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RESUMEN

Se evaluaron 15 aislamientos de Sclerotium cepivorum Berk., agente causal de
la “pudricion blanca” en ajo y cebolla, procedentes de la zona productora de ajo
en Guanajuato, Méx., con el objetivo de determinar la relacion entre la
presencia de acido ribonucléico de cadena doble (ARNcd) y la variabiliadad
entre los diferentes aislamientos, atribuyendo la presencia de ARNcd a posibles
micovirus. Se hizo la caracterizacion de los aislamientos, en medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA) a partir de esclerocios considerando las variables
dias a produccion de esclerocios (DPE), nUmero de esclerocios (NE), diametro
de colonia (DC) y virulencia (VIR) en bulbos de cebolla. Se hizo extraccion de
ARNcd con una técnica especifica (Valverde, 1990) y se corrié electroforesis.
Se encontraron diferencias significativas en todas las variables evaluadas, y
hubo una correlacion positiva entre las variables DPE y nimero de esclerocios,
en tanto las demas correlaciones no resultan significativas. Se observaron
bandas electroforéticas que correspondieron a ARNcd de alto peso molecular
(1.46 x 10° daltones) en los aislamientos M4, M7, M13, M14 y M17. Lo anterior
nos permite concluir que la presencia de ARNcd no parece estar directamente
relacionada con la variabilidad en los aislamientos evaluados debido a que la
presencia de ARNcd no tiene relacién con las variables evaluadas, sin
embargo, por su peso molecular este ARNcd puede ser ubicado como un
posible micovirus.

Palabras claves: Sclerotiun cepivorum, ARNcd,
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ABSTRAC
Fifteen isolates of Sclerotium cepivorum Berk. (onion white rot disease) from

Guanajuato, México, were evaluated to determine the presence of RNAdc as a
variability factor among isolates and its possible relation with micovirus.
Pathogenic characterization and RNAdc of each isolates were performed.
Individual petri dishes with PDA were inoculated with sclerotia. To measure:
colony diameter (DC), sclerotia number (NE), Time (days) needed for first
sclerotia (DPE) and virulence (VIR). There were five replicates for each
isolation. RNAdc extraction was done with Valverde (1990) technique and
electrophoresis analysis afterward. Significant differences («=0.05 Tukey) were
founden all parameters and a positive correlation between time needed for first
sclerotia (DPE) and sclerotia number (NE). No other correlation was founded.
Electrophoretic bands were observed corresponding to RNAdc with high
molecular weigth (1.46 x 10° daltons) for isolates M4, M7, M13, M14 and M17. It
appears that the presence of RNAdc is not correlated with the pathogenic

variability among isolates.

Key words: Sclerotiun cepivorum, ARNdc, Mycovirus.
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I. INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa L.) y el ajo (Allium sativum L.), son las dos
especies del género Allium mas cultivadas en México, en donde Guanajuato se
destaca por ser el estado que mayor superficie dedica a estas dos especies,
con 10,206 hectareas de cebolla y 3,945 hectareas de ajo. En superficie
cultivada con cebolla, también destacan los estados de Tamaulipas con 7,472
hectareas, Morelos con 4,056 hectareas, Michoacan con 2,878 hectareas y
Puebla con 2,323 hectareas; en tanto en ajo destacan por la superficie
dedicada a este cultivo los estados de Zacatecas con 2,132 hectareas,
Aguascalientes con 974 hectareas, Puebla con 608 hectareas y Sonora con
587 hectareas (SAGAR, 1997). La productividad de estas hortalizas es
mermada por la presencia de patégenos entre los que destaca es el hongo
Sclerotium cepivorum Berk., agente causal de la “pudricion blanca”, una de las
enfermedades de mayor importancia. S. cepivorum es patégeno exclusivo del
género Allium, este hongo, se caracteriza por producir esclerocios que pueden
llegar a permanecer viables en campo hasta por 20 afios en ausencia de tejido
hospedante (Redondo et al., 1993). Aunque se han utilizado diferentes tacticas
para reducir la incidencia de esclerocios en el suelo, los que logran

permanecer son suficientes para ocasionar una incidencia de la enfermedad



similar a donde no se aplica control sobre los esclerocios, ya que solo es
necesario 0.1 esclerocios por gramo de suelo para ocasionar una incidencia
del 100 % (Delgadillo, 1998). Lo anterior lleva a la conclusién de que el manejo
de esta enfermedad debe hacerse no con una practica aislada, sino con la
integracion de diferentes tacticas. Es por tanto deseable desarrollar un

programa de manejo integral de esta enfermedad.

Se ha observado variabilidad en la virulencia de diferentes aislamientos
de este patdgeno, tales aislamientos han sido recolectados en la zona
productora de ajo en Guanajuato. Esta caracteristica parece explicarse, en
parte, por el fenédmeno de hipovirulencia (Bharathan y Tavantzis, 1990),
descrito por primera vez en Endothia parasitica (Cryphonectria parasitica) (Van
Alfen et al.,1975). Este fendmeno fue definido como la disminucién en la
habilidad patogénica debido a la presencia de ARNcd (Acido Ribonucleico de
cadena doble), este &cido nucleico ha sido relacionado con los hipovirus
(Boland, 1992), caracteristica aprovechada por Heininger y Rigling (1994),
como Una forma de controlar hongos fitopatégenos como Cryphonectria
parasitica  (Murr.) Burr., agente causal del tizén del castafio. Sospechamos
que la variabilidad patogénica de S. cepivorum posee caracteristicas similares
a las antes descritas, por lo que el presente estudio se justifica para empezar a

entender su naturaleza.



1.1. Objetivos
- Caracterizar 15 aislamientos de S. cepivorum
- Determinar la relacion entre la variabilidad de 15 aislamientos de S.

cepivorum con la presencia de ARN cadena doble.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo del ajo y la cebolla

El ajo (A. sativum L.) y la cebolla (A. cepa L.) son las dos especies del
género Allium mas cultivadas en México y en el mundo, en el caso del ajo la
producciéon mundial en 1999 fue de 9,042,167 ton, en tanto en México fue de
65,000 ton. En lo relativo a la cebolla en 1999 se produjeron 41,527,877 ton a
nivel mundial, y en México se produjeron 102,000 ton (FAO, 1999), tales cifras
de produccion, asi como la utilidad que se les ha dado a estas especies en la

alimentacion como en otros ambitos, las ubican como cultivos de importancia.

En México, el estado de Guanajuato es el que mayor superficie dedica al
cultivo de ajo y cebolla (SAGAR, 1997), y como cultivos importantes se ha
puesto especial atencién a sus limitantes de produccién, entre los que destacan
las enfermedades. La SARH (1976) en su primer catalogo de enfermedades de
las plantas mexicanas, reporta, entre otros hongos fitopatégenos a Alternaria,
Botrytis, Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium y Sclerotium como patégenos de

ambas especies.



2.2. Sclerotium cepivorum Berk.

2.2.1. Importancia de la “pudricién blanca”

Esta enfermedad tiene gran importancia en México por los dafos
severos que causa en el rendimiento y calidad del ajo y cebolla. El problema
fundamental para el control de la “pudricién blanca” se debe a que el hongo
forma esclerocios en grandes cantidades que constituyen su forma de
supervivencia y pueden permanecer viables en el suelo hasta por 20 afos

(Redondo et al., 1993).

2.2.2. Agente causal de la “pudricién blanca” (S. cepivorum)

S. cepivorum es patégeno exclusivo del género Allium (Brix and
Zinkernagel, 1992 y Crowe et al.,1980). Este hongo produce la enfermedad
conocida como “pudricién blanca”, este nombre se debe al micelio blanco que
cubre raices, bulbos y base del tallo de las plantas atacadas. Este hongo
forma esclerocios por anastomosis los cuales son esféricos de color negro con
diametro de 0.3 a 0.6 mm. La pudricién de los tejidos es suave y acuosa. El
hongo crece bien en medio de cultivo, de 4 a 29° C, y para infectar requiere de
10 a 24° C con optima de 15-18° C (Romero, 1988). No se conoce si este

hongo presenta la reproduccién sexual.



Los esclerocios son una forma propagativa de este patégeno, los cuales
tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo por periodos largos, aun en
ausencia de tejido hospedante (Redondo et al, 1993), lo cual dificulta su
control. Se ha descubierto que estos esclerocios germinan cuando son
estimulados por los exudados del hospedante, los sulfoxidos de alil cisteina
presentes en los exudados de las plantas del género Allium. Tales sulféxidos
son precursores del alil volatil y sulfatos de propil, los cuales son los
estimulantes directos para este patégeno (Somerville, et al., 1987). Sin
embargo Coley-Smith (1985) afirma que los esclerocios deben pasar por un
periodo corto de dormancia antes de que puedan responder a estimulantes de
plantas o del suelo para germinar; en tanto Brix y Zinkernagel (1992) afirman
que la dormancia de los esclerocios obtenidos axénicamente se rompe en el
suelo después de 12 semanas. Coley-Smith (1985), reporta que a 20° C los
esclerocios germinan en 3 0 4 dias, y que solo es necesario 0.1 esclerocios por
gramo de suelo para inducir una incidencia del 100 % tanto en plantas de ajo
(Allium sativum L.) como de cebolla (Allium cepa L.). Crowe y colaboradores
(1980), afirman que al germinar el esclerocio, inicia su crecimiento, y si no
encuentra un hospedante, el micelio morira;, por el contrario, si encuentra
raices, penetra y las hifas invaden inter e intracelularmente a los tejidos del
hospedante. Una vez en el hospedante, o cubre con un micelio blanco para
formar por anastomosis nuevamente esclerocios, lo que implica la muerte de
los 6rganos invadidos y posteriormente, la muerte de la planta; la enfermedad

se presenta en campos nuevos en pequefios agregados pero puede llegar a



matar grandes areas de la plantacion, y al parecer se puede transmitir entre

plantas que tienen contacto con sus raices (Crowe y Hall, 1980Db).

La variabilidad entre aislamientos de S. cepivorum a partir de
esclerocios provenientes de campo y los obtenidos axénicamente fue
registrada por Coley-Smith (1985), quién ademas afirmé que no existe
comportamiento homogéneo entre esclerocios en un mismo aislamiento, en
tanto Brix y Zinkernagel (1992) aseguran que algunos esclerocios entran en
dormancia después de su maduracién mientras otros germinan cuando logran
su maduracion. En México también se ha encontrado enorme variabilidad en
aislamientos de S. cepivorum, los que por su comportamiento, presentan
grandes dificultades para su evaluaciéon (Dr. Luis Pérez, comunicacion

personal).

2.2.3. Control de S. cepivorum

El control de este importante patégeno se ha intentado por diversas
tacticas, sin embargo, la enorme capacidad de sus formas propagativas para
permanecer en el suelo por largos periodos, aun en ausencia de tejido
hospedante han hecho infructuosos la mayoria de los intentos de control, por lo

que recientemente los trabajos sobre el control de la enfermedad se han



centrado en el estudio y manejo de sus formas propagativas mas eficientes, los

esclerocios (Coley-Smith, 1985; Crowe y Hall, 1980, y Delgadillo, 1998).

2.3. Los micovirus

La ICTV (Universal System of Virus Taxonomy), ha agrupado a los virus
tomando diferentes criterios, una forma de agrupacion de los virus es por gama
de hospedantes y el taxén a que estos pertenecen, asi los virus que parasitan
a los miembros del reino fungi se les conoce como micovirus los cuales fueron

descritos por primera vez por Hollings en 1962 (Hollings, 1982).

Los micovirus son elementos extracromosdmicos nucleoproteicos con
ARNCcd, cuyo diametro oscila entre los 25 y 40 nm, con un peso de 2.0 x 10°
daltons (Mier, 1994), y con 1-8 segmentos de ARNcd, muy pocos son de
genoma no dividido (Hollings, 1982), siendo muy heterogéneos electroforética

e inmunolégicamente (Mier, 1994).

Hollings (1982) afirma que se han encontrado a los micovirus en
alrededor de 100 especies de hongos y sugiere que otras 5,000 especies los
podrian contener, lo que significa que muy pocos han sido debidamente
caracterizados y sélo reciben el nombre de “particulas parecidas a virus”.

Agrega que su genoma es posiblemente una adaptacién a las condiciones de



la célula del hongo. Tanto los micovirus como las “particulas parecidas a virus”
se propagan por anastomosis o mediante esporas asexuales, y no existe
correlacién entre la presencia de micovirus y la produccién de micotoxinas,
pero si con la presencia del fendmeno “killer". Los tipos de micovirus
encontrados son: tipo tobamovirus (en Peziza ostracoderma), tipo potexvirus
(en Bolerus edulis), tipo herpesvirus (en Thraustochytrium sp y Phytophthora
infestans), tipo mosaico de la alfalfa (en Agaricus bisporus) y posiblemente del

tipo geminivirus en el mismo hongo (Hollings, 1982).

Los m.icovirus han sido asociados con enfermedades degenerativas y
alteraciones morfologicas de sus hospedantes entre los que destacan el
fendmeno “Killer” y la produccién de Interferén. El fendmeno “killer” se presenta
en hongos fitopatdégenos, en tanto “la produccion de interferén” se presenta en

hongos que atacan a mamiferos (Mier, 1994).

Fenémeno “Killer”

Se ha conectado a los micovirus y al ARNdc con la presencia del
fenémeno ‘“killer’. Este consiste en que ciertas cepas del hongo secretan
toxinas extracelulares que matan o suprimen el crecimiento de razas sensibles
0 de algunas de las especies de los hongos relacionados taxonédmicamente
(Hollings, 1982), ésta toxina ha sido determinada como una glicoproteina, y las
cepas capaces de producirla (cepas “killer’) son inmunes a su propia toxina.

Esta toxina es capaz de aniquilar a las cepas sensibles que son incapaces de



producir esta toxina, las cepas neutrales no producen la toxina ni son inhibidas
por ella (Mier, 1994). También se han encontrado cepas “killer’” sensibles a

toxinas producidas por otras cepas (Hollings, 1982).

Produccion de interferén

El interferén es conocido como parte de los mecanismos de defensa de
un individuo, mediado por la induccion viral de sintesis de proteinas celulares,
las cuales inhiben la replicacidén del virus, y se ha catalogado a los micovirus
por su capacidad de inducir la produccion de interferén, ejemplos de especies
donde se ha registrado son Penicilium stoloniferum y P. funiculosum. Este

fendmeno sélo ha sido registrado en células animales (Mier, 1994).

De manera general, los micovirus que afectan a sus hospedantes
perecen interferir en la traduccién de los mensajes genéticos a nivel ribosomal

(Hollings, 1982 y Mier, 1994).

Replicacién de los Micovirus

Existen diferencias en cuanto a la forma de replicacién de los micovirus

con otros virus, la mas notable es que los virus se replican paralelamente a la

célula del hospedante, se ha descubierto la existencia de un ARN-polimerasa

que interviene en los procesos de replicacién viral (Mier, 1994).
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2.3.1. Clasificacion de los micovirus

Los virus cuyo hospedante es un hongo (micovirus), se encuentran
agrupados en 4 familias, un género no incluido en ninguna familia, y algunos
virus satélites tampoco incluidos en ninguna familia. Las cuatro familias son 1)
Barnaviridae, con el género Barnavirus, cuya especie tipo es el Mushroom
bacilliform virus; 2) Hypoviridae con el género Hypovirus cuya especie tipo es
Cryphonectria hypovirus 1-EP713; 3) Partitiviridae con dos géneros, el género
Partitivirus tiene como especie tipo a Gaeumannomyces graminis virus 019/62,
y el género Chrysovirus con la especie tipo Penicillium chrysogenum virus; 4)
Totiviridae, con el género Totivirus cuya especie tipo es Saccharomyces
cerevisiae virus L-A; el género que no se encuentra incluido en ninguna familia
es Rhizidiovirus cuya especie tipo es Rhizidiomyces virus; y por ultimo virus
Satélites de ARN de cadena simple, cuya especie tipo es el Tobacco necrosis

satellite (ICTV, 1999).

2.3.1.1. Los hipovirus y la hipovirulencia

Dentro de los micovirus, la familia Hypoviridae segun el ICTV (1999), se
caracterizan por formar vesiculas que dan aspecto rugoso, en las células del
hospedante infectado, tales vesiculas miden entre 50-80 nm de diametro.

Contienen una molécula lineal de ARNcd. Tal cadena es de una longitud que

1



va de 10,000 a 13,000 pares de nucledtidos. A ellos se atribuye el fenébmeno

de hipovirulencia en algunos hongos fitopatégenos (ICTV, 1999).

Boland (1992), define a la hipovirulencia como la reducciéon en la
habilidad de un patégeno para infectar, colonizar, matar y reproducirse en el
tejido del hospedante susceptible. Este fenédmeno ha sido reportado en
diferentes hongos fitopatégenos, mas de 30 especies segun Castanho y
colaboradores (1978), de las cuales quizas el caso mas estudiado sea el del
hongo Endothia parasitica (Cryphonectria parasitica), que es el agente causal
del tizdn del castafio (Shapira, et al., 1991; Heiniger y Rigling, 1994; Smart y
Fulbright, 1995; Schafleitner y Wilhelm, 1997; Peever et. al 1997; Anagnostakis
et.al, 1998; Peever et al., 1998), en el que Van Alfen y colaboradores (1975)
reportan el fendmeno de hipovirulencia. Estos autores afirman que la variante
virulenta puede ser modificada en la naturaleza por la transmision de la
hipovirulencia, la cual atribuyen a un determinante de transmisibilidad, ademas
describen las colonias hipovirulentas sembradas en medio de cultivo,
afirmando que disminuye la produccién de pigmentos y la apariencia es mas
lechosa que las colonias virulentas. Nuss (1992) afirma que los aislamientos
hipovirulentos tiene menor produccién de esporas, es decir, en general los
aislamientos hipovirulentos presentan caracteristicas morfolégicas que los
distinguen de los virulentos. Otro hongo fitopatégeno muy estudiado en cuanto

al fendémeno de hipovirulencia es Rhizoctonia solani el cual Castanho y Butler
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(1978) investigaron llamando “Decline” de Rhizoctinia al fenémeno de

hipovirulencia.

El fendmeno de hipovirulencia se ha asociado con la presencia de
ARNcd (Castanho y Butler, 1978; Shapira y Nuss, 1991; Smart y Fulbright,
1995; entre otros). En su trabajo sobre el “Decline” de Rhizoctonia solani,
Castanho et al. (1978), a partir de aislamientos hipovirulentos purificaron tres
diferentes particulas parecidas a virus de ARN con pesos moleculares de 2.2,
1.5y 1.1 x 10°daltones; sugiriendo a los micovirus como responsables de esas
particulas parecidas a virus, sin embargo, afirman que no se puede atribuir la

sintomatologia a estas particulas.

Bharathan y Tavantzis (1990), encontraron que existe una enorme
diversidad genética en los ARNcd presentes en Rhizoctonia solani, y al
analizar esta diversidad genética por hibridacién Northern blot encontraron un
alto grado de heterogeneidad entre aislamientos; sin embargo, no encontraron
las bases para asociar de manera general las cadenas dobles de ARN con la
hipovirulencia, pero si parece haber cierta relacién entre cadenas dobles de
ARN especificas y la hipovirulencia, es decir, no todos las cadenas dobles de
ARN presentes en un aislamiento hipovirulento son responsables de la

hipovirulencia.
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Boland y Smith (1991) estudiaron la hipovirulencia en Sclerotinia
sclerotiorum al igual que Boland (1992), los primeros analizaron la morfologia
de las colonias en medio de cultivo, afirmando que el método de regeneracion
por protoplasto permitié obtener cultivos similares a los iniciales, es decir con

las mismas caracteristicas de hipovirulencia.

Boland (1992), caracteriz6 morfolégicamente los aislamientos de
Sclerotinia sclerotiorum y relacioné estas caracteristicas con la reduccion en la
capacidad para infectar tejido hospedante. También detecté ARNcd y
transmitié la hipovirulencia por anastomosis hifal. De la misma manera Zhou y
Boland (1997) estudiaron la hipovirulencia en Sclerotinia homeocarpa, la cual
en cultivos en PDA formé colonias atipicas, también relacionaron estas
caracteristicas de colonias atipicas y crecimiento lento, con la presencia de
ARNcd vy lo transmitieronn a otros cultivos no hipovirulentos, consiguiendo su
transformacién a hipovirulentos. Con lo anterior se demostré la relacién entre

las variaciones morfolégicas, la hipovirulencia y la presencia de ARNcd.

Posteriormente Boland y colaboradores (1993), caracterizaron
aislamientos hipovirulentos, en medio de cultivo y analizaron sus estructuras
subcelulares al microscopio de luz y electrénico. En general los resultados del
estudio de microscopia de luz, indicaron que los cultivos hipovirulentos fueron
practicamente iguales con los virulentos, salvo que los hipovirulentos

presentaron aspecto granuloso en el citoplasma, este aspecto granuloso,
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segun el microscoépio electrénico se debidé a la presencia de corpusculos de
doble membrana, encontrados tanto en los esclerocios como en las hifas. Estos
corpusculos no fueron observados en cultivos virulentos, su diametro se calculd
en 70 nm y estan presentes cerca del nucleo, ademas estos corpusculos al ser
vistos a mayor aumento, mostraron que la membrana interna demarcaba los
corpusculos, en algunos casos dos o tres de ellos, y la membrana externa los
envolvia en grupo. No observaron particulas tipicas de un micovirus por lo que
afirmaron que el ARNcd y la hipovirulencia no estan asociadas con los
micovirus en Sclerotinia sclerotiorum, pero quizas los corpusculos que
encontraron representen un micovirus sin encapsidacion o que funcionen como
sitios de replicacién del ARNcd, o quizas como un mecanismo de defensa del
hospedante en el que las particulas tipo viral sélo sean una forma de

encapsular y eliminar el &cido nucleico exégeno.

Peever y colaboradores (1997), también encontraron una enorme
diversidad genética en los ARNcd presentes en C. parasitica, el mas estudiado

en cuanto al fendmeno de hipovirulencia.

El caso de C. parasitica ha tenido un uso directo, ya que se ha logrado
transmitir el ARNcd de cepas hipovirulentas a cepas virulentas, transformando
estas Ultimas en hipovirulentas, tal situacibn se ha probado incluso en
condiciones de campo, obteniendo un control gradual del tizén del castafio en

Norteamérica, aunque cabe mencionar que dentro del gran numero de
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micovirus encontrados en este patégeno, no todos son responsables del
fendmeno de hipovirulencia, es decir, este patégeno posee una gran diversidad
de ARNCcd, los cuales han sido encontrados en diferentes cepas aisladas en
América del Norte, Europa y Asia, algunas de las cuales, incluso estan
relacionadas con diferencias fenotipicas del patdégeno en medio de cultivo, pero
no estan relacionadas con el fenédmeno de hipovirulencia (Heiniger y Rigling,
1994); estos autores también determinaron que las ascosporas no son un
medio importante de diseminacion de la hipovirulencia en el caso de C.

parasitica.

De la gran diversidad genética encontrada en los ARNcd presentes en
aislamientos de C. parasitica, dos han sido recientemente clasificados dentro
de la familia Hypoviridae, y estos son: 1 (CHV1)-EP713 y CHV2-NB58, en tanto
CHV3-GH2 sélo tentativamente ha sido incluido en esta familia, en el caso de
los dos primeros son considerados hipovirus por estar plenamente determinada
su relacion con el fendémeno de hipovirulencia, ademas de ser considerados los
virus tipo de la familia Hypoviridae. Se encuentra también relacion filogenética
entre los hipovirus y ARNcd presentes en aislamientos de C. parasitica en
Norteamérica, Europa y Asia, aunque no necesariamente estén ligados al

fenémeno de hipovirulencia (Peever, et al., 1998).
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2.3.1.1.1. Evaluacién de la hipovirulencia

Debido a que la hipovirulencia se define como la disminuciéon de la
habilidad patogénica de un organismo agente causal de una enfermedad, su
evaluacién debe medir el grado en que se ve disminuida esta virulencia en
relacion a un aislamiento normal. Esta hipovirulencia ademas ha sido
relacionada con variaciones morfolégicas en el desarrollo de los patégenos
como lo sugirieron Van Alfen (et al., 1975), Castanjo y Butler (1978), y Boland y
Smith (1991), asi, estos autores hicieron también una evaluacién morfolégica
de los aislamientos en estudio. Boland y Smith (1991), evaluaron la morfologia
del hongo Sclerotinia sclerotiorum, patdgeno de diversos cultivos en
Norteamérica, incubandolo en medio papa-dextrosa-agar (PDA), y observando
caracteristicas tales como el desarrollo de la colonia, coloracién, produccién de
pigmentos y otros. De igual manera, Zhou y Boland (1997) estudiaron al hongo
Sclerotinia homoeocarpa (patégeno de pastos), encontrando diferencias
morfolégicas en los 32 aislamientos estudiados. Tales diferencias a nivel
morfolégico regularmente son de menor velocidad de crecimiento y/o
produccion de pigmentos, o apariencias lechosas para los aislamientos
hipovirulentos, e inversos para los virulentos, es decir, los aislamientos
hipovirulentos forman colonias atipicas. También evaluaron los aislamientos

sobre tejido vegetal.
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Castanho y Butlet (1978), usaron plantulas de repollo, las cuales fueron
expuestas en cajas petri a aislamientos de Rhizoctonia solani, tanto virulentos
como posiblemente hipovirulentos, posteriormente evaluaron el dafo en
porcentaje de plantulas afectadas. Enseguida evaluaron estos aislamientos en
invernadero donde se inoculd micelio del patégeno al suelo en macetas, donde
a las dos semanas se colocaron semillas de remolacha azucarera a 2.5 cm de
profundidad y se midieron la incidencia de la enfermedad a la preemergencia y
postemergencia. Boland y Smith en 1991 y Boland en 1992, evaluaron la
hipovirulencia de S. sclerotiorum al colocar rodajas de medio con micelio en
desarrollo sobre peciolos de apio, y medir el didmetro de las lesiones. Al
parecer, encontraron una relacion estrecha entre las caracteristicas
morfoldégicas en medio de cultivo con la hipovirulencia, sin ser estas
caracteristicas un indicativo de la existencia de hipovirulencia en los

aislamientos que las poseen.

2.3.1.2. Transmisibilidad de la hipovirulencia

Desde los primeros reportes de la hipovirulencia en C. parasitica
(Castanho et al., 1978 y Van Alfen et al., 1975), se afirma que esta puede ser
transmitida a aislamientos virulentos, y que este fendbmeno existe en la
naturaleza. Esta transmisibilidad se atribuyé en un principio, a un factor de

transmision, solo comprobada por la transmision de las caracteristicas
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morfoldgicas a las cepas transformadas y por la disminucién de su virulencia.
Posteriormente se comprobé que la hipovirulencia es transmitida de manera
citoplasmética a través de la anastomosis hifal a cepas adyacentes y a través

de algunas formas propagativas a la descendencia (Boland y Smith, 1991).

De igual manera, las caracteristicas morfolégicas observadas en el
microscépio éptico y electrénico, como son los corpusculos de doble membrana
observados en la membrana nuclear, se comprobé que también se transmiten a

colonias virulentas adyacentes o descendientes (Boland et al., 1993).

Zhou y Boland (1997) estudiaron la hipovirulencia en S. homeocarpa, la
cual en cultivos en PDA forma colonias atipicas, también relacionaron estas
caracteristicas de colonias atipicas y crecimiento lento, con la presencia de
ARNcd vy lo transmitieron a otros cultivos no hipovirulentos, consiguiendo su

transformacién a hipovirulentos.

Smart y Fulbrigth (1995) demostraron que la hipovirulencia en en C.
parasitica puede ser transmitida por segregacion asexual. Heiniger y Rigling
(1994), no encontraron ARNcd en ascosporas de C. parasitica, por lo que estas
no resultan importantes en la diseminacién de la hipovirulencia, pero
determinan que si se puede transmitir por conidios en este hongo.
Posteriormente Anagnostakis (1998), logré la trasmisién de la hipovirulencia

por ascosporas en C. parasitica, al obtener un ADN copia del hipovirus CHV1-
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EP713 y mediante manipulacion la hicieron llegar al ADN nuclear, con lo que
se logra vencer la barrera de la incompatibilidad que podria presentarse en la

anastomosis.

Sin duda la mejor prueba de la transmisibilidad de la hipovirulencia es en
condiciones naturales, y esta se evalué en 20 has de Castafio (Heiniger y
Rigling, 1994), donde se liber6é un aislamiento hipovirulento de C.. parasitica, y
después de 4 anos se evalud la incidencia del hipovirus en los diferentes
aislamientos del patégeno recolectado, comprobandose su diseminacion ya

que la incidencia de la enfermedad se redujo del 41 al 25 %.

2.3.1.2.1. Evaluacién de la transmisibilidad de la hipovirulencia

Para comprobar la trasmisibilidad de la hipovirulencia, Boland (1992),
sembrd en medio de cultivo en una misma caja petri, tanto a un aislamiento
hipovirulento como a uno virulento, dejando que en su desarrollo interactuaran
los micelios y se llevara cabo la anastomosis, posteriormente tomé micelio de
la zona de interaccién, le proporcioné las condiciones 6ptimas de desarrollo y
lo sometié a la evaluacién de la hipovirulencia sobre tejido vegetal. Esta
transmisién por anastomosis también se lleva acabo en R. solani, con lo que
Castano et al, (1978), pudieron convertir aislamientos virulentos en

hipovirulentos.
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2.3.1.3. Mecanismos de los hipovirus para la induccién de la hipovirulencia

El hipovirus mas estudiado es sin duda CHV1-EP713, del que Shapira y
colaboradores (1991), presentaron su secuenciacién de 12, 712 pb, que
presenta dos Marcos de Lectura Abierta (A y B), codificando para diferentes
polipeptidos y a los cuales se les ha atribuido inferencia en la induccién de la
hipovirulencia. Por su parte Heiniger y Rigling (1994), afirmaron que la
presencia del ARNcd reduce la acumulacion de ARNm especifico y la de
polipéptidos, a la vez que produce acumulacion del metabolito oxalato, e
induce varias proteinas, cutinasa y lacasa, al parecer el ARNcd perturba
sefales de procesos celulares que normalmente terminan en la induccién de la
lacasa, en cuanto al oxalato, se le incluye en el proceso de patogenicidad de C.

parasitica.

Schefreitner y Wilhelm (1997), afirman que las especies no virulentas
rapidamente incitan las reacciones de defensa del hospedante, por lo tanto el
factor clave es el tiempo de reconocimiento del patégeno y el establecimiento
de las barreras fisicas o bioquimicas. Entre las proteinas PR se incluye a las -
1,3-glucanasas y quitinasas, las cuales se ha demostrado inhiben a varios
hongos patdgenos, y juegan un papel importante en las reacciones de defensa
de la planta, asi en plantas inoculadas con el patégeno que porta al hipovirus,

las actividades de quitinasa y B-1,3-glucanasas son mayores que en las
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inoculadas con aislamientos virulentos, lo cual se atribuye a la elicitacién por
parte del hongo, quizas los aislamientos virulentos tienen la capacidad para
suprimir la accién de los elicitores tempranos. Cada especie de hipovirus

produce diferentes proteinas.

2.3.1.4. Variabilidad de los hipovirus

En los diferentes hongos donde se han detectado hipovirus se han
encontrado diversos fragmentos de ARNcd, (Van Alfen et al., 1975; Shapira et
al., 1971) de diversos pesos moleculares. Castanho y colaboradores (1978)
encuentra en R. solani 3 segmentos de ARNcd, de los cuales no todos pueden
ser considerados hipovirus, o inductores de la hipovirulencia, regularmente

este fendmeno se encuentra asociado a un fragmento.

De la enorme diversidad de ARNcd encontrados en C. parasitica, s6lo se les
considera hipovirus a Cryphonectria hypovirus 1-EP713 (CHV1-EP713),
Cryphonectria hypovirus 1-EP747 (CHV1-EP747), y Cryphonectria hypovirus 2-
NB58 (CHV2-NB58), y como especie tentativa de este género Cryphonectria

hypovirus 3-GH2 (CHV2-NB58) segun la ICTV (1999).
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2.4. Otros micovirus

Los micovirus en general, no necesariamente estan asociados a
alteraciones en las caracteristicas morfolégicas o a enfermedades
degenerativas, esto se ve mas en Deuteromicetes, y parece ser que en algunos
casos se logra una relacién tal entre parasito y hospedante logrando
aparentemente no afectarse de manera significativa. Se han encontrado
micovirus tanto en hongos comestibles como contaminantes y fitopatégenos

(Hollings, 1982 y Mier, 1994).

Mier (1994) menciona que entre otros hongos, se han encontrado
micovirus en Penicillium funiculosum y P. stolonifer, en este ultimo fue donde
se encontré la primera evidencia de la existencia de estos virus. También
menciona la presencia de micovirus en un hongo no fitopatégeno pero si de
importancia comercial, Agaricus bisporus, conocido comercialmente como
“‘champifidn”. La presencia de un micovirus en este hongo, propicia la
enfermedad degenerativa conocida como “Enfermedad de Francia’, otros
hongos en donde se han encontrado los micovirus son: Ustilago maydis, P,
chrysogenum, P. cyaneo-fulvum, Plasmopara halstedii, Peziza ostracoderma,
Entomophaga auliceae, Basidiobulus haptosporus, B. ranarum, Leucostoma
personii, Agrocybe aegerita, Trichophyta mentagrophytes, Phialophora pedrosoi

y Thraustochytrium sp. Por su parte Zhang y colaboradores (1994), mencionan
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a algunos hongos fitopatdgenos con presencia de ARNcd entre los que
destacan Gaeumennomyces graminis, Ophiostoma ulmi, Helminthosporium
victoriae, Puccinia coronata, P. striiformis, P. recondita, P. hordei, P. graminis,
P. malvacearum, P. suaveolens, P. sorghi, P. helianthi, Uromyces phaseoli
Coleosporium solidaginis y Linum usitatissimum, en algunos se ha registrado
alguno de los fendmenos antes descritos, 0 aun no se ha estudiado a fondo el

efecto la presencia de micovirus en el comportamiento del hongo.

Lo anterior nos lleva a la conclusién de que el campo de los micovirus y
en especial el de los hipovirus esta poco explorado, pero sentimos que esto
debe intensificarse ya que las evidencias anteriormente citadas muestran el

gran potencial biocontrolador en algunos hongos fitopatégenos.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Evaluacion de 15 aislamientos de S. cepivorum

Se evaluaron 15 aislamientos de S. cepivorum procedentes de la zona

productora de ajo en Guanajuato, Mex. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacién de aislamientos de S. cepivorum evaluados.

AISLAMIENTO PROCEDENCIA

M2 San Miguel de Allende, Gto.

M4 Salamanca, Gto.

M5 Salamanca, Gto. (Los Aguilares)
M6 Celaya, Gto. (Roque)

M7 Apaseo El Grande, Gto. (CEBETIS 175)
M11 Celaya, Gto. (Turrubiartes)

M13 Celaya, Gto. (Santa Elena)

M14 Apaseo El Alto, Gto. (EI Nacimiento)
M15 Apaseo El Grande, Gto. (EIl Moral)
M16 Apaseo El Grande, Gto. (Cantabria)
M17 Apaseo El Grande, Gto. (Ejido 2)
M18 Villagran, Gto.

M19 Cortazar, Gto. (Guadalupe)

M27 Juventino Rosas, Gto. (provedora)
M45 Apaseo El Grande, Gto. (Escuela)
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Para evaluar estos aislamientos se procedié en dos fases, la caracterizacion

y la deteccién de ARNcd.

3.1.1. Caracterizacion de 15 aislamientos de S. cepivorum

Para la caracterizacién in vitro de estos aislamientos se planted la
evaluacion de las variables: dias a produccién de esclerocios (DPE), numero
de esclerocios (NE), diametro de colonia (DC) a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, y 14 dias
después de la siembra y virulencia (VIR), con estas variables se buscé tener
las principales caracteristicas fenotipicas de los aislamientos, donde es de
destacar la variable virulencia. Por realizarse en condiciones de laboratorio la

evaluacion se llevo a cabo en un disefio completamente al azar.

Para evaluar las variables DPE, NE y DC, se preparé medio papa-dextrosa-
agar (PDA) y se colocaron 20 mL en cajas petri de 9 cm de diametro, se
sembraron los 15 aislamientos colocando sélo un esclerocio por caja en el
centro de las mismas con cinco repeticiones para cada aislamiento, los
esclerocios fueron previamente desinfestados en su superficie colocandolos
por 1-2 minutos en hipoclorito de sodio al 1%, para después ser lavados
brevemente en agua destilada estéril y entonces fueron colocados en el medio.

Las cajas fueron colocadas en la obscuridad dentro de una incubadora donde
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la temperatura oscil6 estrictamente entre 16 y 22° C. Alos 2, 4, 6, 8, 10, 12y
14 dias se evalu6 el didametro de la colonia, procediendo a medir en 2
posiciones, en forma perpendicular y tomando como valor el promedio de
ambas. La variable DPE fue tomada en cada una de las cajas como el numero
de dias después de la siembra hasta la aparicion del primer esclerocio. En
tanto la variable NE fue evaluada a los 24 dias considerando en cada caja tres
puntos en forma de circulo de ocho mm de diametro, los cuales se ubicaron
uno en el centro de la caja, otro a la mitad de su radio y el tercero en el

margen, tomandose como valor de la variable el promedio de estos tres puntos.

Para evaluar la variable VIR se colocaron bulbos de cebolla de tamario y
peso similar (210-230 g) en camaras humedas individuales, las cuales fueron
elaboradas con recipientes de unicel de 2 L, con un fragmento del mismo
material en el fondo para evitar que el bulbo tuviese contacto directo con la
humedad. A los bulbos se les hizo una herida de 8 mm de diametro con una
profundidad de dos bracteas, tal herida fue hecha en la region ecuatorial del
bulbo. A estos bulbos heridos se les colocd una rodaja de medio de cultivo con
micelio en crecimiento de cada uno de los aislamientos (cinco repeticiones), se
colocaron en los recipientes a los cuales se les colocé previamente 40 mL de
agua estéril en papel absorbente y los recipientes fueron cerrados
herméticamente y colocados en la oscuridad. La evaluacion se hizo a los 24
dias. La forma de llevar a cabo esta evaluacion fue precedida de diversos

ensayos para determinar el tamafo y profundidad de la lesién, cantidad de
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humedad necesaria, tiempo de evaluacién, y crecimiento del micelio para
indculo. Los bulbos se pesaron al inicio y final del experimento, después de
retirar el tejido danado por del hongo. Su peso inicial fue corregido por un
factor por pérdida de humedad el cual se obtuvo del promedio del porcentaje
de peso perdido en el testigo, para posteriormente obtener el porcentaje en
peso de tejido dafiado. El testigo consistié en un bulbo herido Unicamente. Se
realizaron analisis de varianza con los datos obtenidos de todas las variables y
pruebas de comparacion de medias asi como de correlaciones mediante el

programa estadistico SAS.

3.1.2. Extraccion de ARNcd y electroforesis en geles de Acrilamida

Par tal fin se preparé medio PD (papa dextrosa) del cual se colocaron 75
mL en matraces de 125 mL y se colocaron esclerocios para ser puestos a
oscilar en un agitador a una velocidad de 4500 ciclos por hora. A los 21 dias,
cuando se consideré que se contaba con el micelio suficiente, este fue
recuperado eliminando el fluido. De este micelio se pesaron 3 g de cada
aislamiento para ser procesados mediante la técnica de extraccion de ARNdc

propuesta por Valverde (1990).
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Posteriormente estas muestras fueron sometidas a electroforesis en gel
de poliacrilamida al 6%, donde se colocaron 30 uL de muestra de cada

aislamiento, el gel se corrié a 100 volts durante 3 h.

Posterior a lo anterior el gel se reveld, para tal efecto primero se colocé
durante 20 minutos en agitacién en una solucién fijadora compuesta de 5 mL
de alcohol etilico aforado a 49 mL, agregando 1 mL de &cido acético glacial,
enseguida, se enjuagd varias ocasiones con agua destilada. Luego fue pasado
por una solucién de Nitrato de plata 0.011 M y se tuvo en agitaciéon durante 20
minutos, luego se enjuagd nuevamente. Por ultimo se colocd el gel en una
solucién de 3 g de hidréxido de sodio en 50 mL de agua destilada en agitacion

por 20 minutos, y se enjuago varias veces.

El gel se seco en papel celofan dulce para su conservacién. En este
proceso se utilizaron como marcadores de peso molecular el Virus del mosaico
de la alfalfa (AIMV), Virus del Mosaico del Pepino (CMV), y un virus criptico de

girasol.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de los aislamientos de S. cepivorum

La caracterizacién de aislamientos de hongos es dificil, sobre todo en
especies donde la variabilidad es enorme, tal es el caso de S. cepivorum, por lo
que la mejor forma de evaluar las diferentes variables es aquella cuyos
resultados proporcionan la menor variabilidad dentro de las repeticiones de un

mismo aislamiento, es decir, cuya r* sea aceptable.

En la evaluacion de las variables DC, DPE, NE y VIR (Figura 1), mediante la
metodologia descrita en este trabajo, las r* fueron aceptables, por lo se puede

concluir que esta metodologia es adecuada para evaluar estas variables.

Se encontraron diferencias significativas en todas las variables evaluadas a
un o=0.05, lo que indica la presencia de variabilidad entre los aislamientos de
S. cepivorum. Esta variabilidad ya habia sido mencionada por Crowe y Hall

(1980) y Coley y Smith (1985).

30



Mediante la prueba de comparacién de medias de Tukey se encontré que el

aislamiento M16 produce esclerocios (DPE) en menos dias (14.333), en tanto

el aislamiento M7 requiri6 de mas dias para producirlos (28.667) (Cuadro 2 y

Figura 1).

Cuadro 2. Agrupamiento Tukey de la variable dias a produccién de esclerocios (DPE)

de 15 aislamientos de S. cepivorum evaluados.

AISLAMIENTO MEDIA (DIAS) AGRUPAMIENTO TUKEY
(2=0.05)
M7 28.667
M45 24.333 B
M2 22.667 BC
M27 22.000 BCD
M17 22.000 BCD
M11 21.333 BCD
M18 21.000 BCD
M4 21.000 BCD
M14 20.333 BCDE
M6 19.667 CDE
M19 18.667 CDEF
M5 18.333 DEFG
M13 16.667 EFG
M15 15.333 FG
M16 14.333 G
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Figura 1. Comportamiento de los aislamientos en relacién a la variable dias a

produccién de esclerocios (DPE).

Para la variable NE el aislamiento M7 se destacé por producir mayor numero

de esclerocios, en tanto el aislamiento M45 fue el que produjo menos (Cuadro

3y Figura 2).
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Cuadro 3. Agrupamiento Tukey de la variable nimero de esclerocios (NE) de 15

aislamientos de S. cepivorum evaluados.

FRLET RN MEDIA (ESCLEROCIOS)  AGRUPAMIENTO TUKEY
(2=0.05)
M7 80.133 e s
M13 74.500 AB
M19 70.220 ABC
M27 62.997 BCD
ME 59.533 CDE
ME 59.333 CDE
b 56.100 DEF
e 55.733 DEF
M14 54.943 DEF
M11 52.533 DEFG
M16 50.333 DEFG
M17 49,500 EFG
B 47.333 EFG
M18 45.777 G
M45 40.187 G
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Figura 2. Comportamiento de los aislamientos en relacion a la variable numero de

esclerocios (NE).

Para la variable DC se obtuvo el area bajo la curva del desarrollo de la colonia,
resultando los aislamientos M16 (81.28), M15 (81.24), M19 (80.74), M27
(80.70) y M18 (79.94) los de mayor desarrollo de colonia, en tanto los
aislamientos M45 (12.56) y M6 (7.38) fueron los de menor desarrollo de la
colonia (Cuadro 4 y Figura 3). Las enormes diferencias en esta variable son

indicativo de la gran variabilidad que se presenta en este hongo.
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Cuadro 4. Agrupamiento Tukey de la variable diametro de colonia acumulado (DC) de

15 aislamientos de S. cepivorum evaluados.

AISLAMIENTO MEDIA (cm) AGRUPAMIENTO TUKEY
(2=0.05)
M16 81.280 A
M15 81.240 A
M19 80.740 A
M27 80.700 A
M18 79.940 A
M14 65.100 B
M2 62.080 B
M4 60.950 B
M7 47.420 C
M11 45.400 C
M5 37.300 D
M13 30.960 D
M17 30.560 D
M45 12.560 =
M6 7.380 E
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Figura 3. Comportamiento de los aislamientos en relaciéon a la variable diametro de

colonia, donde se utilizaron los acumulados de las mediciones realizadas en

los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, y 14 después de la siembra.

En la variable VIR, el aislamiento M14 resultd ser significativamente el mas

patogénico en tanto los aislamientos M6, M45, M16, M17 y M5 fueron los

menos patogénicos (Cuadro 5y Figuras 4y 5).
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Cuadro 5. Agrupamiento Tukey de la variable virulencia (VIR) de 15 aislamientos de S.

cepivorum evaluados.

AISLAMIENTO MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
(% TEJIDO DANADO) (a=0.05)

M14 26.697 A
M27 19.195 B
M18 12.198 C
M13 11.983 CcD
M2 11.605 CDE
M15 11.060 CDEF
M11 8.533 DEFG
M19 8.258 EFG
M4 8.148 EFG
M7 7.657 FG
M6 7.412 G
M45 7.065 G
M16 7.000 G
M17 6.970 G
M5 5.980 G
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Figura 4. Comportamiento de los aislamientos en relacion a la variable virulencia
(VIR).
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Figura 5. Evaluacion de la variable virulencia (VIR) de aislamientos de S. cepivorum

En las pruebas de correlacion de las variables se encontré una
correlacién positiva entre las variables DPE y NE y una correlaciéon negativa
entre las variables DPE y VIR, NEy VIR, DC y DPE, DC y NE, DC y VIR, estas
correlaciones son muy débiles ya que apenas superan el minimo valor
considerado como inexistencia de correlaciéon (0.5). Las correlaciones indican
que a mas dias a produccidén de esclerocios mayor numero de éstos, como se
observé en el aislamiento M7 que fue el que mas dias requirié para producir
esclerocios. Sin embargo, fue el que mayor nimero de esclerocios produjo,
debido quizas a que entre mas dias tarda el micelio en producir los esclerocios,

se desarrolla mas y por lo tanto tiene mayor area para producirlos, por lo que
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estos se producen en mayor numero. Sin embargo este efecto parece verse
invertido en el aislamiento M45, el cual requiri6 mas dias para producir
esclerocios y fue el que menos produjo, en este caso cabe mencionar que este
aislamiento se caracterizd por producir un micelio mas denso y a la vez
compacto en comparacion con los demas aislamientos evaluados, que quizas
igualaria o superaria en cantidad al de un aislamiento que haya tenido un
mayor diametro de colonia. Por lo tanto consideramos que la variable cantidad
de micelio producido en medio liquido, quizas, nos habria ayudado a
determinar estas relaciones con mayor certidumbre, por lo que se sugiere

incluir esta variable en estudios posteriores.

En tanto la variable virulencia tuvo correlacién negativa con todas las
demas variables, es decir, a mas dias a produccidon de esclerocios, mayor
numero de esclerocios, mayor diametro de colonia, menor virulencia, esto
parece contrario a lo reportado en otros hongos donde se ha evaluado la
presencia de micovirus como es el caso de Sclerotinia sclerotiorum (Boland y
Smith, 1991, y Boland, 1992), y Rhizoctonia solani (Castanho y Butler, 1978 y
Castanho et al., 1978), donde el incremento de la virulencia esta directamente
relacionada con caracteristicas como la mayor produccion de formas
propagativas, mayor desarrollo de colonia en medio de cultivo, y en
consecuencia mayor rapidez para producir las ya mencionadas formas
propagativas. Estas caracteristicas aseguran la supervivencia de estos

aislamientos, sin embargo en el caso de S. cepivorum esta relaciébn no se
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cumple, quizas debido a que las formas propagativas de este hongo son muy
eficientes, cabe recordar que sélo es necesario 0.1 esclerocios por Kg de suelo

para producir una incidencia del 100 % (Delgadillo, 1998).

La correlacion negativa entre las variables DC y DPE, se manifiesta en
el aislamiento M16, el cual fue el que menos dias requiri6 para producir
esclerocios (14.33), y el que mayor diametro de colonia alcanzé (81.280), esto
se explica por que al prolongarse el crecimiento en micelio se posterga la

produccion de formas propagativas.

La correlacion negativa DC y NE se complementa con la anterior, ya que
al postergarse la produccion de formas propagativas, estas se producen en

menor cantidad.

La gran variabilidad encontrada en los aislamientos evaluados, se manifestd
de manera casi imperceptible en caracteristicas cualitativas, ya que casi no se
presentaron diferencias en color y forma de colonia. A este respecto Peever y
colaboradores (1998), demostraron que la morfologia no siempre es buen
indicativo de la presencia de ARNcd. Sin embargo, la variabilidad se hizo
notable de manera significativa en todas las variables cuantitativas, al
encontrarse diferencias estadisticamente significativas (a. = 0.05) entre los

aislamientos evaluados.
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4.2. Extraccion de ARNcd y electroforesis

En cuanto a la prueba de extraccidn de ARNcd se detecté su presencia en
los aislamientos M4, M7, M13 M14 y M17 (Figura 6 y 7). Debido a que en este
trabajo se utilizd una técnica de extraccion de ARNcd (Valverde, 1990), que
proporciona la suficiente seguridad de que soélo se obtiene esta forma de acido
nucléico, y a que su alto peso molecular (1.46 x 10° daltones) evita ubicarlo
como ARN endégeno del hongo, sino como exdgeno, estos resultados permiten
ubicar a este acido nucleico como un micovirus, ya que su peso es muy
préximo a los reportados para estos (Hollings, 1982 y Mier, 1994). Castanho y
colaboradores (1978), reportaron en R. solani tres fragmentos de ARNcd con
pesos moleculares de 2.2, 1.5y 1.1 x 10° daltones, de manera similar a los

fragmentos encontrados en el presente trabajo (Cuadro 6).

En la Figura 7, aislamiento M4, se aprecia la presencia de un fragmento de
ARNcd cuyo peso molecular podria ubicarse en el rango de 0.8 a 0.9 x 10°
daltones (1.44 Kbp), que por su peso no podria incluirse dentro de los rangos
reportados para los micovirus, y quizas por ello podria considerarsele como
endégeno del hongo. Sin embargo, Mier (1994) y Hollings (1982) reportan que
los micovirus pueden estar compuestos por 1-8 fragmentos, los cuales pueden

variar en peso molecular, lo cual es frecuente en los hongos que presentan
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estos virus. Nuss (1992) reporta en C. parasitica un fragmento de peso similar a
este.

Cuadro 6. Comparacion de resultados de extraccion del ARNcd con otros reportes.

HONGO PESO MOLECULAR CARACTI’ERiSTICAS AUTOR
HOSPEDANTE DEL ARNcd MORFOLOGICAS EN
MEDIO DEL
CULTIVO
Cryphonectria 2.613 Kbp Crecimiento lento Nuss, 1992
parasitica 0.851 Kbp Perdida de
pigmentacién
Sclerotinia 2.7 Kpb Crecimiento lento, = Zhou y Boland,
homeocarpa margenes atipicos, 1997

Micelio tipo cadena

Rhizoctonia solani 6.4 Kbp Se encontro el Bharathan y
ARNcd tanto en Tavantzis, 1990
aislamientos

virulentos como
hipovirulentos

Rhizoctonia solani 6.4 Kbp en el Disminucién de taza Lian, Lakshmany
aislamiento virulento de crecimiento Tavantzis, 1997
36 kbp en el
hipovirulento

Sclerotinia Aprox. 9 Kbp Disminucién en Boland, 1992
sclerotiotum crecimiento y

pigmentacién
Sclerotium Aprox. 2.49 Kbp Variaciones no Presente trabajo
cepivorum y 1.44 Kbp ligadas a ARNcd

La relacion entre la presencia de ARNcd y DPE no fue consistente, ya
que el aislamiento que requiri6 mas dias para producir esclerocios (M7)
presentd ARNcd, sin embargo esto no ocurre con los demas aislamientos que
se aproximan a este aislamiento en esta caracteristica, por lo que no se puede
considerar una caracteristica ligada a la presencia de ARNcd. De acuerdo a

Castanho (1978) y a Boland y Boland y Smith (1991), la presencia de ARNcd
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ligada a variaciones morfolégicas puede relacionarse con caracteristicas como
alargamiento del periodo a produccidon de estructuras propagativas. Los
mismos autores anteriores también relacionan la disminuciéon en el nimero de
estructuras propagativas producidas con la presencia de ARNcd, lo cual en los
resultados obtenidos encontrados en el presente trabajo no tiene consistencia,
incluso el aislamiento M7 que fue el que mas esclerocios produjo, y a la vez
presentd ARNcd, esto ademas confirma la correlacion positiva entre las
variables DPE y NE. En cuanto a la variable DC, tampoco tiene consistencia en

su relacion con la presencia de ARNcd.

La variable VIR resulta ser la de mayor interés para el presente estudio.
En esta se observd que el aislamiento M14 es el mas patogénico y el M17 uno
de los menos patogénicos, lo cual sugiere que la presencia de ARNdc puede
estar influyendo en el incremento o decremento de la virulencia (Zhang et
al.,1994). Esta situacion también se presenta en C. parasitica, donde la
presencia de ARNcd ha sido muy estudiada y donde se ha encontrado el
fendmeno de hipovirulencia tanto en América del Norte, como en Europa y
parte de Asia. En Japdn y China se han localizado aislamientos conteniendo
ARNcd que se encuentran estrechamente relacionados con los hipovirus
encontrados en Europa y Norteamérica los que al parecer no tienen un efecto
directo en el comportamiento patogénico del hongo (Peever et al., 1998).
Podriamos sugerir que a la luz del conocimiento actual, de a gran diversidad de

ARNcd presentes en hongos, pocos pueden ser considerados controles
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biolégicos potenciales, pero su presencia en hongos fitopatdgenos puede ser
indicativo de la posibilidad de que dentro de su variabilidad genética de dichas
particulas pueda encontrase el fendmeno de hipovirulencia. La presencia en
otros aislamientos puede ser explicada por la ya mencionada gran variabilidad
de ARNcd que pueden ser encontrados en una sola especie de patégeno sin
que en forma general estén asociadas a la hipovirulencia, pero si de manera

particular (Bharathan and Tavantzis, 1990).

La presencia de las fragmentos de ARNcd de bajo peso molecular en los
aislamiento M4 y M13 tampoco fueron consistentemente relacionados con la
variabilidad de las caracteristicas evaluadas en estos 15 aislamientos de S.

cepivorum.

Figura 6. Gel de electroforesis de las pruebas de extraccion de ARNcd de los
aislamientos M2, M4, M5, M6, M7, M13, M14. Marcadores de peso molecular
Virus del Mosaico de la Alfalfa (AMV), Virus de Mosaico del pepino (CMV), y

Virus criptico de girasol.
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Figura 7. Gel de electroforesis de las pruebas de extraccion de ARNcd de los
aislamientos M15, M16, M17, M18, M19, M27, M45. Marcadores de peso
molecular Virus del Mosaico de la Alfalfa (AMV), Virus de Mosaico del pepino
(CMV), y Virus criptico de girasol.

Cabe hacer mencién la frecuencia con que el ARNcd fue encontrado en
estos aislamientos de S. cepivorum, (5 de 15 aislamientos estudiados), lo que
abre la posibilidad de que en otros aislamientos se encuentre algun ARNcd que
corresponda a un hipovirus, como sucede en el caso de C. parasitica, donde se
ha encontrado gran cantidad de ARNcd, y solo algunos han sido responsables
del fenébmeno de hipovirulencia. Sin embargo, estos hypovirus han sido
estrechamente relacionados genéticamente con algunas particulas de ARNcd
qgue no tienen relacién comprobable con el fendbmeno de hipovirulencia, y
muchos de estos ARNcd relacionados genéticamente con los hypovirus traidos

de Europa, han sido encontrados en aislamientos de C. parasitica de Asia, los
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cuales se les considera posibles antecesores de los hypovirus en este hongo
(Peever et al., 1998). Es decir, el simple hecho de la presencia de ARNcd con
tanta frecuencia en este hongo abrié la posibilidad de estudiar otros
aislamientos, donde quizas por evolucién pudo haberse presentado ARNcd
ligado al fendbmeno de hipovirulencia. Asi la presencia de ARNcd en S.
cepivorum, puede ser el inicio de la busqueda, del fendmeno de hipovirulencia

en este importante patogeno.

La posible utilizacién de los micovirus y los hipovirus para el estudio de
la trasduccidén de sefiales en el proceso de patogénesis (Palese, 1995), ha
adquirido mayor importancia en los ultimos afos, lo que incrementa la

importancia de su estudio.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten sugerir que se
pueden incluir otras variables de caracterizacién de aislamientos en trabajos
posteriores con este u otro hongo, ejemplos de estas variables a incluir son la
viabilidad de los esclerocios producidos o cualquier otro tipo de forma
propagativa segun el caso del patéogeno estudiado, la transmisibilidad del
ARNcd a su descendencia, asi como las caracteristicas ligadas a este acido
nucleico si las hubiese. Un ejemplo de esto seria la medicidn de la cantidad de
micelio producido en medio de cultivo liquido como se mencioné anteriormente.
Estas caracteristicas ya han sido evaluadas en otros estudios (Castanho et al.,

1978 y Boland 1992).
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V. CONCLUSIONES

. Existen particulas de ARNcd en los aislamientos M4, M7, M13, M14 y M17
de Sclerotium cepivorum con un peso molecular aproximado de 1.46 x 10°
daltones (2.48 kpb).

. El ARNcd encontrado no parece estar relacionado con la variabilidad en los
aislamientos de S. cepivorum estudiados.

. La presencia de ARNcd en S. cepivorum es frecuente en un 33.33% (5 de 15
aislamientos).

. Resulta necesario la evaluacion de otras variables en la caracterizacién de
aislamientos, tales como viabilidad de los esclerocios producidos, cantidad
de micelio producido y alteraciones morfologicas entre otras.

. Es necesario evaluar también la transmisibilidad del ARNcd a la progenie.

. Es necesaria la busqueda de corpusculos a nivel celular, como un
complemento adecuado al presente trabajo.

. Es necesaria la caracterizacion de estos acidos nucleicos encontrados.
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