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RESUMEN

Una de las enfermedades que ataca al tomate
(Lycopersicon esculentum) en la V Region de Chile es
Rhizoctonia solani, desconociéndose a la fecha los gru-
pos de anastomosis presentes en esta zona, por lal
motivo, se estudiaron cepas del hongo obtenidas a par-
tir de plantas enfermas. En las cepas estudiadas, se
determind la presencia de los grupos de anastomosis
GA-4 y GA-2-1, ubicdndose cuatro en el grupo de
anastomosis 4. Todas las cepas fueron virulentas, sien-
do la mas agresiva la cepa 618 perieneciente al GA-4 y
la menos agresiva la 509 V perteneciente al GA-2-1.
También se estudié el efecto de la temperatura, pH y
salinidad en las cepas de los dos grupos identificados.
Las cepas del GA-4 crecieron mejor a una temperatura
de 22°C con un pH entre 5 y 7 y con una salinidad cer-
cana a 0 mM de NaCl, mientras que las GA-2-1 crecie-
ron mejor a 20 °C con pH 7,0 y salinidad de 50 mM.

INTRODUCCION

En Chile, ¢l tomate (Lycopersicon esculentum M.)
es la hortaliza mas importante en cuanto a superficie y a
consumo, tanto al estado fresco como procesado (Escaff,
1993). Del total de hectareas cultivadas, 1073,4
corresponden a cultivos de tomate bajo invernadero frio

ABSTRACT

Rhizoctonia solani is a pathogen that can be
found attacking tomato (Lycopersicon esculentum M.)
plants in the V Region of Chile. However there is no
information about the existing anastomosis groups and
their characteristics in this zone, for this reason some
strains collected from diseased plants were examined.
The presence of anastomosis groups AG~4 and AG-2-1
was determined in the strains under study, 4 of them
prevailing in the anastomosis group 4. All the strains
were virulent, being strains 618 from AG-4 the most
aggressive and strain 509V from AG-2-1 the least
aggressive. Besides the effect of temperature, pH and
salinity on the strains of the 2 identified group was
studied, strains from AG-4 showed a better growth at
22 °C with a 5-7 pH and a salinity level reaching as
far as NaCl OmM, wereas AG-2-1 grew better at 20 °C,
7pH and 50 mM salinity.

(INE, 2001), que se ubican especialmente en las comunas
de Quillota, La Calera y Limache.

La produccién de tomates para consumo fresco en
Chile no ha estado ajena a problemas fitopatologicos
generados por las condiciones de monocultivo, lo cual
ha originado importantes mermas en los rendimientos
(CORFO, 1990).
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Una de las enfermedades que afecta al cultivo del
tomate en la V Region, es causada por Rhizoctonia solani
Kiihn, hongo habitante del suelo que presenta una amplia
gama de hospederos, y es capaz de dafiar las raices, cuello
y frutos que estén en contacto o cerca del suelo. causando
bajas significativas en la producciéon (Marmol, 1991). En
la V Region generalmente causa caida de plantulas en los
cultivos que se efectiian en el periodo otofio-invierno,
pero también puede ocasionar cancros ¢n la base de las
plantas de tomate.

La forma de clasificar las cepas de R. solani que
atacan a diversos cultivos, consiste en reunirlas segin sus
caracteristicas en grupos de anastomosis (GA) (Vilgalys
&Cubeta,1994), es decir, aquellos aislados pertenecientes
al mismo GA, sus hifas sufren una fusion celular produ-
ciéndose vacuolizacién y muerte de las células cercanas:
este fenémeno se conoce con el nombre de “reaccion de
muerte” (Carling et al., 1988),

En Chile se desconocen los GA de cepas de R.
solani patogenas en el cultivo del tomate, por tal razon el
objetivo de esta investigacion fue determinar sus grupos
de anastomosis (GA), grado de virulencia y caracieristicas
mas importantes en cuanto a efectos de la temperatura,
pH v salinidad, en cepas aisladas de cultivos de tomate
bajo invernaderos frios en la V Region.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de los grupos de anastomosis de
Rhizoctonia solani

La investigacion se desarrollo en el laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agronomicas
de la Universidad de Chile. Las diferentes cepas de R.
selani fueron obtenidas de plantas enfermas de tomate
cultivados en invernaderos frios de la V Region, que
presentaban sintomas de cancrosis en la base del tallo o
que manifestaban caida de pldntulas; éstas se aislaron en
agar papa-dextrosa (APD) (Sneh ef al. (1996).

Una vez obtenidos los cultivos puros, se efec-
tuaron microcultivos sobre un porta objetos recubierto
con agar agua (pH 8.5). confrontando a 3 cm de distancia.
un aislado del grupo de anastomosis (GA) conocido. con
¢l aislado de la cepa de R. solani a identificar (Snch et
al,, 1996). Se utilizaron 12 grupos de anastomosis
conocidos proporcionados por el Dr. Mark Mazzola
(USDA-ARS, Tree Fruit Res. Sta. Wenatchee, USA).

Una vez que los aislados entraron en contacto
(aproximadamente 24 horas después) se tind esta zona
con safranina y se enjuagd el exceso de colorante con
KOH al 3%. Luego se procedid a obscrvar al microscopio
optico la ocurrencia de anastomosis. Ademads, se
confrontaron los aislados en placas de Petri con medio
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APD para realizar una observacidn directa de la zona de
contacto, para verificar la existencia de una zona clara en
el margen de las colonias que corresponde a la
vacuolacién v muerte de células de la parte cercana a la
zona de union (Ogoshi, 1987).

También se determino la virulencia de las diferentes
cepas de R. selani ya identificadas con su grupo de
anastomosis. Para esto s¢ procedié a sembrar. con las
distintas cepas del hongo, semillas de avena previamente
esterilizadas. estas se dejaron crecer a 22°C por 3 sema-
nas (Pumarino, 1993). Posteriormente, s¢ procedid a
depositar este indculo en la zona del cuello de plantulas
de tomate en maceteros de la variedad susceptible
Alondra, al estado de 3 hojas verdaderas, las que se
hicieron crecer en invernadero a una temperatura de 18°C
con 12 horas de fotoperiodo.

Posteriormente, mediante la observacion directa de
las Iesiones en la zona del cuello, se evalud el grado de
virulencia a los 30 dias del trasplante, utilizandose para
tal efecto una escala relativa de 0 a 10 considerando el
porcentaje del perimetro del tallo dafiado.

{: sin dano

1: 0.1 a 10%
2: 10,1 a 20%
3: 20,1 2 30%
4: 30.1 a 40%
5: 40,1 a 530%

6: 50,1 a 60%
7: 60,1 a 70%
8: 70.1 a 80%
9: 80.1 a 90%
10: muerte de plantulas

Las prucbas de virulencia de las distintas cepas de R.
solani, se realizaron en cuatro plantas, considerdndose
también plantas testigo.

Para determinar ¢l efecto de la temperatura sobre
las diferentes cepas, estas se expusieron a 10, 15, 20, 22,
28 y 37 °C en APD.

El efecto del pH se determind ajustando éste en el
medio APD a5.0; 5.5 6.0, 6.5:7,0;7,5: 8,0 vy, ene¢l caso
de la salinidad, las cepas se hicieron crecer en el mismo
medio a concentraciones de 0. 50, 100, 150, 200 y 250
mM de NaCl.

Se evalud el crecimiento radial de las diferentes ce-
pas en medio de cultivo APD a las 48 h de incubacion a
22°C. Se realizaron 4 repeticiones para cada uno de los
factores evaluados en las diferentes cepas de R. solani
(554. 617, 618, 644 y 509V). Los resultados fueron ana-
lizados mediante ANDEVA y la Prueba de Rango Milti-
ple de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Grupos de Anastomosis
Los resultados de los grupos de anastomosis (GA)
identificados se presentan en la Tabla 1, se observo que
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Tabla 1.- Virulencia de Rhizoctonia solani sobre
plantas de tomate var. Alondra.

R solani | Nivel de dasio GA
618 8.75" 4
554 6,75 4
617 425 4
500V 2.75 2-1

1/. Escala relativa (0-10)

las cepas 554, 617, 618, correspondieron al GA-4, con
excepcion de la 509 V que correspondid al GA-2-1.
Como se indic6 en Materiales y Métodos, todas las
cepas estudiadas fueron aisladas de plantas de tomate en-
fermas, llamando la atencion la identificacién de la cepa
509 V gue correspondié al GA-2-1. Este grupo. segin
Sneh et al. (1996), estd reportado solo en coliflor
(Brassica oleracea var. boirytis L.), espinaca (Spinacea

Figura 1.- Determinacion de GA de R. solani: 1A.
Anastomosis de hifas de aislamientos pertenecien-
tes al GA-4. 1B. Anastomosis de hifas de aislamien-
tos pertenecientes al GA-2-1. Flechas indican el sen-
tido de crecimiento de las hifas.

oleracea L.), papa (Solanum tuberosum L.) y raps
(Brassica napus var napus L..) y no en tomate, no asi el
GA-4 que ataca a una amplia gama de cultivos.

Los representantes del GA-4 se¢ caracterizan por ser
de climas mas calurosos que GA-2-1: por otro lado este
grupo también se caracteriza por producir dano en la zona
del cuello de las plantas, afectando mas a plantas adultas,
mientras que el GA-2-1 lo hace en plantulas y plantas adul-
tas, siendo responsable de caida de plantulas y pudricion
de raices en raps (Snch ef al., 1996).

En la Figura 1 se muestran observaciones mi-
croscopicas de algunas de las pruebas de determinacion
de los grupos de anastomosis.

Pruebas de Virulencia

Enlatabla 1 se presentan los resultados de viru-
lencia de las cepas, siendo la mds virulenta la cepa 618
perteneciente al GA-4, y 1a menos la cepa 509 V pertene-
ciente al GA-2-1, lo cual probablemente esta relaciona-
do con que este GA, esta reportado a nivel mundial ata-
cando a otras especies de plantas (espinaca, coliflor, pa-
pasy raps) y no al tomate. El que se haya aislado de toma-
te en la V Region podria significar que no sea su hospe-
dero principal, sino alguna de las otras hortalizas indica-
das, las cuales se cultivan en forma intensiva en esta zona
(con excepcidn del raps).

Efecto de la temperatura, pH y salinidad

Los resultados de los efectos de la temperatura
sobre el promedio de crecimiento de las cepas GA-4 y
GA-2-1, indicaron que las cepas GA-4 se desarrollan a
medida que aumenta la temperatura, observandose un pico
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Letras iguales significa que no existen diferencias estadisticas sig-
nificativas segin la prueba de Rango Multiple de Duncan.

Figura 2.- Efecto de la t°en el crecimiento radial
del micelio de los GA-4 y GA-2-1 de R.  solani.
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Figura 3.- Efecto de distintos pH sobre el
crecimiento radial del micelio de los GA-4 y GA-2-
1 de R. solani (GA = Grupo de anastomosis)

a 22 °C, mientras que la GA-2-1 alcanza un maximo a los
20 °C (Figura 2). Estos antecedentes concuerdan con lo
sefialado por Sneh ef al. (1996). quienes indican que los
GA-4 son de zonas mas calidas que los GA-2-1.

Respecto al pH. las cepas GA-4 se desarrolla-
ron mejor entre 5,0 y 7,0 mientras que GA2-1 crecio
mejor a 7,0 (Figura 3); estos pH son levemente mas altos
que los encontrados en los suclos de 1a V Region desde
donde fueron aisladas.Con excepcion del pH 7 v 7.5, en
los restantes se observé diferencias significativas entre
los crecimientos de las cepas GA-4 y GA-2-1.

En relacion al efecto de diferentes concentraciones
de NaCl sobre los GA, el GA-4 fue afectado por la
salinidad. creciendo mejor a 0 mM de NaCl. En el caso
del GA2-1 este crecidé mejor a SO mM de NaCl. Hasta
150 mM, hubo diferencias significativas de crecimiento
entre ambas cepas, sin embargo, las conceniraciones eva-
luadas (0-250 mM) no pudieron inhibir el crecimiento
de ambos GA (Figura 4). Es decir, la salinidad no parece
ser un factor que inhiba el desarrollo de ambos grupos de
anastomosis de R. solani, pudiéndose desarrollar tanto
en suelos con bajo como con alto contenido de sales.

Crecimiento radial del micelio {mm)

Corcertraciénde NaQl (mV)

Figura 4. Efecto de la salinidad sobre el
crecimiento radial del micelio de los
GA-4 y GA-2-1 de R. solani.

CONCLUSIONES

De las cinco cepas patogenas de R. solani estudia-
das en tomates cultivados en la V Regidn. cuatro corres-
pondicron al GA-4 y una al GA-2-1.

Todas las cepas de R. solani fueron virulentas en plan-
tas de tomate, siendo la mas agresiva la cepa 618 (GA-4)
v la menos agresiva la cepa 509V (GA-2-1).

Las cepas GA-4 se desarrollaron mejor a 22 °C mien-
tras que la cepa GA-2-1 lo hizo a 20°C.

La cepa GA-2-1 se desarrolié mejor a pH 7,0 mien-
tras que las GA-4 lo hicieron entre pH 5.0 y 7,0.

La cepa GA-2-1 toleré mejor la salinidad que las
cepas GA-4, sin embargo las concentraciones de salinidad
estudiadas (0-250 mM) no fueron inhibitorias para e!
desarrollo de las cepas de R. solani.
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