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RESUMEN

Una de las alternativas mas eficientes y ambientalmente seguras para controlar las enfermedades causadas por
Rhizoctonia solani en remolacha azucarera es el uso de variedades resistentes o tolerantes. Se probaron dos
meétodos de inoculacion de R. solani: inoculo solido (mezcla de arena-harina) e inoculo liquido (caldo de papa
dextrosa). Se utilizo una variedad susceptible y una moderadamente tolerante a R. solani. Los sintomas en la
raiz y en las hojas de remolacha se evaluaron cuatro semanas después de la inoculacion individual con uno de
los dos grupos de anastomosis de R. solani (GA 2-2I1I1B y GA 4). En ambas variedades, la incidencia de la
enfermedad fue del 100%, y la severidad en la remolacha y en las hojas fue mayor con el empleo del inéculo
liquido, independientemente del grupo de anastomosis usado. La severidad de la enfermedad fue siempre mayor
cuando GA 4 se utilizé como indculo. La mortalidad fue significativamente diferente entre las plantas tratadas
con diferentes grupos de anastomosis y entre variedades. Los resultados de este estudio demostraron que el uso
de indculo liquido de R. solanies muy eficaz para producir la infeccion en las remolachas, y se convierte en una
alternativa viable para evaluar la resistencia de variedades de remolacha azucarera en programas de
mejoramiento.
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ABSTRACT

The most efficient and environmentally safe alternative to control Rhizoctonia solani diseases is the use of
resistant or tolerant varieties. In order to establish the resistance level of sugar beet varieties several inoculation
methods and techniques to produce the inoculum were used. The aim of this study was to compare inoculation
techniques useful to estimate genetic resistance in sugar beet varieties. Two already used inoculation techniques
were tested; solid inoculum (sand-flour mix) and liquid inoculum (Potato Dextrose Broth). One susceptible
and one moderate tolerant variety towards R. solani were used. Beet and leaf symptoms were assessed in
plants, four weeks after the inoculation of one of the two R. solani anastomosis groups (AG 2-2111B and AG 4).
Plants were harvested, evaluated and compared to non-inoculated control. In both varieties, disease incidence
was 100% and the average of the disease severity in beets and leaves was higher regardless the anastomosis
group when the liquid inoculum was used. In contrast, high number of «escapes» was found when the solid
inoculum was used. Disease severity was always higher when AG4 was used as inoculum. The mortality was
significantly different among plants treated with different anastomosis groups and between varieties. The
results of this study demonstrated that the use of liquid R. solani inoculum is highly effective in order to
produce an infection on beets and becomes a viable alternative to evaluate resistance of sugar beet varieties in
breeding programs.
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INTRODUCCION

La remolacha azucarera (Beta vulgaris) se ha
utilizado para diferentes propésitos, de los
cuales el masimportante ha sidola produccién
de aztlcar; mds recientemente, la especie ha
tomado importancia econémica como sustrato
para la produccion de bioetanol. El cultivo se
encuentra principalmente en zonas templadas,
y es la fuente de casi el 40% del azucar total
producido en todo el mundo (SIL, 2007).
En Europa y Estados Unidos, el cultivo es uno
de los mas importantes componentes de la
economia agricola. Segun la FAO (2008), los
paises que reportaron las mayores producciones
en todo el mundo en 2006 fueron Francia,
Alemania, Estados Unidos, Ucrania y Rusia.

El basidiomiceto Rhizoctonia solani Kihn
(teleomorfo Thanatephorus cucumeris [Frank]
Donk) es un patégeno comun del suelo. De
acuerdo con la fusion de hifas, catorce grupos de
anastomosis (GA 1 a GA 13 y GA-Bl) y 21
subgrupos se han determinado

(Carling et al., 1999; Carling, 2000; Carling et al.,
2002; Harikrishnan y Yang, 2004). El hongo
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puede sobrevivir como micelio en residuos de
cosecha (Cubeta y Vigalys, 1997; Whitney y
Duffus, 1986), como esclerocios en el suelo y en
malezas hospederas durante el invierno (Roberts
y Herr, 1979; Hyakumachi y Ui, 1982). Los danos
causados por este patdgeno pueden ser
devastadores, lo que genera deficiencias en la
calidad de remolachay pérdidas significativas de
rendimiento (Anderson, 1982; Powelson et al.,
1993; Windels y Jones, 1989). La presencia de R.
solani enel sueloes unfactor limitante para el
optimo desarrollo del cultivo, debido a
que este patégeno es el agente causal de las
enfermedades conocidas como podredumbre de
la corona y pie negro.Varios grupos de
anastomosis se han reportado en la remolacha
azucarera, talescomo GA 1, GA 2-1, GA3,GA 4
y 5 (Naito et al., 1976; Herr, 1996; Less et al.,
2002.). El grupo de anastomosis que causa la
podredumbre de la corona es GA 2-2, el cual se
divide en GA2-2111B y GA 2-21V (Ogoshi, 1987;
Sneh et al., 1991.); ambos subgrupos pueden
causar esta enfermedad en remolacha azucarera
(Sneh et al., 1991). Rhizoctonia solani también
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puede causar la enfermedad conocida como pie
negro, que es probablemente el sintoma mas
comun causado por este hongo (Bennett y Leach,
1971; Ruppel, 1972; Naito et al., 1976; O'Sullivan
y Kavanagh 1991). El grupo de anastomosis mas
frecuentemente asociado con el pie negro de la
remolachaes GA 4 (Herr, 1996; Leach, 1991; Rush
et al, 1994; Nagendran et al., 2009).

El manejo de ambas enfermedades es muy
complicado, debido a la naturaleza del patégeno.
Los métodos de control mas utilizados son la
aplicacion de fungicidas, la rotacion de cultivos
y el uso de variedades tolerantes; este ultimo se
convierte en una de las alternativas mas eficaces
y ambientalmente mas seqguras para el manejo
de la enfermedad (Sherf y MacNab, 1986).

La busqueda de nuevos materiales resistentes o
tolerantes para combatir la enfermedad sigue
siendo necesaria (Marlander et al., 2003; Buttner
et al., 2003). Se han realizado pruebas en
invernadero y en laboratorio para determinar el
nivel de resistencia de diferentes variedades de
remolacha azucarera (Bugbee y Campbell, 1990;
Scholtenand Panella, 2001; Buttner et al., 2004).

Algunos estudios mostraron que las pruebas en
invernadero y en laboratorio son una buena
alternativa a las realizadas en campo
(Scholtenand Panella, 2001; Buttner et al., 2004).
Uno de los principales problemas que pueden
afectar la evaluacion de la resistencia en
invernadero es la ineficacia del inoculo (escapes),
debido a factores como su mala calidad, su
insuficiente cantidad o su incorrecta ubicacion
en el sustrato, entre otros.

Diferentes sustratos para la produccion de
inoculo se han utilizado en el pasado; estos
incluyen las semillas de maiz y cebada, asi como
las mezclas de harina y arena (Green, 1993;
Scholten and Panella, 2001; Engelkes y Windels,
1994; Zens, 2001; Brantner y Windels, 2008). El
uso de granos para la produccion de inoculo de
hongos del suelo hace que la inoculacion sea mas
dificil, debido a que el desarrollo de la infeccion
no siempre es uniforme (Hecker y Ruppel, 1977);
en algunos ensayos la homogeneidad de la
enfermedad fue deficiente (Koch, 2003). La
técnica utilizada para la produccion del inoculo
debe permitir un crecimiento homogéneo del
patogeno y asegurar un optimo desarrollo del

proceso de infeccién. No hay una propuesta
sobre el sustrato mas conveniente para obtener
un adecuado desarrollo del hongo, y asi lograr
que la inoculacién sea exitosa.

Con el fin de determinar los niveles
de resistencia de variedades de remolacha
azucarera a las enfermedades conocidas como
pudricion de la corona y pie negro, causadas por
R. solani, fueron evaluadas dos diferentes
alternativas de produccion de indculo bajo
condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron dos variedades de remolacha
azucarera (Beta vulgaris L.): la variedad
susceptible (Alyssa) y la moderadamente
tolerante (Calida). Se sembraron semillas de
remolacha azucarera en bandejas multiples (60
x 40 x 30 cm), que contenian una mezcla
previamente autoclavada de suelo de campo y
arena (1:1, v /v). Las plantas se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero a 22+2°C (dia) /
18°C (noche), con luz artificial adicional de 390
mol 5”1 m=2 durante 12 h d"1. Las plantulas se
trasplantaron 30 d después de la germinacion a
macetas de 0,9 L (820 g de mezcla de sustrato).
Las plantas se irrigaron diariamente para
mantener el contenido de humedad del suelo
(aprox. 55-85%) asi como para proporcionar un
ambiente favorable para el proceso de infeccion
y el mismo crecimiento de las plantas. Con el
fin de garantizar un suministro adecuado de
nutrientes, fue aplicada a cada planta, cada dos
semanas, una solucion de un fertilizante
comercial: NPK (14-10-14, 2 g L-1; Aglukon,
Dusseldof, Alemania).

Material microbiologico (Rhizoctonia solani)

Los aislamientos de Rhizoctonia solani utilizados
en este estudio se obtuvieron de la coleccion del
SRI (Institut fur Nutzpflanzenwissenschaften
und Ressourcenschutz), Seccion Fitomedicina,
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat,
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Bonn, Alemania. Uno de los aislamientos
pertenecia al grupo de anastomosis GA 2-2111B,
el cual fue suministrado por Pflanzenschutzamt
Nordrhein-Westfalia (Bonn); el otro pertenecia
al grupo de anastomosis GA 4 y fue suministrado
por el Prof. Dr. A. Ogoshi, Facultad de
Agricultura, Hokkaido Universidad, Japon. Los
aislamientos se mantuvieron en PDA 100% (agar
papa dextrosa, Becton Dickinson), en cajas de
Petri (J 56 mm). Los medios de cultivo
contenian 150 ppm de estreptomicina y
cloranfenicol (DIFCO Company), para evitar la
contaminaciéon bacteriana. El hongo
fue incubado en la oscuridad durante 10 a 14
da?21°C.

Preparacion del inoculo
Inoculo sdlido

Fue seguido el protocolo para la produccién de
inéculo en un medio de arena-harina, propuesto
por Zens et al. (2001). El sustrato consistié
en 50 g de arena, 1,6 g de harina de
trigo y 7 mL de agua corriente, que se
mezclaron en un Erlenmeyer de 200 ml de
capacidad, que se sellé posteriormente con un
tapénde algodén. El sustrato de crecimiento se
autoclavé durante 50 min a 121°C y 1 bar de
presiéon. Después de enfriarse, los frascos se
inocularon con cuatro discos de 7 mm de
didmetro tomados a partir de cultivos de
14 d deedad provenientes de los platos de PDA
(AP [Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Francia]
+Agar [AppliChem, Darmstadt, Alemania]). Los
recipientes se incubaron a 21°C en la
oscuridad durante 14 d y se agitaron cada 2
d paraoptimizar el crecimiento del hongo. Diez
macetas de pléstico por tratamiento (0,9 L) se
Ilenaron a la mitad con 400 g del sustrato
previamente descrito; las plantulas se
trasplantaron, y luego se adicionaron 420 g del
sustrato, que fue inoculado previamente con
1,5 gde inéculo de R. solani.

Inoculo liquido

Se utilizé lametodologia propuesta por Buttner
et al. (2004). La preparacién del inéculo se hizo
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a partir de aislamientos de hongos crecidos en
PDA. Cuatro discos de 7 mm de didmetro se
transfirieron a frascos Erlenmeyer que contenian
250 mL de un medio liquido AP (Caldo Papa
Dextrosa, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
N.Y.), esterilizados previamente durante 50 min
a 121°C y 1 bar de presion, y posteriormente
enfriados a 30°C. Los frascos permanecieron en
agitacion constante a 100 rpm, a 21°C, bajo
condiciones de oscuridad. Después de 14 d se
extrajo el micelio del medio, el cual fue secado y
homogeneizado en una licuadora (Waring
comercial, Torrington, CT), con el objetivo de
producir una solucién stock (2 mg de micelio de
R. solani por mililitro de agua). Se inocularon 10
plantas por tratamiento, adicionando 10 mL de
la solucion stock adyacente a la base de la corona
de la remolacha. Cuatro semanas después de la
inoculacion, las plantas se cosecharon y se
evaluaron los sintomas de la enfermedad.

Evaluacion de la enfermedad

Laincidencia de laenfermedad yla mortalidad
de las plantas se determinaron por medio de la
relacién entrelas plantas afectadas o muertas
y el total de plantas evaluadas, en porcentaje.
Para estimar la severidad de la enfermedad se
utilizé la escala propuesta por Biittner et al.
(2004), que incluye nueve categorias con base
en el porcentaje de tejido afectado por R. solani:
1 = sin lesiones visibles, plantas aparentemente
sanas; 2-8 = hasta 1, 5, 10, 25, 50, 75 y 100% de
la superficie de la raiz con sintomas
caracteristicos de la pudricion seca,
respectivamente, y 9 = planta muerta. Para
evaluar los sintomas, las plantas se
removieron del sustrato, y la superficie radicular
se limpi6 con abundante agua. Los sintomas de
la enfermedad en las hojas se registraron cuatro
semanas después de la inoculacién; se utilizé
una escala de 0 a 6, de acuerdo con el
porcentaje de hojas senescentes: 0 = sin
lesiones visibles, plantas aparentemente sanas;
1-5 = hasta 20, 40, 60, 80 y 100% de hojas
senescentes, y 6 = planta muerta. El peso fresco
fue calculado; para ello las plantas fueron
cosechadas cuatro semanas después de la
inoculacién, el sistema radical se lavd
cuidadosamente con agua para eliminar el
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sustrato, y el peso fresco de las remolachas y
hojas fue registrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las plantas de ambas variedades
presentaron sintomas caracteristicos de la
enfermedad producida por R. solani GA 2-2111B o
GA 4 cuando se empled el indculo liquido. Un
alto porcentaje de «escapes» fue detectado cuando
se utilizo el inoculo solido (figura 1). Sin
embargo, la respuesta de las dos variedades fue
diferente en lo que respecta al grupo de
anastomosis utilizado; en el caso de GA 2-2 111B,
la incidencia de la enfermedad fue menor en la
variedad tolerante, lo que se convierte en una
evidencia del aparentemente moderado nivel de
tolerancia de Calidaa GA2-2I11B; por el contrario,
Calida fue maés susceptible a GA 4.

Debido a la naturaleza del hongo, tanto micelio
y esclerocios se han utilizado como indculo, lo
que hace que la normalizacion de la densidad de
indculo sea dificil. Diferentes métodos de
inoculacion se han utilizado para evaluar la
resistencia de la remolacha azucarera a
Rhizoctonia solani (Gaskill, 1968; Ruppel et al.,
1979; Panella y Ruppel, 1995; Engelkes y Windels,
1996; Scholten and Panella, 2001; Buttner et al.,
2004).

El éxito en el desarrollo de la infeccion de la
remolacha azucarera por Rhizoctonia solani en el
presente estudio se debio a que el indculo se situo
adyacente a la corona de remolacha, lo que
confirma que el contacto directo entre el
patogeno y el huésped acelera el proceso de
infeccion (Engelkes y Windels, 1996; Scholten
and Panella, 2001; Buttner et al., 2004). Estos
resultados también se relacionan con el hecho
de que el crecimiento micelial de R. solani 'y su
posterior infeccion son estimulados por los
exudados de las raices (De Silva y Wood, 1964),
los cuales se encuentran en mayor concentracion
cerca del sistema radicular.

Los datos presentados en las figuras 2 y 3
muestran los efectos negativos en cuanto a peso
fresco de laremolacha y las hojas en respuesta a
la técnica de inoculacion de R. solani GA2-2111B
y GA4 utilizada.

Los resultados obtenidos en este estudio
confirman las observaciones hechas por Buittner
et al. (2004) y Fuhrer et al. (2004), quienes
reportaron que el inéculo liquido de Rhizoctonia
solani es muy eficaz para producir la infeccion
en plantas de remolacha azucarera, ademas que
se convierte en una alternativa viable para la
evaluacion de la posible resistencia de materiales
de remolacha azucarera en programas de
mejoramiento. Esta metodologia permite la
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100 -

80
60 -

40

Incidencia (%)

20

Indculo sdlido Indculo liquido

100 -

80 -

60 -

40 -

Incidencia (%)

20 -

Indculo sdlido Indculo liquido

Figura 1. Efecto del método de inoculacion de Rhizoctonia solani GA 2-2llIB (A) y GA 4 (B)en la incidencia de la
enfermedad. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).

Vol.4 - No. 2 - 2010



180

BERDUGO/SIKORA/OERKE

produccion a gran escala de micelio, ademas de
que es posible estimar la cantidad exacta de
micelio producido y su posterior uso como
inoculo.

Los datos presentados en la tabla 1 muestran que
la severidad de la enfermedad se vio afectada
drasticamente con respecto a la técnica
de inéculoy al grupo de anastomosis utilizados.

Cuando GA 2-2111B se utilizé como indculo,
Calida presenté menor grado de severidad de la
enfermedad en remolachas y hojas, en
comparacion con Alyssa; en contraste, cuando
seempled GA 4, Calida present6 mayor severidad
de la enfermedad, en comparacién con la
variedad susceptible (tabla 1).

La evaluacion de los sintomas causados por
Rhizoctonia solani en la remolacha permitio

A D Alyssa

OCalida

20

15

Peso (g)

Control

Indculo sdlido

Inéculo liquido

Figura 2. Efecto de indculo sélido y liquido de Rhizoctonia solani GA 2-2l1IB en el peso fresco de remolachas (A) y hojas
(B) de la variedad susceptible (Alyssa) y la moderadamente tolerante (Calida) de remolacha azucarera. Promedios con
letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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diferenciar mas claramente la severidad de la
enfermedad entre tratamientos, en comparacion
con los sintomas producidos en hojas. Scholten
and Panella (2001) desarrollaron una prueba para
evaluar los niveles de resistencia de diferentes
variedades de remolacha azucarera a Rhizoctonia
solani bajo condiciones de invernadero; los
resultados también indicaron que la clasificacion
basada en los sintomas en las hojas no puede ser
utilizada como una herramienta para determinar

el nivel real de infeccion. Por el contrario, cuando
se evaluaron los sintomas en laremolacha, estos
permitieron la diferenciacion entre los niveles de
resistencia mostrada por las variedades.

La escala de severidad en laremolacha, propuesta
por Buttner et al. (2004), que se utilizé en este
estudio, permitio una estimacion precisa de los
diferentes niveles de infeccion en la remolacha.

A O Alyssa

Peso (g)

O Calida

Peso (g)

10

Control

AB

Inéculo sdlido

Inéculo liquido

Figura 3. Efecto de indculo sélido y liquido de Rhizoctonia solani GA 4 en el peso fresco de remolachas (A) y hojas (B)
de la variedad susceptible (Alyssa) y la moderadamente tolerante (Calida) de remolacha azucarera. Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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Tabla 1. Severidad en remolacha y hojas de la variedad susceptible (Alyssa: Aly.) y lamoderadamente tolerante (Calida:
Cal.) de remolacha azucarera inoculadas con Rhizoctonia solani (GA 2-2I1IB y GA 4).

Tratamiento

Severidad en la remolacha’ Severidad en hojas?
Aly. Cal. Aly. Cal.

Aly. Cal. Aly. Cal.
Inéculo sélido 32a 28a 09a 10a 2,2a 1,7a 0,1a 03a
Inoculo liquido 6,2b 6,1b 56b 58b 40b 40b 3.3b 35b

'Escala de severidad en remolacha (0=no infeccion, 9=planta muerta).

%Escala de severidad en hojas (O=planta sana, 6=planta muerta).

Promedios con letras distintas, en la misma columna, indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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