclerocios en medio de
cultivo y mediante las caracteristicas de las hifas mencionadas por PARMETER

y WHITNEY (1970), que determinan a la especie R. solani.

3.2.2.1.1 Tipo de crecimiento en medio de cultivo. Para esta evaluacion, cada
aislamiento fue cultivado en APD al 2% a 25°C, observandose al cabo de 5y 15
dias, el color y tipo de crecimiento del micelio, ademas de la forma, coloracion y

distribucion de los esclerocios en la placa de cultivo.

3.2.2.1.2 Caracteristicas de las hifas. Para estudiar las caracteristicas de los
aislamientos. éstos fueron cultivados segun el método descrito por BAIRD et al.
(1996), en placas Petri de 9 cm de diametro, con agar papa dextrosa (APD) al

2%, durante 6 dias a 25 °C en ausencia de luz.

Se observo la coloracion de hifas adultas de 6 dias de crecimiento,
mediante comparacion con una carta de colores de suelos. En las mismas hifas
se observaron al microscopio las otras caracteristicas miceliales tales como
ramificacion de las hifas en angulo recto cerca del septo distal de las células
jovenes, formacion de un septo y constriccion de la ramificacion cerca del punto

de origen.

3.2.2.1.3 Diametro de las hifas. El diametro de las hifas se determin6 para cada
aislamiento, midiendo con ayuda de un micrémetro ocular y un micrémetro
objetivo, 3 células de cada aislamiento en las mismas hifas adultas en que se

observaron las caracteristicas mencionadas en el punto anterior.
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3.2.2.1.4 Ceélulas multinucleadas. Para la identificacion de las células
multinucleadas de todos los aislamientos, se utilizé el método rapido de tincién
de nucleos descrito por HERR (1979), para lo cual una solucibn mojante de
Twin 20 acidificada con acido lactico al 85% fue depositada sobre las hifas de
cada aislamiento, que luego de unos minutos fueron tefiidas con una gota de
anilina azul al 0,5% en lactofenol e inmediatamente observadas al microscopio
optico (40X).

3.2.2.2 Determinacion de patogenicidad. Del total de aislamientos
caracterizados, se seleccionaron al azar 98 de ellos para realizar pruebas de
patogenicidad, lo que constituyd aproximadamente el 13% de los esclerocios
aislados de la mayoria de los predios. Para aquellos predios que presentaron
bajo numero de esclerocios aislados, las pruebas de patogenicidad se

realizaron con un porcentaje mayor de aislamientos.

3.2.2.2.1 Obtencion del inéculo. A partir de los tubos con cultivo puro, se
extrajo un trozo de agar con micelio, que fue sembrado en placas Petri de 9 cm
de diametro con APD al 2% y fue llevado a estufa de incubacion a 25° C. El
in6culo estuvo constituido por un pequefio trozo de micelio con un resto de
medio de cultivo que fue extraido con aguja previamente flameada a partir del
margen de cada cultivo puro de R. solani en crecimiento activo, cuya edad al
momento de la inoculacion fue de 5 dias segun la metodologia descrita por
BAIRD et al. (1996).
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3.2.2.2.2 Inoculacion de los esquejes. Los esquejes de tallo de
aproximadamente 7 cm de largo y una hoja, usados para realizar la inoculacion
fueron extraidos con un bisturi desinfectado en alcohol de 96% a partir de

plantas adultas de papa cv Desireé.

Los esquejes fueron previamente lavados en agua corriente durante 30
minutos y luego desinfectados sumergiéndolos en una solucién de hipoclorito
de sodio al 10% (soluciébn comercial al 5%) por 2 minutos, seguido de tres

enjuagues con agua destilada estéril.

Como se puede observar en la Figura 3, cada uno de los aislamientos
fue inoculado, facilitando la penetracion del hongo mediante una herida
producida en la axila de la hoja con un bisturi previamente flameado, y sobre
esta herida se depositd el trozo de micelio de cada aislamiento. Para evitar
cualquier contaminacion, este procedimiento fue realizado bajo la camara de

flujo laminar.

El ensayo estuvo constituido por 98 aislamientos seleccionados del
cepario, ademas de un aislamiento de AG 3 usado como control positivo (por
ser el grupo mas patogénico a papa) y un testigo que fue inoculado con un trozo
de APD estéril, segun lo indicado por CARLING y LEINER (1990a).

Para dar las condiciones adecuadas de humedad y temperatura, los
esquejes inoculados fueron puestos en una camara humeda a temperatura
ambiente de 25-30 °C, que corresponde a la temperatura éptima de crecimiento
sefalada por CARLING y LEINER (1990b), para la mayoria de los AG de R.

solani.
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Micelio de 5 dias de
crecimiento

Trozo de micelio con
agar inoculado sobre la
herida realizada en el
esqueje

Los esquejes inoculados son
puestos en cAmara himeda
(100% HR y 25-30°C)

Luego de 6 dias, los
esquejes son
evaluados de
acuerdo a una escala
de grado de necrosis

FIGURA 3 Representacion esquematica del procedimiento para la

inoculacion de esquejes.
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Se realizaron 6 repeticiones constituidas de un esqueje inoculado para
cada uno de los 98 esclerocios de patogenicidad desconocida, ademas del

testigo y el aislamiento de AG 3.

Al cabo de 6 dias los esquejes fueron evaluados para observar la

presencia de necrosis causada por el patégeno sobre el tejido.

Cada aislamiento fue evaluado de acuerdo al grado de necrosis
producido mediante una estimacion visual bajo lupa estereoscoépica, Yy

clasificado en base a una escala de 0-4, como se detalla en el Cuadro 4.

CUADRO 4. Escala de evaluacién para el grado de necrosis.

Grado Porcentaje de necrosis o pudricion
0 No hay evidencia de necrosis
1 Evidencia de necrosis alrededor del punto de inoculacion o

hasta 25% del tejido con necrosis o pudricion

2 Sobre 25% o0 hasta 50% del tejido con necrosis 0
estrangulamiento del esqueje

3 Sobre 50% o hasta 75% del tejido con necrosis o pudricion y
estrangulamiento del esqueje

4 Sobre 75% de necrosis o pudricion completa del esqueje

3.2.3 Analisis de los resultados. Con respecto a la caracterizacion
morfologica de los aislamientos, éstos fueron agrupados en tipos de crecimiento
de acuerdo a la coloracién del micelio, tipo de crecimiento y caracteristicas de
los esclerocios en medio de cultivo. Fueron caracterizados como R. solani,
todos aquellos aislamientos que presentaron las caracteristicas miceliales

descritas.
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En cuanto a las pruebas de patogenicidad realizadas para los 98
aislamientos escogidos del total de cultivos puros, ademas de AG 3 y un testigo,
los resultados de los grados de necrosis producidos no fueron sometidos a
analisis estadisticos por corresponder a una variable categorica. Se
consideraron patogénicos aquellos esclerocios que presentaron una mediana
de grado de necrosis superior o igual a uno y no patogénicos aquellos en que la

mediana fue igual a cero.

En la Figura 4, se observan los diferentes grados de dafio producidos por
los aislamientos en los cuales se basaron las categorias de la escala de

evaluacion.

FIGURA 4 Grados de necrosis producidos por los aislamientos.
De izquierda a derecha: grado O, grado 1, grado 2, grado 3,
grado 4.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En Chile, el SAG (1982), menciona la importancia y amplia distribucion
de R. solani en suelos agricolas. Sin embargo, la multiplicidad de formas y la
complejidad de la especie hacen necesario el estudio de algunas de las
caracteristicas, que pueden ser Utiles en la basqueda de resistencia al patégeno

en el germoplasma chileno de papas y de nuevas formas de control.

Las caracteristicas que diferencian a la especie y los aspectos
involucrados en el desarrollo de la enfermedad y el grado en que ésta ocurre,

demuestran la variabilidad y complejidad del patégeno al atacar al cultivo.

Con respecto a lo anterior, OGOSHI (1987), sefiala que las diferencias
entre cepas pueden expresarse mediante su apariencia en medios de cultivo,
morfologia, fisiologia o ecologia, anastomosis de sus hifas y patogenicidad. Los
resultados obtenidos en los ensayos relacionados con las caracteristicas
morfologicas y de patogenicidad de los aislamientos se presentan y discuten a

continuacion.

4.1 Aislamiento y obtencion de cultivos puros.

Se aislaron 750 esclerocios a partir de tubérculos de papa con sintomas
evidentes de costra negra y el procedimiento utilizado para obtener cultivos
puros, realizado de acuerdo a lo sugerido por SCHNETTLER (1993), resulté

efectivo para el aislamiento de este patégeno.

Al igual que los resultados obtenidos por SCHNETTLER (1993), fue
posible aislar cultivos puros y mantenerlos en buenas condiciones para realizar

las evaluaciones mencionadas en los objetivos.
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El método utilizado resultd relativamente simple, con respecto a otras
técnicas usadas para el aislamiento a partir del suelo de los campos de cultivo o
a partir de partes de la planta infectadas, con el propésito de realizar estudios
de patogenicidad o de caracterizacion morfolégica, ya que en estos casos se
requieren medios selectivos o modificados con antibioticos y/o funguicidas para
privilegiar el crecimiento de R. solani sobre otros hongos, bacterias y
organismos propios del suelo, ademas de complicados procesos de

desinfeccion de las plantas.

La desinfeccion de los tubérculos, previo a la extraccion de los
esclerocios, ademas de la acidificacion del medio de cultivo con acido lactico
permitié aislar los esclerocios casi sin presencia de contaminantes. Queda
clara, entonces, la importancia de la desinfeccién de los tubérculos con una
concentracién adecuada de hipoclorito de sodio y la exposicion del esclerocio
por un tiempo suficiente que asegure la eliminacion de microorganismos propios
del suelo, preservando Unicamente las cepas de R. solani. El lavado de los
tubérculos antes de la extraccion de los esclerocios, disminuye
significativamente las posibilidades de contaminacion, junto con resaltar la

presencia de éstos para evitar confundirlos con restos de suelo.



42

4.2 Caracterizacion morfolégica de los aislamientos. A partir de
tubérculos provenientes de 10 predios ubicados en diversas localidades de la

Décima Region se aislaron 750 esclerocios, como muestra el Cuadro 5.

CUADRO 5 Numero de tubérculos analizados y esclerocios aislados por

predio.

N° Predio Agricultor Cultivar Tuggrgﬁlos Esé\II(:r((j)iios
1 Gerardo Karachon  Desireé 19 170
2 Guido Klenner Cardinal 20 104
3 Cirilo Calisto Desireé 20 93
4 Abel Bahamonde Desireé 18 87
5 Julidn Pérez Desireé 6 11
6 Semillas Sz Monalisa 5 5
7 Semillas SZ Kennebec 4 7
8 Semillas SZ Asterix 5 6
12 Prosepa Desireé 20 147
16 Ciro Neumann Yagana 20 120

Total 137 750

Como muestra el Cuadro 6, el total de aislamientos present6 las caracteristicas
de las hifas descritas por PARMETER y WHITNEY (1970), que determinan a la
especie, confirmandose que el total de cultivos aislados a partir de esclerocios

correspondio a R. solani.
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CUADRO 6 Porcentaje de aislamientos que presentaron las

caracteristicas que determinan a la especie R. solani.

Caracteristicas de las hifas que Porcentaje de total de aislamientos
determinan a la especie que presentaron las caracteristicas
Ramificacion de las hifas en angulo 100%
recto
Constriccién de la ramificacion 100%
Formacién de un septo cerca del 100%
punto de origen
Diametro de las hifas superior a 6 um 100%
Células multinucleadas 100%
Células monilioides 100%

4.2.1 Caracteristicas miceliales. Las caracteristicas que definen a la
especie como ramificacién en angulo recto cerca del septo distal de las células
de la hifa (1), constriccion de la ramificacion (2) y formacién de un septo en ella,
cerca del punto de origen (3), fueron observadas como muestra la Figura 5, en
hifas adultas de 6 dias, aunque algunas de estas caracteristicas fueron
variables en las zonas de avance de la colonia o cuando el micelio es aun muy
joven, como han sefialado PARMETER y WHITNEY (1970).
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FIGURA 5 Caracteristicas miceliales de R. solani.

4.2.2 Diametro de hifas. La observacion del diametro de las hifas indic6 que
todos los aislamientos caracterizados presentaron un didmetro superior a 6 pm
en promedio para las tres células medidas, con una variacion entre 6-11 um.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por CARLING et al. (2002) y
corresponden con el diametro superior a 6 um sefialado por PARMETER vy
WHITNEY (1970) como una caracteristica que define a R. solani y permite
diferenciarla de otras especies de Rhizoctonia.

4.2.3 Células multinucleadas. La tinciébn nuclear con anilina azul sugerida
por HERR (1979) permitié diferenciar células multinucleadas en micelio de
crecimiento activo de 4-5 dias y debido al gran nimero de aislamientos, sélo se
evalud la presencia de mas de dos nudcleos por célula para las 750 cepas
sometidas a caracterizacion morfolégica, lo que coincide con un promedio de 6
nucleos por célula obtenidos por CARLING et al. (2002) y por YANG et al.
(1996), mediante una técnica similar. Los resultados de esta evaluacion
cumplieron con la caracteristica de células multinucleadas descrita por
PARMETER y WHITNEY (1970).
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La técnica usada fue til para la visualizacion de los ndcleos y constituye
un método rapido y facil de aplicar a un gran nimero de cepas. Tal como fue
sefialado por HERR (1979), los nucleos se observaron con mayor nitidez en las
células jovenes que constituyen la hifa, como se observa en la Figura 6 y tal
como indica el mismo autor, las preparaciones perdieron calidad con el tiempo y

a pesar de mantenerse refrigeradas, debieron ser fotografiadas de inmediato.

Como fue indicado por HERR (1979), las hifas son dificiles de mojar, lo
gue justifica el uso de solucion mojante para dar mayor consistencia y facilitar la
tincion de los ndcleos, aun cuando para muchos aislamientos esta observacion

fue dificil y debi6 repetirse varias veces.

FIGURA 6 Células multinucleadas de R. solani

4.2.4 Células monilioides. En todos los aislamientos, previo a la formacién
de esclerocios se observaron densos agregados de células monilioides de
forma de barril (Figura 7), que en la mayoria de los aislamientos se formaron
primeramente al centro de la colonia y luego cubrieron toda la superficie del
medio de cultivo para constituirse en esclerocios, mientras que en otras cepas

se distribuyeron al azar sobre el medio de cultivo.
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FIGURA 7 Células monilioides de R. solani.

425 Tipo de crecimiento. Dentro de los primeros 3 dias de incubacion a
25°C, todos los cultivos presentaron un micelio incoloro, alcanzando alrededor
de los 5 a 6 dias el borde de la placa con medio de cultivo agar papa dextrosa.

Dentro de la caracterizacion morfoldgica, los aislamientos mostraron gran
variabilidad en cuanto a su apariencia en medio de cultivo, tal como han
observado STEVENS et al. (1993), entre aislamientos provenientes de distintos
hospederos y BAINS y BISHT (1995), en distintos AGs.

PARMETER y WHITNEY (1970) y KEIJER et al. (1996), consideran a R.
solani como un complejo de hongos morfolégicamente similares pero variables
en cariotipo, que muestran diferente apariencia y caracteristicas de crecimiento

en medio de cultivo.

Ademas del color y crecimiento del micelio en medio de cultivo, muchos
aislamientos formaron esclerocios de caracteristicas diferentes, de manera que
del total de aislamientos evaluados para estos parametros, fue posible distinguir
cuatro tipos de crecimiento, los cuales se resumen en el Cuadro 7 y se

describen posteriormente.
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CUADRO 7 Caracteristicas de los tipos de crecimiento.

Tipo de Color del Tipo de crecimiento Color y forma de los
Crecimiento micelio del micelio esclerocios
1 Café Micelio adherido al|Esclerocios de color café,
medio de cultivo formas indefinidas, en
aglomerados y sobre el agar
2 Café rojizo Micelio mas | Esclerocios de color café
abundante que el tipo | rojizo, pequeiio tamafnio,
1 y adherido al medio | individuales e inmersos en el
de cultivo agar
3 Amarillo claro |Micelio aéreo muy|Escasa o nula formacién de
(casi blanco) |abundante esclerocios, tamafio  muy
pequefio y color café muy
oscuro, individuales e
inmersos en el agar
4 Amarillo claro |Micelio aéreo muy |Escasa formacion de
(casi blanco) |abundante esclerocios, de color casi
negro y pequefio tamano,
individuales e inmersos en el
agar

4.2.5.1 Crecimiento tipo 1. Este tipo de crecimiento se observé para 735 de los
aislamientos de R. solani evaluados en este estudio lo que constituy6 el 98% y

se encontrd en aislamientos provenientes de diversos predios (Cuadro 8).

Aproximadamente luego de 4-5 dias de cultivo, los aislamientos
de

transformandose después de 6-7 dias en hifas adultas con diversas tonalidades

caracterizados dentro este tipo adquirieron un tono amarillo,
de color café, que crecieron adheridas al medio de cultivo, tal como mencionan
CASTRO et al. (1983), STEVENS et al. (1993) y BAINS y BISHT (1995),
quienes observaron estas caracteristicas en varias cepas de AG 3 obtenidas de

plantas de papa.

Este tipo de crecimiento también fue observado en la cepa de AG 3
utilizada en esta investigacion, pero no se puede afirmar que los aislamientos

caracterizados dentro de este tipo pertenezcan a AG 3, ya que BAIRD et al.
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(1996), observaron similares caracteristicas en cepas de AG 7, ademas de
YANG et al. (1996), quienes las mencionan para cepas de AG 9, CARLING et
al. (1994) para AG 11, y CARLING et al. (1999) para AG 12, por lo tanto, este

tipo de crecimiento, no seria Unico para cepas de AG 3.

Como se observa en la Figura 8, a los 15 dias, los aislamientos
caracterizados dentro de este tipo han adquirido una coloracién café con

abundante produccion de esclerocios del mismo color.

FIGURA 8 Crecimiento tipo 1 en medio de cultivo APD.

a) micelio de 5 dias, b) micelio de 15 dias.

Los aislamientos correspondientes a este grupo, formaron abundantes
esclerocios de color café y diversas formas, que crecieron sobre el medio de
cultivo. Este tipo de esclerocios fue observado para la mayoria de los
aislamientos de R. solani, junto con la cepa de AG 3 usada como control
positivo en esta investigacion. Estas caracteristicas han sido descritas para AG
3 por BAINS y BISHT (1995) y para AG 7 por BAIRD et al. (1996), YANG et al.
(1996), sefialan ademas que estos esclerocios pueden alcanzar un didmetro

superior a 2 mm.
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Los esclerocios comenzaron a formarse a partir del punto de inoculacion
aproximadamente luego de 7 dias, para distribuirse por toda la superficie del
medio de cultivo en forma individual o en agregados cubriendo incluso varios
milimetros, lo que fue observado por YANG et al. (1996) y CARLING et al.

(2002), en cepas de varios grupos de anastomosis.

CARLING et al. (2002), sefialan que los esclerocios se forman por una
condensacion del micelio, y que durante el inicio del crecimiento, éstos
presentan una coloracion hialina a blanco amarillento y pequefio tamafio pero
posteriormente adquieren un color café oscuro, sin formas definidas y por lo
general en agregados, como se muestra en la Figura 9. Cabe sefalar que
muchas veces los esclerocios se forman sobre los anillos de micelio de color

oscuro que forman algunos aislamientos.

FIGURA 9 Formacién de esclerocios en tipo de crecimiento 1.

4.25.2 Crecimiento tipo 2. Cinco aislamientos provenientes del predio 7,
gue constituyeron el 0,5% del total, se caracterizaron dentro de este tipo y como
muestra la Figura 10, estas cepas formaron un micelio aéreo mas abundante
que en el tipo 1, incoloro al principio, pero que luego fue adquiriendo un color
amarillo y por ultimo un color café rojizo.
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FIGURA 10 Crecimiento tipo 2 en medio de cultivo APD.

a) micelio de 5 dias, b) micelio de 15 dias.

Este tipo de crecimiento se diferencio del tipo 1 principalmente por las
caracteristicas de sus esclerocios, ya que se formaron en menor cantidad que
en el Tipo 1 y fueron de color café rojizo y pequefio tamafio (1 mm), como
muestra la Figura 11, se distribuyeron individualmente e inmersos en el medio
de cultivo, tal como observaron CARLING et al. (1999) en cepas de AG 12,

sefialando que a veces formaron agregados.

FIGURA 11 Formacion de esclerocios en tipo de crecimiento 2.
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4.2.5.3 Crecimiento tipo 3. Este tipo de crecimiento se observO en 6
aislamientos provenientes de los predios 6, 7 y 8, lo que corresponde a un 0,8%
del total de esclerocios aislados (Cuadro 7). Estas cepas produjeron abundante
micelio aéreo de color casi blanco, méas claro que los tipos 1y 2, caracteristicas
muy similares a las descritas por O'SULLIVAN y KAVANAGH (1991) para AG 2
y AG 5. BAIRD et al. (1996), las observaron en AG 4 y BAINS y BISHT (1995),
en AG 5, haciendo referencia so6lo al color claro y no a un micelio aéreo
abundante. Al mismo tiempo, CARLING et al. (1994), describieron este tipo de
crecimiento en cepas de AG 11.

A medida que los cultivos maduraron, el micelio comenzé a adherirse al
medio de cultivo, tal como lo sefalado por CARLING et al. (1999), en
aislamientos de AG 12.

Como se observa en la Figura 12, éstas caracteristicas se mantuvieron
por mas de 15 dias, observandose una pequefia coloracion café oscura en el
centro de la placa.

FIGURA 12 Crecimiento tipo 3 en medio de cultivo APD.
a) micelio de 5 dias, b) micelio de 15 dias.
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Al contrario de lo observado en los demas tipos de crecimiento, estos
aislamientos presentaron escasa o nula formacién de esclerocios, tal como
observaron BAINS y BISHT (1995), en cepas de AG 5y CARLING et al. (1999),
en aislamientos de AG 12. Algunos esclerocios se formaron mucho tiempo
después que en los otros tipos, con un tamafio muy reducido y color oscuro,
ademas de crecer en forma individual, principalmente en los bordes de la placa.

4.2.5.4 Crecimiento tipo 4. Este tipo de crecimiento se observé en 5 cepas
provenientes de los predios 6 y 8, lo que corresponde al 0,7% del total de
aislamientos caracterizados. Como muestra la Figura 13, al igual que en el Tipo
3, se observd formacién de abundante micelio aéreo de color claro (casi
blanco), que mantuvo este color por mas de 20 dias, tal como lo observado por
CARLING et al. (2002), en aislamientos de AG 13, quienes a diferencia de
nuestros resultados, sefialan que el micelio mostré6 posteriormente una
tonalidad café oscuro. El tipo de esclerocios formados permitié diferenciar estos
aislamientos del tipo de crecimiento 3 ya que las caracteristicas del micelio

fueron muy similares.

FIGURA 13 Crecimiento tipo 4 en medio de cultivo APD.
a) micelio de 5 dias, b) micelio de 15 dias.
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Como muestra la Figura 14, éstos aislamientos mostraron escasa
formacion de esclerocios, de pequefio tamafio (menor a 1 mm), color café muy
oscuro (casi negro) y que crecieron en forma individual, inmersos en el agar y

sin presencia de exudado, similar a lo observado por BAIRD et al. (1996).

FIGURA 14 Formacion de esclerocios en tipo de crecimiento 4.

Como se puede observar en las respectivas figuras, las cepas
caracterizadas dentro de los tipos 3 y 4 mantuvieron un micelio de color claro
por mas de 15 dias, al contrario de lo sucedido para los aislamientos 1y 2,

cuyos micelios habian adquirido un color café al cabo de este tiempo.

Las cepas correspondientes al tipo de crecimiento 1, que constituyeron
un alto porcentaje de los aislamientos analizados en esta investigacion,
formaron esclerocios en la superficie y un menor nimero de cepas que se
caracterizaron dentro de los tipos de crecimiento 2, 3 y 4 exhibieron esclerocios
de pequeiio tamafio e inmersos en el medio de cultivo, tal como lo observado
por CARLING et al. (2002).
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Es importante sefalar que las caracteristicas de crecimiento, coloracion
del micelio y formacion de esclerocios no permiten diferenciar entre grupos de
anastomosis, ya que segun sefialan diversos investigadores, las diferentes

caracteristicas se pueden encontrar simultdneamente en varios grupos.

Muchos de los aislamientos formaron anillos concéntricos de micelio
claro y oscuro sobre el agar, aparentemente en los primeros estados de
crecimiento, pero posteriormente tendieron a desaparecer como confirman
CARLING et al. (1994), o formaron esclerocios sobre el micelio de color oscuro,
tal como muestra la Figura 15. Estos anillos concéntricos también fueron
observados por YANG et al. (1996), en cepas de AG 9, mientras que CARLING
et al. (1999), las menciona en aislamientos de AG 12 y CARLING et al. (2002),
en cepas de AG 13, por lo tanto se puede asumir que esta no es una
caracteristica propia de un grupo de cepas, ya que fue observada en muchas

de ellas, incluso en la cepa de AG 3 incluida en esta investigacion.

T T
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FIGURA 15 Anillos concéntricos formados por algunos aislamientos en
medio de cultivo APD.
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CUADRO 8 Numero y porcentaje de cepas de R. solani caracterizadas
para cada tipo de crecimiento.

Tipo de crecimiento  N° de cepas aisladas % del total de aislamientos
1 734 98%
2 5 0,7%
3 0,8%
4 5 0,7%
Total 750 100%

Los resultados con respecto a la apariencia de los aislamientos en medio
de cultivo demuestran que existe variabilidad entre las cepas de R. solani
analizadas, diferencias que concuerdan con lo sefialado anteriormente por
PARMETER y WHITNEY (1970), y han hecho que muchos investigadores como
OGOSHI (1987), CASTRO (1989) y CARLING y LEINER (1990a), entre otros,

hayan agrupado las variantes de acuerdo a grupos de anastomosis.

Aun cuando no se realizaron pruebas de anastomosis a las cepas
estudiadas, es posible que la mayoria de ellas corresponda a AG 3, ya que en
Chile se conoce como el grupo mas patogénico y distribuido en el cultivo de la
papa y estudios como los realizados por DELGADO et al.(2003) y CASTRO et
al. (2003), mencionan soélo la existencia este grupo de anastomosis en
aislamientos provenientes de esclerocios en la X Region. Sin embargo,
ANDRADE y GUTIERREZ (1990), determinaron la presencia de AG 3y AG 4

en aislamientos provenientes de plantas de papa en el sur de Chile.

A pesar de las diferencias encontradas en cuanto a la apariencia de los
aislamientos en medio de cultivo, las caracteristicas y el didmetro de las hifas,
ademas del numero de nucleos por célula, permitieron clasificar a los 750
aislamientos dentro de los rangos descritos previamente por PARMETER y
WHITNEY (1970), CARLING et al. (1987) y OGOSHI (1987) para R. solani.
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El Cuadro 9 indica que a partir de la mayoria de los predios se aislaron
cepas con tipo de crecimiento 1 y que los tipos de crecimiento 2, 3 y 4 fueron
obtenidos de tubérculos de los cultivares Monalisa, Kennebec y Asterix, los
cuales han sido introducidos recientemente y no son cultivados en gran
cantidad en la zona sur de nuestro pais. Se puede indicar, por lo tanto, que
existe una relacion entre el cultivar de papa y el tipo de cepa que se desarrolla
mejor en ella y que algunos aislamientos de caracteristicas particulares se

desarrollan mejor en determinados cultivares.

CUADRO 9 Tipos de crecimiento caracterizados en los distintos predios.

Tipos de crecimiento

Predio Localidad Variedad de papa
1 2 3 4
1 Los Muermos Desireé X
2 Los Muermos Cardinal X
3 Los Muermos Desireé X
4 Los Muermos Desireé X
5 Los Muermos Desirée X
6 Casma Monalisa X X X
7 Macal Kennebec X X
8 Colegual Asterix X X X
12 Loncotoro Desireé X
16 La Paloma Yagana X

MORDUE et al. (1996), agregan que la produccién de esclerocios es muy
variable y a veces esta relacionada con los grupos de anastomosis o0 con la
patogenicidad en terreno, y que es de gran importancia la diferente habilidad de
los aislamientos para producir esclerocios, el inéculo proveniente del suelo o del

tubérculo y la sobrevivencia de aquellos aislamientos saprofitos.
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Diferencias en los tipos de crecimiento y patogenicidad que se
describiran mas adelante sugieren que podria tratarse de distintos grupos de
anastomosis o subgrupos dentro de ellos, como fue observado por STEVENS et
al. (1993). A este respecto, CASTRO et al. (1983) y CARLING (1996), sefialan
que las agrupaciones de R. solani no siempre estan asociadas a diferencias de
patogenicidad o anastomosis, sino también a diferencias morfologicas y otras
propiedades fisicas de las colonias. YANG et al. (1996), agregan que dentro de
un mismo grupo de anastomosis se pueden encontrar diferentes caracteristicas
culturales y de patogenicidad con respecto a determinados hospederos y
BAIRD et al. (1996), mencionan, ademas, variaciones en la velocidad de

crecimiento de diferentes AGs y entre cepas de un mismo AG.

SWEETINGHAM et al. (1986), separaron aislamientos de R. solani de
acuerdo a diferencias bioquimicas como patrones de zimogramas pécticos,
demostrando que aislamientos con caracteristicas culturales y patogénicas
similares, corresponden con las agrupaciones basadas en marcadores RAPD.
Resultados similares obtenidos por BALALI et al. (1995), sugieren una relaciéon
de los grupos de zimogramas con la morfologia de los esclerocios en los
tubérculos y con los sintomas producidos. MORDUE et al. (1996), agregan que
los distintos AGs varian en cuanto a su sensibilidad a los fungicidas,

crecimiento, zonacién y produccién de esclerocios y pigmentos.

Los mismos autores indican que la caracterizacion in vitro se refleja
funcionalmente en diferencias de patogenicidad y al mismo tiempo, las
diferencias de patogenicidad sugieren propiedades funcionales para

caracterizacion.

Cualquier estudio que involucre caracteristicas morfolégicas de R. solani
debe tener en cuenta la influencia del medio de cultivo, temperatura de
incubacién, luz y otras condiciones ambientales y a pesar de que las
caracteristicas morfolégicas y citolégicas que PARMETER y WHITNEY (1970),
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describen para esta especie tienen una base genética, SNEH et al. (1991),
agregan que muchas de ellas tienen una significancia funcional por la

variabilidad genética entre los distintos aislamientos.

Las diferencias morfolégicas con respecto a las caracteristicas del
micelio y a los diferentes tipos de esclerocios que los aislamientos exhibieron en
medios de cultivo, si bien, no son suficientes para diferenciar entre grupos de
anastomosis, indican que es posible encontrar cepas distintas (AGs o
subgrupos) de R. solani en una misma zona geogréfica o incluso en un mismo
tubérculo, lo que demuestra la gran variabilidad genética de esta especie. Estas
pruebas preliminares justifican la realizacion de pruebas de anastomosis,
ademas del estudio de la patogenicidad en condiciones in vitro y en terreno. En
este sentido, BAIRD et al. (1996), concuerdan en que el estudio de las
caracteristicas de los cultivos es de gran valor en la diferenciacion previa de los
diferentes grupos dentro de la especie y sefialan la necesidad de confirmar
mediante pruebas de anastomosis o pruebas moleculares si estas diferencias

se deben a una distinta composicion genética.

4.3 Pruebas de patogenicidad in vitro.

Segun AGRIOS (1995), una prueba de patogenicidad consiste en aplicar
in6culo en alguna de sus formas al hospedero, de manera de inducir los
sintomas de la enfermedad en forma completa o al menos parcial tal como se

observé en este ensayo.

SCHNETTLER (1993), confirma que para comprobar la patogenicidad de
los aislamientos es necesario inocular tejido sano de plantas de papa con el
patégeno y son muchas las formas descritas para llevar a cabo estas pruebas.
Varias metodologias descritas por JAGER et al. (1982), HAYGOOD y MARTIN
(1990), CARLING y LEINER (1990a), LEACH y WEBB (1993), STEVENS et al.
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(1993) y BAINST y BISHT (1995), realizan aplicaciones directas de micelio

sobre tubérculos brotados o a plantulas de diversas especies.

YANG et al. (1996), KHANGURA et al. (1999) y CARLING et al. (2002),
indican el uso de granos de cereales como medio de transporte y NELSON et
al. (1996) y WINDELS et al. (1997), mencionan una técnica que consiste en
depositar una capa de medio de cultivo con micelio del patégeno entre dos
capas de suelo, depositando semillas en la superficie para verificar la
patogenicidad. O’'SULLIVAN y KAVANAGH (1991) describen el uso de indculo
liguido mezclado con el sustrato donde se depositan semillas, plantulas o
tubérculos. Por ultimo, BETANCOURT (1996), asoci6 la cantidad de la fitotoxina
producida por R. solani AG 3, patogénico a papa con una mayor o menor

capacidad para producir enfermedad.

Para las pruebas de patogenicidad in vitro realizadas en esta
investigacion se depositd indculo directamente sobre el tejido sano de esquejes
de tallo de plantas de papa cv. Desirée en condiciones de alta humedad y
temperatura de manera de inducir los sintomas causados por R. solani. Del total
de esclerocios de R. solani aislados, se escogieron 98 de ellos, lo que
constituyéd un 13% del total, ademas de una cepa de AG 3 y un testigo

inoculado s6lo con APD estéril.

Cabe sefalar que el tipo de inoculo y las condiciones ambientales no
necesariamente representan las condiciones naturales de suelo, pero resulté
una metodologia facil de implementar, asegurando un rapido crecimiento del
hongo sobre el tejido, lo que le permitié infectar e inducir el dafio caracteristico.
Aun cuando esta forma de inoculacion es util para ser usada en laboratorio, no
lo seria para un gran numero de plantas o en ensayos de terreno, ya que
resultaria engorroso y expondria al patdgeno a un estrés significativo al cambiar
bruscamente sus condiciones de desarrollo, poniendo en riesgo su

sobrevivencia y potencial patogénico durante el ensayo.
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No existen reportes a cerca de la inoculacién de esquejes, por lo que
seria aconsejable el uso de pruebas adicionales que confirmaran la virulencia
del hongo en plantas de papa. En este caso se podrian usar tubérculos sanos
en condiciones ambientales similares a las que ocurren en suelos de la X
Region, de manera de posibilitar el ataque del patdgeno a los brotes

emergentes, por ser ésta la etapa en que el cultivo es mayormente afectado.

4.3.1 Grados de patogenicidad. El grado de patogenicidad de las cepas de
R. solani se midi6 en una escala de 0 a 4 y cada uno de estos valores expresa
un porcentaje de necrosis producido a los esquejes. Categorias similares de
necrosis fueron usadas por STEVENS et al. (1993) y EL BAKALI et al. (2000),
concluyendo sobre la importancia que reviste el esclerocio en la produccién de

necrosis y el posterior estrangulamiento de las plantulas.

El nimero de aislamientos que caus6 cada uno de los grados de
necrosis se resume en el Cuadro 10, donde se observa que 31 aislamientos
produjeron el grado mas alto, seguido por los grados de necrosis 2 y 3, que no
mostraron gran diferencia en cuanto al nimero de aislamientos capaces de
producir cada uno de ellos. Un pequefio nimero de cepas produjo un grado de
dafio 1 y por ultimo, seis aislamientos presentaron grado cero de necrosis, al

igual que el testigo inoculado con APD estéril.

CUADRO 10 Resumen de aislamientos para cada grado de dafio.
Grado de necrosis de acuerdo a la escala
0 1 2 3 4 Total
N° de 6 15 24 22 31 08

Aislamientos

A pesar de las diferencias observadas en los niveles de necrosis
producidos por los aislamientos, éstos no fueron agrupados segun los grados
de dafio que son capaces de inducir y sOlo se caracterizaron cepas patogenicas

y no patogénicas dentro del total de aislamientos evaluados.
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Debido a que el grado de patogenicidad es una variable discreta, se uso la
mediana como medida de tendencia central para comparar los niveles de dafio
de las repeticiones y separar entre cepas patogénicas y no patogénicas. Se
consideraron patogénicos aquellos aislamientos que obtuvieron una mediana de
grado de patogenicidad mayor o igual a uno, entre las 6 repeticiones
inoculadas. Del mismo modo los aislamientos con una mediana igual a cero se
caracterizaron como no patogénicos y los resultados de las pruebas de
patogenicidad se expresaron como porcentaje del total de aislamientos, como

se indica en la Figura 16.

Aislamientos patogénicos y no patogénicos

120

100 A

80

60

40 |

N° de aislamientos

20

Total de aislamientos Aislamientos patogénicos Aislamientos no patogénicos
evaluados

Tipo de aislamiento

FIGURA 16 Numero de aislamientos patogénicos y no patogénicos del

total de aislamientos evaluados.

Del total de 98 aislamientos inoculados, 92 de ellos fueron capaces de
producir sintomas necroticos en los esquejes, obteniendo valores de grado de
necrosis que fluctuaron entre 1y 4, es decir, desde necrosis alrededor del punto
de inoculacion hasta causar la muerte total del esqueje sano en condiciones de

camara humeda.
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CUADRO 11 Porcentaje de aislamientos patogénicos y no patogénicos

obtenidos en cada predio.

. . .Tota! de % Aislamientos % Aislamientos
Predio Cultivar Aislamientos L. L.
evaluados patogénicos no patogénicos
1 Desireé 15 100% 0%
2 Cardinal 9 100% 0%
3 Desireé 9 100% 0%
4 Desireé 11 90,9% 9,1%
5 Desireé 10 80% 20%
6 Monalisa 5 100% 0%
7 Kennebec 8 75% 25%
8 Asterix 83% 17%
12 Desireé 15 100% 0%
16 Yagana 10 100% 0%

El Cuadro 11 y la Figura 17, muestran que a partir de la mayoria de los

predios se aislaron principalmente esclerocios patogénicos y soOlo en cuatro

predios fue posible encontrar aislamientos no patogénicos, lo que confirma la

importancia de la presencia de esclerocios sobre los tubérculos en la

diseminacioén de la enfermedad.
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Porcentaje de aislamientos patogénicos y no
patogénicos obtenidos por predio
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FIGURA 17 Porcentaje de aislamientos patogénicos y no patogénicos

obtenidos por predio.

Los resultados de esta evaluacibn muestran un alto porcentaje de
aislamientos patogénicos, capaces de producir sintomas necroticos en el tejido
sano. La importancia del in6culo proveniente del tubérculo semilla en forma de
esclerocios también ha sido reportada por autores como FRANK y LEACH
(1980), HIDE y CAYLEY (1982), WEINHOLD et al. (1982), MULDER vy
ROOSJEN (1984), CARLING et al. (1989), ADAMS (1996) y LOOTSMA vy
SCHOLTE (1996) y agregan la importancia del indculo del suelo para el inicio
de la rizoctoniasis en el cultivo y concuerdan en que la presencia de esclerocios

sobre la superficie de los tubérculos constituye una fuente primaria de infeccion.
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HIDE y HORROCKS (1994), indican que el cancer de tallos y estolones
es causado por inoculo presente en tubérculos y por el que sobrevive en el
suelo, siendo una de las causas de fallas en la emergencia. CARLING et al.
(1989) y PLATT et al. (1993), demostraron que la semilla infectada con R. solani
afecta la emergencia de las plantas ya que el patdogeno ataca los brotes
emergentes, por lo que el estudio de estos tipos de inéculo permitiria orientar

hacia un mejor control de la enfermedad.

A pesar de que los esclerocios sobre tubérculos se consideran la fase no
patogénica de la enfermedad, los resultados demuestran que frente a
condiciones de temperatura y humedad adecuadas, pueden germinar, formando

un micelio capaz de invadir el tejido de la planta y producir sintomas necréticos.

Las observaciones de HILL y ANDERSON (1989), CARLIING et al.
(1998) y EL BAKALI et al. (2000), muestran que los aislamientos provenientes
de esclerocios constituyen el grupo mas virulento, junto con aquellos extraidos
de estolones e himenio, mientras que aislamientos provenientes de tallos,

muestran una virulencia intermedia.

Estudios citados por HILL y ANDERSON (1989) y FRANK y LEACH
(1980), concuerdan en que la patogenicidad de los esclerocios es muy similar a
la que exhiben los aislamientos obtenidos de etapas patogénicas. Pero otros
reportes indican que la mayoria de los aislamientos provenientes de esclerocios
tienen baja patogenicidad (Sanford, 1937, Sanford, 1938 y Person, 1945;
citados por HILL y ANDERSON, 1989).

Al igual que los estudios citados, el aislamiento de este patdgeno a partir
de esclerocios permiti6 comprobar la capacidad patogénica de los esclerocios

de R. solani y su importancia en el cultivo de papa en la zona sur de Chile.

Teniendo en cuenta la patogenicidad observada en los aislamientos,

queda claro que la sobrevivencia del patdgeno en el tejido del hospedero puede
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significar una importante reserva de inéculo para la siguiente temporada de

cultivo, tal como confirman BAIRD et al. (1996).

Los esquejes de plantas adultas utilizados en este ensayo poseen una
epidermis mas gruesa y resistente a la accion de enzimas y toxinas producidas
por R. solani, razon por la cual se facilitd la entrada del patbgeno mediante
heridas en el punto de inoculacién. Por este motivo, los resultados podrian no
mantenerse en terreno y seria necesario realizar evaluaciones posteriores bajo

otras condiciones experimentales, inoculando tejido joven.

La humedad y temperatura fomentaron un rapido crecimiento del micelio
sobre el tejido, el cual mostré sintomas a los 6 dias, dificultandose incluso la
observacion del limite de la zona de necrosis. Por esa razén solo se consideré
la produccién de necrosis y tejido blando en el tallo y a pesar de desarrollarse
micelio también sobre las hojas del esqueje, esto no se consider6 como

necrosis ya que el testigo presentoé la misma caracteristica.

Los resultados muestran que los esclerocios evaluados varian en
patogenicidad y fue posible visualizar diferencias entre los grados de necrosis
que los aislamientos fueron capaces de producir, manifestando sintomas en

distintos grados.

Al momento de la evaluacién, al cabo de 6 dias de inoculados, algunos
esquejes presentaron poco desarrollo de micelio y se observaron lesiones
necroticas solo alrededor del punto de inoculacion o algunas que cubrieron
hasta un 25% del tejido, por lo que fueron clasificadas dentro del grado 1 de

necrosis (Figura 18).
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FIGURA 18 Necrosis grado 1.

Algunas cepas fueron capaces de inducir lesiones de mayor tamafio, que
abarcaron hasta un 50% del esqueje o produjeron pardeamiento,
ablandamiento y estrangulamiento en la base de éste. Estos aislamientos
fueron clasificados dentro del grado de necrosis 2 y los sintomas se pueden

observar en la Figura 19.

FIGURA 19 Necrosis grado 2.
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La Figura 20, muestra los sintomas observados en muchas cepas que
causaron pudricion, ablandamiento y estrangulamiento del tejido, alcanzando

hasta un 75 % del esqueje, por lo que fueron clasificadas dentro del grado 3 de
necrosis en la escala de evaluacion.

FIGURA 20 Necrosis grado 3.

La mayoria de los aislamientos presento alta patogenicidad, observandose
un grado de necrosis 4, con lesiones que cubrieron sobre un 75% del tejido o
hasta la totalidad del esqueje como muestra la Figura 21, presentando un tejido

de aspecto blando y acuoso, que se desintegra facilmente.
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FIGURA 21 Necrosis grado 4.

4.3.2 Desarrollo de la enfermedad y sintomatologia. Aunque el ataque de
este organismo ocurra en condiciones favorables, WEINHOLD et al. (1969),
exponen que para que ocurra infeccion, el propagulo del hongo debe germinar,
las hifas deben crecer en direccion del hospedero, formar estructuras de
infeccion, penetrar la epidermis y establecerse dentro del mismo. La Figura 22
muestra una primera etapa del crecimiento del micelio de R. solani sobre el

tejido sano de los esquejes.

FIGURA 22 Crecimiento de micelio sobre el tejido del esqueje.
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JEGER et al. (1996), sefialan que durante la etapa de colonizacion
mientras que no se han formado estructuras de infeccién, el hospedero
permanece sin sintomas. Los primeros pasos de la infeccibn comienzan por una
diferenciacion de las puntas de las hifas en ramificaciones en forma de T que se
transforman en cojinetes de infeccion sobre el tejido, a partir de los cuales

surgen delgadas hifas de infeccion que penetran el tejido de la planta.

Al cabo de 3 a 4 dias de inoculados, los esquejes presentaron lesiones
necroticas de color café y de pequefio tamafo, inicialmente alrededor del punto
de inoculacién (Figura 23), tal como comienzan a manifestarse los sintomas

descritos por KHANGURA et al. (1999), para algunos aislamientos patogénicos.

FIGURA 23 Necrosis alrededor del punto de inoculacion.

Posteriormente el micelio creci6 en forma abundante a lo largo del
esqueje y en los casos mas severos, éste resultdé con una pudriciébn completa,
de aspecto blando y acuoso de color cafe, al final del periodo de incubacion,

como se observa en la Figura 24.
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FIGURA 24 Abundante crecimiento de micelio sobre el tejido del esqueje.

Los sintomas producidos mostraron una variacion desde un tono amarillo
hasta un color café cuando se produjo la pudricion total, BETANCOURT (1996),
explica que estas diferencias se deben a que el micelio de R. solani en
crecimiento activo puede producir diferentes toxinas. Esto tiene sentido ya que
en muchos aislamientos, al momento de la evaluacién el micelio ya habia
invadido todo el esqueje, formando incluso esclerocios sobre el tejido muerto

como muestra la Figura 25.

FIGURA 25 Formacién de esclerocios sobre el tejido afectado.
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El dafio de este hongo sobre los tejidos sanos no se produce Unicamente
por la invasién del patégeno como indican FRANK y FRANCIS (1976), sino que
la destruccion de los tejidos es reflejo de acciones enzimaticas y téxicas, ya que
DODMAN y FLENTJE (1970), consideran que ambas pertenecen al estado de
post penetracion. ROANE (1973), ha indicado que muchos patégenos producen
toxinas, que inducen al menos parcialmente sintomas caracteristicos del

sindrome observado, cuando un hospedero es invadido por el patégeno.

AGRIOS (1997), indica que la lesién se desarrolla luego de la etapa de
penetracion, producto de enzimas que son esenciales para atravesar la barrera
fisica que constituye la cuticula y SHERWOOD y LINDBERG (1962), han
seflalado que esta virulencia se debe en parte a la accidbn de enzimas
pectinoliticas y celuloliticas producidas por el hongo. Al mismo tiempo,
MORDUE et al. (1996), agregan que no hay evidencia directa de que la similitud
de las lesiones se deba a la accion de las pectinasas y si su accion determina la

patogenicidad o s6lo modifica la expresion de los sintomas.

El trabajo de BETANCOURT (1996), evidencia que productos de
naturaleza no enzimatica estan involucrados en la patogénesis de esta especie,
lo cual habia sido demostrado por FRANK y FRANCIS (1976) y FRANK et al.
(1976), sefalando que el &cido fenilacético puede inducir sintomas necroticos
en raices y estolones, enrollamiento de hojas, estrangulamiento y clorosis en

los bordes de las hojas de plantas de papa.

WILLIE (1962), demostrd que la patogenicidad de algunos aislamientos
de R. solani se relaciona con la habilidad para producir suficiente material
toxico, que mediante un proceso de “ablandamiento” favorece la invasion del
micelio. YODER (1980), agrega que, aun cuando esta clara la importancia de
algunas toxinas en el desarrollo de la enfermedad, la virulencia de una cepa no

necesariamente depende de su cantidad producida en condiciones in vitro.
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Los mismos autores sefalan que las fitotoxinas son determinantes
secundarios en la patogenicidad, que pueden presentarse en cepas virulentas
como avirulentas y ROANE (1973), ha sefialado que cuando las toxinas actian
como un determinante primario de patogenicidad, la sensibilidad a la toxina se

relaciona altamente con la susceptibilidad a la enfermedad.

Segun el orden en que actian, YODER (1980), indica que serian las
enzimas, las mayores responsables de la lesion, como corresponde a

determinantes primarios de patogenicidad.

CASTRO (1989) y JEGER et al. (1996), sefialan que por tratarse de un
patébgeno primario de tejidos juveniles, muchos de sus hospederos son
sensibles a la penetracion e invasion de los tejidos durante los estados
inmaduros de las plantulas, que segun STOCKWELL y HANCHEY (1984) y
MARTIN y TORRES (1989), constituyen la etapa mas labil de la planta, ya que
las células no han desarrollado paredes gruesas y lignificadas. A esto, VAN
DEN BOOGERT y JAGER (1984), agregan que las partes subterraneas son
susceptibles de ser atacados durante toda la estacion de crecimiento, por lo que

el tubérculo semilla constituye una importante fuente de inoculo.

AuUn cuando los esquejes no constituyen un tejido juvenil, existen brotes
en crecimiento activo en las axilas de las hojas y heridas en el punto de
inoculacién, que junto con la alta humedad y temperatura, permitieron que R.
solani se desarrollara abundantemente sobre el tejido, provocando lesiones

necroticas y en algunos casos la pudricién total del esqueje.

Con respecto a las heridas, JAGER et al. (1982), demostraron que las
puntas filosas de las particulas del sustrato son capaces de causar heridas a

través de las cuales se facilitaria la entrada de R. solani a los brotes de papa.

Las temperaturas entre 25°C y 30°C en las que se desarrolld el ensayo,
permitieron que AG 3, al igual que la mayoria de las cepas, fuera capaz de
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producir altos niveles de necrosis, llegando incluso a la pudricién total de los
esquejes, lo que coincide con lo sefialado por CARLING y LEINER (1990b),
quienes sefialan a AG 3 como el grupo mas patogénico a papa.

El alto nimero de cepas patogénicas puede ser causa de las altas
temperaturas y humedad relativa en las que se realiz6 el ensayo. CARLING y
LEINER (1990b), concuerdan en que estas condiciones son importantes para el
establecimiento del patogeno y ENGELSK y WINDELS (1994), las consideran

como los factores mas importantes ya que afectan su tasa de crecimiento.

Estos autores agregan que el crecimiento activo del micelio favorece y
posibilita el desarrollo e invasion de R. solani. Por lo tanto, si existen
condiciones con bajo porcentaje de humedad relativa, al momento de inocular el

hongo, este no podria invadir los tejidos.

Segun IZQUIERDO y LOPEZ (1991), un grupo de células puede ser mas
sensible que una planta entera a un cambio en las condiciones del medio. Por
lo que el ambiente donde se desarrolld la infeccion y la sintomatologia
asociada, difieren bastante entre un esqueje o segmento de planta y una planta

completa, lo que podria explicar la alta produccion de necrosis.

DEACON (1996), indica que R. solani puede translocar nutrientes desde
una base de alimentacion, que pueden ser propagulos del hongo, nutrientes del
suelo y exudados de la planta hospedera, agregando que todo el proceso de
infeccion depende de la movilizacion de estos nutrientes a los cojinetes de

infeccidén o a otras estructuras de penetracion.

Segun KEIJER et al. (1996), los cojinetes de infeccion son prerrequisito
para el desarrollo de lesiones necréticas y sirven de base de alimentacion para
la posterior colonizacién del tejido y segun WEINHOLD et al. (1969), para
producir enfermedad, los requerimientos nutricionales de esta especie son

mayores que para su crecimiento vegetativo, por lo cual, R. solani responde a la
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falta de nutrientes removilizando los recursos del micelio hacia el esclerocio en

desarrollo e incorpora nutrientes del suelo para sobrevivir en él.

Estamos frente a un patdgeno biolégicamente complejo cuya accion
puede verse afectada por factores ambientales que a menudo actian también
sobre el hospedero, afectando la interaccion entre ambos. Por lo tanto existe
una relacion con factores de naturaleza no genética, que actdan previo a la
infeccibn para afectar la susceptibilidad de las plantas (SCHOENEWEISS,
1975), disponiéndolas al ataque y afectando la virulencia del patégeno.

El mismo autor opina que las diferentes formas de enfermedad
producidas por este hongo en diferentes hospederos y 6rganos constituyen una

expresion de la capacidad de los tejidos del hospedero para reaccionar.

El uso de una escala categodrica para definir grados de dafio es un
parametro un tanto variable y se observaron diferencias entre los grados de
necrosis de las repeticiones de un mismo aislamiento. Razén por la cual los
datos no fueron analizados estadisticamente, ya que se podria haber llegado a

conclusiones erréneas.

El problema de la variabilidad entre las repeticiones podria haberse
disminuido incluyendo un mayor numero de esquejes por repeticion, sin
embargo, no siempre resulta posible implementar un método de evaluacion in
vitro que sea rapido, de facil desarrollo y econdémico, con un alto nimero de
repeticiones. Aun asi, el método desarrollado permitié en un corto periodo de
tiempo obtener los sintomas caracteristicos de la enfermedad, ya que se
establecieron condiciones adecuadas para el ataque del patdgeno. La gran
variabilidad observada en esta investigacion, la mencionan también BANDY y
TAVANTZIS (1990), quienes ademas sefalan que otros investigadores han

tenido experiencias similares al estudiar el sistema R. solani- papa.

Las diferencias observadas en los grados de patogenicidad solo podrian

deberse a la variabilidad entre los aislamientos y no al hospedero ya que los
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esquejes utilizados provienen de clones de papa del cultivar Desireé,
multiplicados vegetativamente, que por lo tanto son genéticamente iguales. Las
condiciones ambientales fueron igualmente controladas para todos los
aislamientos por lo que las diferencias observadas se deberian a la
patogenicidad de las cepas, tal como mostraron los resultados obtenidos por
BAIRD et al. (1996) con AG 4y AG 7.

El uso de este cultivar como hospedero se basé en su gran importancia
comercial en la zona sur de Chile y a que la mayoria de los esclerocios fueron

aislados a partir de tubérculos de este cultivar.

4.3.3 Variabilidad de patogenicidad. Las diferencias de patogenicidad
observadas entre las cepas concuerdan con los resultados de SNEH et al.
(1991), quienes describen una amplia variabilidad entre cepas de R. solani.
Esto podria significar que al igual que el aislamiento de AG 3 usado como
control positivo, las demas cepas que mostraron grados similares de necrosis

también correspondan a este grupo.

Lo anterior no ocurriria en todos los casos, segun explican CARLING y
LEINER (1986), BANDY et al. (1988), HILL y ANDERSON (1989) y CARLING vy
LEINER (1990a), ya que los aislamientos de este grupo varian desde altamente
patogénicos a no patogénicos, dependiendo, de la parte especifica de la planta
de la cual son extraidos ya que ocurre una alta especializacion fisiologica de la
especie. Por lo mismo, las cepas que obtuvieron otros grados de patogenicidad

podrian corresponder a AG 3 0 a otros grupos.

JEGER et al. (1996), afirman que los aislamientos de un mismo grupo de
anastomosis son similares entre si, pero que hay diferencias de patogenicidad,
dependiendo del cultivar de papa en que se desarrollan y MORDUE et al.
(1996), agregan que aislamientos de un mismo AG pueden variar en
agresividad y rango de hospederos mientras que aislamientos de distintos AGs

pueden producir expresiones de enfermedad similares en hospederos
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relacionados, por lo que seria de gran utilidad realizar estas pruebas en otros
cultivares para verificar que los aislamientos mas patogénicos mantienen esa

caracteristica.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad, que indican una mayor
0 menor capacidad de los aislamientos para producir enfermedad, ademas de
las diferentes caracteristicas morfolégicas observadas, dejan claro que se trata

de aislamientos genéticamente distintos.

ANDERSON (1982) y BETANCOURT (1996), observaron gue algunas
cepas no tienen la misma habilidad para infectar plantas de papa y se podria
pensar que aun cuando las cepas analizadas pertenecieran a un mismo AG,
pueden manifestar diferentes grados de enfermedad en un hospedero sano,
supuestos que son apoyados por los resultados obtenidos por EL BAKALI et al

(2000), con cepas de AG 3 en brotes de papa.

Otros autores han reportado variacion en la magnitud de los sintomas
producidos por aislamientos de diferentes grupos de anastomosis, inoculados
en diversos hospederos (HERR y ROBERTS, 1980; WINDELS y NABBEN,
1989; O'SULLIVAN y KAVANAGH, 1991; LEACH y CHAPMAN, 1992; YANG et
al., 1996 y WINDELS et al., 1997).

Estudios moleculares realizados por YANG et al. (1996), concuerdan en
gue existe variacion genética entre aislamientos de un mismo AG provenientes
de distintas zonas geograficas y CERESINI et al. (2001), agregan que el
transporte de semillas de papa de un lugar a otro tiene importancia en la
distribucion geografica de las cepas de R. solani y posiblemente contribuye a la

diversidad genética observada.

Se sabe de la amplia distribucion de esta especie en el mundo y existe
bastante informacién sobre su variabilidad patogénica, cultural y fisiologica
(OGOSHI, 1987), sin embargo, en Chile, no existe suficiente informacion a
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cerca de la distribucién geogréafica de aislamientos pertenecientes a diferentes

grupos de anastomosis y subgrupos.

ANDERSON (1982), menciona la necesidad de determinar si existen
sistemas genéticos aislados entre cepas de AG 3 de América Central y Sur, que
constituyen centros de dispersion de este cultivo y por lo tanto de R. solani. En
este sentido, ADAMS (1988), concuerda en que si la especializacion del
hospedero ha resultado de una presion de seleccion que afecté a ambos y que,
en consecuencia condujo al aislamiento genético, se podria pensar que los
aislamientos que se encuentran en el sur de Chile, sean distintos de otros

informados en la literatura.

R. solani es un hongo heterocariotico que no produce esporas en su fase
asexual, pero sus hifas pueden presentar variacion por anastomosis, lo que es

de gran importancia en la complejidad genética de la especie.

A partir de observaciones microscoépicas de la anastomosis, VAN DEN
BOOGERT (1996), asume que las poblaciones al menos de AG 3 estan
constituidas por grupos de compatibilidad vegetativa con caracteristicas
genéticas propias y que aislamientos de un mismo grupo de compatibilidad
conectan sus hifas permitiendo un flujo nuclear de genes extracromosomales,
en tanto que los aislamientos que no forman estas conexiones pertenecen a
distintos grupos y no son capaces de intercambiar informacion genética y serian

fisiol6gicamente distintos.

CERESINI et al. (2001), mencionan gque cepas provenientes de diferentes
hospederos varian en la biologia, ecologia y epidemiologia e identificaron varios
grupos de compatibilidad somatica dentro de AG 3 obtenidos de diferentes
hospederos y mas aun, todos los aislamientos obtenidos de papa resultaron
distintos y somaticamente incompatibles con aislamientos obtenidos de otros

hospederos, lo que hace presumir que las poblaciones de AG 3 se dividen
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mediante la especializacion por los hospederos (OGOSH, 1987; KUNINAGA et
al., 1997; CERESINI et al., 2001 y GONZALEZ et al., 2001).

Segun JEGER et al. (1996), cada planta infectada con R. solani
mantiene su propio grupo de compatibilidad vegetativa y CARLING (1996),
agrega que se trataria de un clon (subunidad cercanamente relacionada por sus
reacciones de anastomosis) y que a nivel de campo se pueden encontrar varios
de estos grupos. Contrario a esto, CARLING et al. (2002), indican que los
grupos vegetativamente compatibles provienen del mismo predio, pero pueden
venir de distintas plantas y sugiere que a medida que los puntos de coleccion

son mas distantes, disminuye la probabilidad de relacién clonal entre las cepas.

ADAMS (1988) y ADAMS (1996), afirman que existen diferencias
genéticas entre subgrupos de un mismo AG, que justificarian las caracteristicas
de patogenicidad mediante la capacidad de producir toxinas y enzimas. Al
mismo tiempo, CARLING et al., (2002), sugieren que la identificacion de
subgrupos dentro de un AG requiere el uso de criterios como el rango de
hospederos, virulencia o ciertas pruebas moleculares, ademas de la

diferenciacion a través de la secuencia de rADN.

4.3.3.1 Aislamientos patogénicos. A pesar de que BAINS et al (2002), indican
que el cultivar Desireé demuestra baja susceptibilidad al ataque de R. solani, el
94% de los aislamientos resulté patogénico, mostrando altos grados de necrosis
en condiciones de laboratorio, pero es posible que estos valores hubiesen sido
diferentes al inocular esquejes de otra variedad. El alto porcentaje de cepas
patogénicas obtenidas en esta evaluacién concuerda con los resultados de
BAINS y BISHT (1995), quienes obtuvieron un 99% de cepas patogénicas a

papa, apoyando también las diferencias de patogenicidad entre aislamientos.

Los resultados indicaron que muchos de los esclerocios de R. solani

poseen un potencial de patogenicidad, provocando desde un grado minimo de
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necrosis hasta la muerte completa del esqueje. (El grado de necrosis producido

por cada uno de los aislamientos se muestra en el capitulo de Anexos).

4.3.3.2 AG 3. La actividad patogénica se observo también para el in6culo de
AG 3, que junto a otros 30 aislamientos fueron capaces de producir grandes
lesiones necréticas y estrangulamiento del tejido, sintomas que se asemejan a
los descritos por CARLING et al. (2002) y que corresponden al grado 4 de
necrosis obtenido en este ensayo, por lo que AG 3 se encontraria dentro de los

aislamientos mas patogénicos.

CARLING y LEINER (1990a), sefialan que AG 3 puede causar
significativamente mas dafio a plantas de papa que varios otros grupos de
anastomosis y ANDERSON (1982), CARLING et al. (1987), BANDY et al.
(1988), BAINS y BISHT (1995), CARLING et al. (1999) y EL BAKALI et al.
(2000), concuerdan en que AG 3 es el principal patdégeno capaz de causar

cancro de tallos y estolones, asi como esclerocios sobre los tubérculos de papa.

Ademas de HILL y ANDERSON (1989), quienes mencionan la posibilidad
de que todos los esclerocios sobre tubérculos de papa correspondan a AG 3, en
Chile se conoce como el grupo mas patogénico y distribuido en el cultivo y
estudios realizados por CASTRO et al. (2003) y DELGADO et al. (2003), en la
zona sur, sefalan haber aislado s6lo cepas de este grupo a partir de
esclerocios. Sin embargo, ANDRADE y GUTIERREZ (1990), determinaron la
presencia de AG 4, ademas de AG 3, afectando al cultivo. Por lo tanto, no se
puede asegurar que los aislamientos mas patogénicos de este ensayo

correspondan a AG 3.

4.3.3.3 Aislamientos no patogénicos. El estudio de la patogenicidad de los
aislamientos resulta necesario, ya que si bien, en Chile se reconoce a R. solani
como uno de los principales patdgenos que afectan a la papa, diversos trabajos

han demostrado que algunas cepas pueden ser no patogénicas al cultivo.



80

Las cepas N° 44, 46, 54, 63, 64 y 72, provenientes de los predios 4, 5, 7
y 8, corresponden al 6 % de las cepas evaluadas, que resultaron no
patogénicas, obteniendo un grado cero de necrosis y escaso desarrollo de
micelio sobre el tejido, sin produccién de sintomas necréticos (Figura 26), como
lo indicado por BAIRD et al. (1996). Esto se podria explicar por una inhabilidad
para sobrevivir y migrar a lo largo de la superficie del hospedero, degradar su

tejido y nutrirse de la planta mediante enzimas y toxinas.

FIGURA 26 Necrosis grado 0.
Se puede establecer que existen cepas no patogénicas provenientes de

esclerocios, tal como lo obtenido por NELSON et al. (1996), entre distintos AGs,
guienes mencionan que aislamientos patogénicos a un cultivo, no son capaces

de producir un grado de enfermedad significativo en otro.

Las cepas determinadas como no patogénicas o con bajo grado de
patogenicidad podrian estar asociadas a otros grupos de anastomosis, distintos
de AG 3, que segun CARLING y LEINER (1990a), presentan bajo grado de
patogenicidad en papas, por lo que seria necesario realizar pruebas de
anastomosis a los aislamientos no patogénicos y determinar a que grupo

pertenecen.
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Se ha sefialado que los esclerocios no constituyen un estado de
importancia en la enfermedad y CHAND y LOGAN (1983), CARLING et al.
(1987) y SCHNETTLER (1993), agregan que no todos los esclerocios sobre la
piel de los tubérculos son capaces de producir enfermedad, agregando que
existen grupos o subgrupos de R. solani que colonizan el cultivo, pero que se
pueden comportar como saprofitos, sin causar sintomas. DIJST (1985), explica
qgue los aislamientos saprofitos de R. solani contribuyen a la formacion de
esclerocios a fines de la estacion de crecimiento, pero que dificilmente dafian
tallos o estolones de plantas de papa y que, por el contrario, proveerian alguna

proteccion contra la infeccidn por aislamientos patogénicos al ocupar espacio.

Como sefialan O"SULLIVAN y KAVANAGH (1991), R. solani sobrevive
como esclerocios o micelio saprofitico colonizando restos de sustrato y como se
observo en este ensayo, en condiciones ambientales favorables, estos estados

de latencia pueden germinar, produciendo sintomas en el tejido.

Segun ICHIELEVICH-AUSTER et al. (1985), las cepas no patogénicas
pueden alcanzar proporciones de 10 a 30% del total de las poblaciones de
Rhizoctonia y sugieren que esas cepas deben su caracteristica a las diferencias

genéticas con respecto al resto de los aislamientos.

Excepto por la capacidad de producir sintomas, los individuos
hipovirulentos tienen caracteristicas similares a aquellos virulentos, incluso la
competitividad para colonizar y ocupar el mismo nicho ecolégico sobre la planta
(JEGER et al.,1996), formando esclerocios sobre los tubérculos, lo que
disminuye su calidad comercial (JAGER y VELVIS, 1983)

La pérdida o disminucion de patogenicidad de las cepas puede deberse
segun explican Castafio y Butler (1978), citados por JEGER et al. (1996), a un
ARN de doble hebra que causa una enfermedad degenerativa controlada en el

patogeno, que se caracteriza por la pérdida de pigmentacion micelial, menor



82

producién de esclerocios y cojinetes de infeccion, lo cual ha sido corroborado
por TAVANTZIS et al. (1994) y RUBIO et al. (1996).

AGRIOS (1997), indica que algunas cepas avirulentas de R. solani pueden
traspasar esta caracteristica a cepas virulentas mediante anastomosis, por lo
tanto, los genes capaces de modificar la virulencia podrian transmitirse para

conferir virulencia o hipovirulencia, mediante su dispersion en las poblaciones.

ICHIELEVICH-AUSTER et al. (1985) y BANDY y TAVANTZIS (1990),
demostraron que la aplicacion de cepas hipoviruentas permite disminuir el area
afectada por necrosis y que al adherir al tubérculo in6culo de baja
patogenicidad se lo podria proteger de propagulos patogénicos, por lo tanto,
independiente del mecanismo de proteccion, el hecho de que la semilla esté

cubierta por in6culo no patogénico podria ser ventajoso.

Ademas de las razones genéticas que hayan determinado la falta de
patogenicidad de los aislamientos, es probable que su mantencion prolongada y
los sucesivos repiques en medio de cultivo hayan reducido la agresividad o
causado la pérdida de patogenicidad, lo que ha sido sefialado por MILLER y
MAXWELL (1983), GUTIERREZ y TORRES (1990) y BETANCOURT (1996).

BETANCOURT (1996), seifala que la influencia del ambiente afecta
también la patogenicidad en cuanto a la produccién de enzimas y toxinas.
WOODARD y JONES (1983), agregan que cuando las condiciones climéaticas
no son favorables para la patogenicidad, el ambiente permite que ciertos
aislamientos se comporten como saprofitos y YANG et al. (1996), mostraron
gue algunas cepas que en condiciones in vitro se comportan como patogénicas,
son menos virulentas en condiciones de invernadero, por lo que muchos de los
aislamientos que resultaron patogénicos en esta investigacion, podrian no serlo

en otras condiciones.
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Ademas del testigo, en la determinacién de patogenicidad habria sido de
gran interés contar con alguna cepa conocida como avirulenta, para ser usada
como control negativo y contar con parametros de comportamiento en el caso

de cepas no patogénicas.

4.3.3.4 Testigo. Las observaciones indicaron que el testigo inoculado con APD
estéril no presentd sintomas de la enfermedad y se comport6 de forma similar a
las cepas no patogénicas, ya que como se muestra en la Figura 27.a, los tallos
de los esquejes mantuvieron un color verde amarillento y no mostraron
sintomas necroticos ni crecimiento de micelio, el tejido permanecio sano y sélo

fue posible notar la herida realizada al momento de la inoculacién (Figura 27.b).

FIGURA 27 a) Testigo inoculado con APD estéril, b) Herida en el punto de

inoculacion.

Si bien, las pruebas de patogenicidad no permiten establecer la
capacidad de producir el sintoma conocido como sarna negra, ya que este se
presenta al final de la estacién de crecimiento y depende de otros factores, fue
posible observar en algunos esquejes que presentaron un grado 4 de necrosis,

la formacion de esclerocios sobre el tejido enfermo. Sin embargo, los efectos de
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la enfermedad en el tejido pueden producir una dramatica pérdida de plantas,
ya que éstas detienen su crecimiento, pudiendo alcanzar pérdidas de
rendimiento de hasta un 30%, segun indican estudios realizados por S.A.G.
(2000).

Como ultimo paso de los postulados de Koch para confirmar la
patogenicidad de los aislamientos, se reaislaron las cepas a partir de las
lesiones producidas, confirmandose la presencia de R. solani ya que se
observaron las mismas caracteristicas de los cultivos puros a partir de los
cuales fueron inoculados los esquejes. A esto se debe agregar que, a pesar de
la desinfeccion de los esquejes, luego de evaluada la presencia de sintomas, se
encontr6 en el tejido infectado y en el tejido sano, algun tipo de contaminacién
bacteriana ademas de R. solani, lo que se debe, segun lo mencionado por
MENELEY y STANGHELLINI (1972), a que plantas que no presentan sintomas
frecuentemente poseen una microflora interna y Ciampi et al. (1976), citado por
SCHNETTLER (1993), indican que un vasto numero de bacterias se presentan

normalmente en la superficie y bajo la cuticula de plantas de papa.

Los resultados de este estudio indican que esclerocios aislados de un
mismo tubérculo pueden presentar caracteristicas culturales y de patogenicidad
diferentes. En la Figura 28, se muestra el tipo de aislamientos encontrados en
cada predio y su ubicacion geogréafica, observandose que dentro de la
poblacion de R. solani de una determinada zona agricola existen individuos
diferentes, tal como han demostrado CARLING et al. (1999), sefialando que a
pesar de que los aislamientos sean obtenidos de una misma zona geografica,

existe gran diversidad dentro de la poblacion.
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FIGURA 28 Distribucion geografica de los tipos de crecimiento y

patogenicidad de los aislamientos.
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Boosalis (1950), citado por BETANCOURT (1996), explica que las
diferencias de caracteristicas culturales y de patogenicidad entre cepas de un
mismo hongo, ponen de manifiesto lo que constituye las razas fisiolégicas de R.
solani sugeridas por los taxbnomos y KUNINAGA (1996), ha demostrado que
ciertos aislamientos de un mismo AG corresponden a subgrupos definidos en

base a morfologia de los cultivos, patogenicidad y requerimientos nutricionales.

Ha quedado claro mediante las pruebas de patogenicidad, que R. solani
es un patdégeno importante en los suelos de algunas zonas agroclimaticas de la
X Regién de Chile, ya que muchas de ellas estan dedicadas en gran parte al
cultivo de papas, uno de los hospederos mas importantes para este patdégeno.
Es necesario realizar nuevas investigaciones respecto a la patogenicidad en
otros cultivos, de manera de verificar que, aunque no sean daflados en una alta
proporcion, ellos podrian mantener grandes cantidades de in6culo de R. solani

en el suelo y afectar a cultivos de papa en el futuro.
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5  CONCLUSIONES

El aislamiento de esclerocios adheridos a la superficie de tubérculos de
papa provenientes de diferentes predios de la X Region, permitié confirmar
mediante caracterizacién morfologica que el total de las cepas corresponden a

R.solani, segun los parametros descritos para esta especie.

Existen diferencias culturales en cuanto al tipo de crecimiento, coloracion
del micelio y caracteristicas de los esclerocios que presentan los aislamientos

en medio de cultivo, observandose cuatro tipos distintos de crecimiento.

Las pruebas de patogenicidad realizadas a un porcentaje de aislamientos
mostraron que el indculo proveniente del tubérculo semilla en forma de
esclerocios posee un alto grado de patogenicidad, siendo capaz de inducir

sintomas necréticos en el tejido de la planta.

Las pruebas de patogenicidad han demostrado que la poblacion de R.
solani presente sobre tubérculos de papa es variable, existiendo desde
aislamientos altamente patogénicos hasta encontrarse algunos que no

muestran habilidad patogénica.

Aun cuando todos los aislamientos corresponden a R. solani, existen
diferencias culturales y patogénicas entre los aislamientos, que podrian estar
relacionadas con la variedad de papa en la cual se desarrollan los esclerocios o
con la localidad donde fueron cosechados los tubérculos, lo que sugiere una

amplia diversidad genética de esta especie.
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6 RESUMEN

La Rizoctoniasis y Costra Negra, causadas por Rhizoctonia solani Kiihn,
es una enfermedad de gran importancia econémica para el cultivo de la papa en
la zona sur de nuestro pais. Esta enfermedad afecta las partes subterraneas de
la planta causando cancros en brotes, tallos, estolones y raices, lo que
disminuye la emergencia y el rendimiento del cultivo. Quizas la fase mas
aparente de esta enfermedad es la costra negra constituida por los esclerocios
que se forman sobre la superficie de los tubérculos, disminuyendo su calidad

comercial.

Una fase importante de esta enfermedad proviene del tubérculo semilla o
del suelo, a través de los esclerocios, 6rganos de resistencia que, proporcionan
un mecanismo de dispersion del patdégeno y constituyen una importante fuente

de indculo.

Con el objetivo de caracterizar morfolégicamente las cepas, se aislaron
750 esclerocios a partir de tubérculos de papa con sintomas evidentes de
costra negra, provenientes de 10 predios de la Décima Regidén. Se evaluaron
parametros descritos para la especie como ramificacion de las hifas en angulo
recto, constriccion de la ramificacién y formacion de un septo cerca del punto de
origen, ademas de verificarse la presencia de células multinucleadas, células
monilioides y diametro de las hifas. De acuerdo a las caracteristicas
mencionadas, el total de los aislamientos evaluados fue caracterizado como R.

solani.

Se evalu6, ademés, el tipo de crecimiento, color del micelio y formacion
de esclerocios en medio de cultivo, lo que permitié clasificar a los aislamientos

en 4 tipos de acuerdo a sus caracteristicas culturales.
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El 13% de los aislamientos fue sometido a pruebas de patogenicidad
mediante la inoculacién de esquejes de plantas de papa del cultivar Desireé con

micelio de R. solani en crecimiento activo.

Los sintomas se manifestaron con diferente intensidad, por lo que los
esquejes fueron graduados en una escala de O a 4, donde el grado O
corresponde a tejido sin necrosis y el grado 4, a la muerte completa del
esqueje. De los 98 aislamientos evaluados en esta etapa, el 94 % resultd
patogénico, siendo capaces de inducir lesiones necroticas blandas, de color
café oscuro, que fueron capaces de estrangular los tallos de los esquejes

sanos.

Esta investigacion reafirma la complejidad de esta especie y la gran
variabilidad que se puede encontrar con respecto a las caracteristicas culturales
y patogénicas que muestran los aislamientos de R. solani, esto demuestra la
amplia diversidad de la poblacién que es posible encontrar en determinadas

zonas geograficas.
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SUMMARY

Rhizoctonia disease and black scurf, caused by Rhizoctonia solani Kiihn,
is an economically important disease of potatoes in Southern Chile. This
disease affects underground portions of the plant, causing cankers on sprouts,
stems, stolons and roots, which can decrease plant emergence and yield.
Perhaps, the most apparent phase of the disease is black scurf, produced by

sclerotia present on tubers surfaces, limiting their marketable quality.

An important tuberborne phase of this disease are sclerotia, resistance
organs that provide a mechanism for long distance dispersal of the pathogen

and are an additional source of inoculum.

For morphological characterization of the strains, 750 sclerotia were
isolated from potato tubers showing clear symptoms of black scurf, collected
from 10 fields of Décima Region. Several parameters described for the specie
such as hyphal branching at a right angle with a constriction and septum near
the point of origin, presence of multinucleate and monilioid cells and hyphal
diameter were evaluated. All isolates examined were identified as R. solani,

according to the characteristics mentioned previously.

Micelial growth, color and sclerotial formation were also observed on
culture medium, which allowed to place all isolates in 4 different types according

to their cultural characteristics.

Pathogenicity tests were made to 13% of the cultures, inoculating potato
plant cuttings of cultivar Desireé with mycelium of actively growing R. solani.
Symptoms were observed in different intensity and cuttings were rated for
necrosis severity using a 0 to 4 scale, where grade O corresponds to tissue
without lesions and grade 4 means completely death of the plant cutting. Of 98



91

isolates evaluated, 94 % were determined to be pathogenic, inducing brown and

sunken necrotic lesions that were capable of girdling stems of healthy cuttings.

This research confirms the complexity of the specie and the wide
variation of cultural and pathogenic characteristics that isolates of R. solani
show, indicating the population diversity that It is possible to find in a certain

geographic zone.
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ANEXO 1 Preparacién de medios de cultivo y tinciones.

1) Agar Papa Dextrosa: en un matraz, depositar 39 g de agar papa dextrosa

Merk® en un litro de agua destilada. La mezcla se disuelve a bafio Maria y se

reparte en dos matraces. Esterilizar los matraces en autoclave a 1 atm (121°C),
por 15 minutos. Terminada la esterilizacion, se deposita el medio liquido en

placas Petri estériles para su solidificacion.

Para acidificar el medio de cultivo, una vez finalizada la esterilizacion, se
agregan 3 gotas de acido lactico al 25%, por cada 100 mL de solucién, antes de

gue sea depositada en placas Petri.

En el caso de los tubos para cepario, se debe disolver la mezcla a bafio
Maria y se depositan 2 mL en cada tubo de ensayo. Los tubos se esterilizan en

autoclave (1atm, 121°C), luego de lo cual se inclinan para su solidificacion.

2) Tincion de nucleos (HERR, 1979)
Solucién jabonosa: Se disuelve 1 mL de Tween 20 en 1L de agua destilada y
1mL de &cido lactico al 85%.
Solucion de azul de anilina al 0,5 %: disolver 0,5 g de azul de anilina en 100 miL
de lactofenol.
Lactofenol: 20 g de fenol en cristal
20 mL de acido lactico al 85%
40 mL de glicerina

20 mL de agua destilada



ANEXO 2  Caracterizacion Morfoldgica de los aislamientos provenientes de cada predio.

Predio 1 2 3 4 5 6 7 8 12 16
Coloracién del Café, Café, Café, Café, Café, Amarillo Amarillo Amarillo Café, | Café,
micelio Café Café Café Café Café | Café claro, | Café claro, | Café claro, | Café Café
OSCUro | Oscuro | Ooscuro | oscuro | oscuro Café Café Café oscuro | oscuro
Ramificacion en
angulo recto Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Septo al inicio de . . . . . . . . ) )
P Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
la ramificacion
Constricciéon de
la ramificacion Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Células
monilioides Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Células
Multinucleadas Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Diametro
Promedio de las 8,2 7,8 7,5 8,4 7.9 7,7 7,2 7,9 8,4 8,0
hifas
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ANEXO 3 Grado de patogenicidad observado para cada uno de los
aislamientos evaluados por predio.

Predio 1
Aislamiento Promedio Mediana
1 1,0 1,0
2 2,0 2,0
3 2,0 2,0
4 2,7 3,0
5 1,2 1,0
6 1,8 2,0
7 1,7 2,0
8 1,0 1,0
9 1,7 2,0
10 1,8 2,0
11 3,0 3,0
12 2,2 3,0
13 1,8 2,0
14 1,3 1,0
15 1,2 1,0

(continua)
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Continuacién Anexo 3

Predio 2
Aislamiento Promedio Mediana
16 3,8 4.0
17 1,8 2,0
18 3,7 4,0
19 3,5 4,0
20 3,8 4.0
21 2,0 2,0
22 3,2 3,0
23 3,2 4,0
24 3,8 4,0
Predio 3
Aislamiento Promedio Mediana
25 2,2 2,0
26 3,7 4,0
27 3,7 4,0
28 2,2 2,0
29 3,7 4,0
30 3,5 4,0
31 4,0 4,0
32 3,7 4,0
33 3,2 3,0

(continda)
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Continuacién Anexo 3

Predio 4
Aislamiento Promedio Mediana
34 2,8 3,0
35 2,8 4,0
36 3,0 4,0
37 3,3 4,0
38 3,0 4,0
39 3,0 4,0
40 1,3 1,0
41 2,5 3,0
42 1,3 1,0
43 2,2 2,0
44 0,7 0,0
Predio 5
Aislamiento Promedio Mediana
45 2,0 2,0
46 0,2 0,0
47 3,3 4,0
48 1,2 1,0
49 3,0 4,0
50 1,8 2,0
51 15 1,0
52 2,0 2,0
53 2,5 3,0
54 0,7 0,0

(continua)
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Continuacién Anexo 3

Predio 6
Aislamiento Promedio Mediana
55 3,5 4,0
56 2,0 2,0
57 1,7 2,0
58 2,0 2,0
59 1,8 2,0
Predio 7
Aislamiento Promedio Mediana
60 2,2 2,0
61 1,5 1,0
62 1,0 1,0
63 0,5 0,0
64 0,7 0,0
65 2,0 2,0
66 0,8 1,0
67 2,7 3,0
Predio 8
Aislamiento Promedio Mediana
68 1,5 2,0
69 1,8 2,0
70 1,2 1,0
71 1,3 1,0
72 0,8 0,0
73 1,2 1,0

(continda)
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Predio 12
Aislamiento Promedio Mediana
74 3,0 3,0
75 3,2 3,0
76 2,0 3,0
77 3,2 4,0
78 3,0 3,0
79 3,5 4,0
80 2,8 3,0
81 3,3 3,0
82 3,0 3,0
83 3,5 4,0
84 2,5 3,0
85 3,5 4,0
86 3,2 3,0
87 2,5 3,0
88 3,8 4,0

(continda)
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Predio 16
Aislamiento Promedio Mediana

89 2,3 3,0

90 2,7 3,0

91 3,5 4,0

92 1,8 3,0

93 2,0 2,0

94 3,7 4,0

95 3,5 4,0

96 3,5 4,0

97 3,3 4,0

98 3,7 4,0
AG 3 3,7 4,0
TESTIGO 0,0 0,0
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ANEXO 4 Determinacion de Patogenicidad para los aislamientos
evaluados.
NO ﬁislamient Patogenicidad ~ N° ﬁislamient dPatogenicida
1 P1T6E63 Patogénico 26 P3T3E15 Patogénico
2 P1T4E44 Patogénico 27 P3T19E107 Patogénico
3 P1T19E178 Patogénico 28 P3T6ES33 Patogénico
4 PlT6E57 Patogénico 29 P3T17E94 Patogénico
5 PI1T7E73 Patogénico 30 P3T17E93 Patogénico
6 PlT8E74 Patogénico 31 P3T9E46 Patogénico
7 P1T14E132 Patogénico 32 P3T13E70 Patogénico
8 P1T13E120 Patogénico 33 P3T4E24 Patogénico
9 PI1T13E125 Patogénico 34 PAT15E81 Patogénico
10 PI1T8E79 Patogénico 35 P4T3E15 Patogénico
11 P1T6E62 Patogénico 36 PA4T9E48 Patogénico
12 P1T16E150 Patogénico 37 PAT6E34 Patogénico
13 P1T3E25 Patogénico 38 PA4T4El Patogénico
14 P1T3E24 Patogénico 39 PAT17E96 Patogénico
15 PI1T1E10 Patogénico 40 PAT19E106 Patogénico
16 P2T12E73 Patogénico 41 PA4T20E119 Patogénico
17 P2T1E4 Patogénico 42 PAT19E109 Patogénico
18 P2T3E14 Patogénico 43 PAT1E®6 Patogénico
19 P2T15E89 Patogénico 44 PAT10E54 No patogénico
20 P2T8ES0 Patogénico 45 P5T18E62 Patogénico
21 P2T7EA43 Patogénico 46 P5T1E3 No patogénico
22 P2T17E94 Patogénico 47 P5T10E39 Patogénico
23 P2T1E1 Patogénico 48 P5T8E30 Patogénico
24 P2T9ES5 Patogénico 49 P5T8E32 Patogénico
25 P3T2E7 Patogénico 50 P5T7E25 Patogénico

(continda)
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

PST5E16
P5T8E28
PST5E17
PST5E18
P6T8EG6
P6T19E69
P6T19E71
P6T12E61
P6T1E1
P7T15E18
P7T15E21
P7T12E49
P7T12E48
P7T6E26
P7T12E51
P7T12E50
P7T4ELl7
P8T2E7
P8T2ES8
P8T3E10
P8T1E4
P8T6E23
P8T8E31
P12T7E67
P12T10E94

Patogénico
Patogénico

Patogénico

No patogénico

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico

Patogénico

No patogénico

No patogénico

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico

Patogénico

No patogénico

Patogénico
Patogénico

Patogénico

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
03
94
95
96
97
08
99

P12T2E27
P12T2E24
P12T1E12
P12T3E37

P12T10E105

P12T7E78
P12T1E1

P12T2E28
P12T8E76
P12T5E58
P12T7E64
P12T4E40
P12T5E52
P16T5E36
P16T2E12

P16T14E102

P16T8ES8
P16T5E38
P16T12E84
P16T13E93
P16T14E97
P16T14E94
P16T1E2
AG 3

100 TESTIGO

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico

Patogénico

No Patogénico
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