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Resumen
En el Noroeste Argentino, la producción de poroto (Phaseolus vulgaris L.) representa una importante actividad 

agrícola. Uno de los problemas sanitarios más complejos es provocado por el hongo Sclerotinia sclerotiorum, el 
cual produce esclerocios capaces de germinar carpogénica o miceliogénicamente e infectar a las plantas. Entre otros 
factores ambientales, la temperatura previa a la germinación de los esclerocios puede alterar la intensidad de la 
enfermedad producida por el patógeno. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la influencia de la temperatura 
en la germinación carpogénica de un aislamiento nativo de Sclerotinia sclerotiorum. El aislamiento LA11 fue 
aislado de plantas de poroto con síntomas de la enfermedad de la provincia de Catamarca, Argentina e identificado 
a nivel de especie como S. sclerotiorum. Los esclerocios del patógeno fueron sometidos a dos temperaturas 
(4 ± 2 °C y 25 ± 2 °C) durante 4 semanas y luego incubados sobre arena húmeda a 20 ± 2 °C para favorecer su 
germinación carpogénica. Los esclerocios tratados con bajas temperaturas alcanzaron una media de esclerocios 
germinados de 86 % y una tasa de germinación de 3,7 apotecios y/o estípites/ esclerocio/ semana, mientras que 
los tratados con altas temperaturas, 43 % y 2,2 apotecios y/o estípites/ esclerocio/ semana. El aislamiento LA11 se 
comporta como una cepa que requiere de bajas temperaturas para producir mayor germinación carpogénica, dicho 
conocimiento permitirá diseñar estrategias de manejo oportunas y eficientes que permitan reducir los niveles de 
enfermedad que este patógeno genera. 
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Abstract

Production of bean (Phaseolus vulgaris L.), is an important agricultural activity in Northwestern Argentina 
(NWA). Currently, fungus Sclerotinia sclerotiorum originates one of the most serious health problems. Sclerotia, 
which is able to carpogenic or miceliogenic germinate and infect to plants. Temperature prior sclerotia germination 
is among other environmental factors that can change and influence pathogenicity of the disease. This study aimed at 
studying the influence of temperature on the carpogenic germination of a native isolate of Sclerotinia sclerotiorum. 
An isolate of LA11 strain identified as S. sclerotiorum from infected bean plants originated at Catamarca province 
was used in this study. Sclerotia of the pathogen were subjected to temperatures of 4 and 25 (± 2) °C for a period of 
four weeks and then incubated on wet sand at 20 (± 2) °C to promote carpogenic germination. The results showed 
that a mean of germinated sclerotia equal to 86% and a germination rate of 3.7 apothecia/ sclerotia/ week were 
observed for sclerotia treated at the lowest temperatures. In the case of sclerotia treated at the highest temperatures, 
a mean of 43% and rate of 2.2 apothecia/ sclerotia/ week were found. LA11 strain behaves as a pathogen that 
requires low temperatures to produce more carpogenic germination. This knowledge will allow design strategies 
for timely and efficient management to reduce pathogen disease levels.
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mayoría de los casos, en lugares próximos a don-
de han sido producidas (Wegulo et al., 2000), sin 
embargo algunas pueden ser transportadas varios 
kilómetros (Li et al., 1994). Los factores ambien-
tales que condicionan la germinación carpogéni-
ca son la humedad del suelo (Morrall, 1977), la 
temperatura del suelo y la temperatura a la cual 
los esclerocios estuvieron sometidos previamente 
a su germinación (Huang y Kozub, 1989). El com-
portamiento de cada aislamiento varía de acuerdo 
a su origen geográfico debido a que el patógeno 
se encuentra adaptado a las condiciones climáti-
cas locales. El tratamiento con bajas temperaturas 
puede alterar la germinación carpogénica de los 
esclerocios provenientes de regiones cálidas, pro-
duciendo una germinación más rápida en la mayo-
ría de los casos (Huang y Kozub, 1991; Liu y Paul, 
2007). Los aislamientos procedentes de regiones 
con clima fresco (10 °C) podrían germinar más 
rápidamente que los producidos a altas tempera-
turas (25 - 30 °C), mientas que los provenientes 
de regiones tropicales no requieren bajas tempe-
raturas para germinar carpogénicamente (Huang y 
Kozub, 1991). 

En Argentina, este patógeno a mediados de la 
década de los 90 ocasionó la pudrición húmeda 
del tallo en el cultivo de soja, convirtiéndose en 
una epifitia que provocó pérdidas de rendimiento 
de hasta el 55 % en algunos lotes (Ploper, 2004). 
Wrather et al., (2001) mencionaron que la podre-
dumbre húmeda afectó a la soja en la subregión 
pampeana norte y que en la campaña 1997/98 
las abundantes lluvias y temperaturas frescas la 
favorecieron, causando mayores pérdidas de ren-
dimiento que en años anteriores. Mediante la im-
plementación de adecuadas técnicas de manejo, 
las cuales fueron posibles gracias al estudio de las 
características propias del patógeno y su relación 
con el cultivo de soja, se pudo reducir el impacto 
de esta enfermedad. En este caso, la incorporación 
de cultivares de maduración temprana y fechas de 
siembra también tempranas, convirtieron a la pu-
drición húmeda del tallo en un problema menor y 
ocasional para los productores (Ploper, 2004).

Actualmente, en las zonas productoras de poroto 
en el NOA es común encontrar lotes destinados 
al cultivo que presentan una elevada densidad de 
esclerocios en el suelo, lo que garantiza la presen-
cia de la enfermedad en las campañas agrícolas. 
Dicha problemática ocasiona considerables pér-
didas de rendimiento en el cultivo y requiere el 
uso indispensable de fungicidas para reducir los 

Introducción

En el Noroeste Argentino (NOA), la producción 
de poroto (Phaseolus vulgaris L.) representa una 
importante actividad agrícola, destinándose en su 
mayor parte a la exportación. Se estima que la su-
perficie sembrada en el país en la campaña 2012 
fue de 450.000 ha, de las cuales 270.000 ha co-
rresponden a poroto negro, 120.000 ha a poroto 
blanco y 60.000 ha a otros colores (Vizgarra et al., 
2012). Uno de los problemas sanitarios más com-
plejos y que causa graves pérdidas es provocado 
por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (As-
comycotina) agente causal del moho blanco del 
poroto y las hortalizas. Se trata de un fitopatógeno 
polífago, habitante del suelo, el cual produce es-
tructuras de resistencia denominadas esclerocios 
en ausencia de los hospederos y/o en condiciones 
climáticas desfavorables. Infecta alrededor de 278 
géneros y 408 especies de vegetales en todos los 
estadios de crecimiento y en productos cosecha-
dos (Boland y Hall, 1994).La capacidad de super-
vivencia, durante varios años, hace al esclerocio 
el componente central de la epidemiología de la 
enfermedad causada por S. sclerotiorum. El escle-
rocio puede germinar carpogénica o miceliogéni-
camente, dependiendo de las condiciones ambien-
tales. El mismo, al germinar miceliogénicamente 
produce micelio infectivo capaz de atacar los te-
jidos de las plantas próximas (LeTorneau, 1979; 
Bardin y Huang, 2001), mientras que, los que 
germinan carpogénicamente producen apotecios 
y subsecuentemente, numerosas ascosporas que 
infectan las partes aéreas de las plantas.

La mayor cantidad de enfermedad producida por 
este patógeno es iniciada por las ascosporas pro-
venientes de los apotecios. Estos están formados 
por un estípite que se origina del esclerocio y un 
receptáculo con una capa himenial cóncava (2-10 
mm de diámetro) de color ocre claro. Dicha capa 
tiene filas de ascos, formados por bolsas cilíndri-
cas, que contienen 8 ascosporas hialinas binuclea-
das (4-6 x 9-14 µm) por asco (Kohn, 1979). La 
germinación carpogénica juega un importante rol 
en la epidemiología de la enfermedad ya que cada 
apotecio puede producir, bajo óptimas condicio-
nes, más de 1 millón de ascosporas (Liu y Paul, 
2007), aproximadamente 1600 esporas/h durante 
10 días y mantenerse viables por largos periodos 
(Clarkson et al., 2003). Las ascosporas son dise-
minadas por las corrientes de aire y se depositan 
en las plantas generando nuevas infecciones, en la 
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altos niveles de enfermedad que afectan al cultivo. 
Por lo tanto, el conocimiento del comportamiento 
de las cepas patógenas nativas, en cuanto a su di-
námica de germinación carpogénica, resultaría de 
gran utilidad para poder diseñar medidas de con-
trol de la enfermedad.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la 
influencia de las temperaturas sobre los esclero-
cios en la posterior germinación carpogénica de 
un aislamiento nativo de Sclerotinia sclerotiorum.

Materiales y métodos

Aislamiento del agente patógeno

El aislamiento patógeno (LA11) fue obtenido a 
partir de vainas de plantas de poroto que presenta-
ron síntomas típicos de la enfermedad (pudrición 
blanda) provenientes de la localidad de Los Altos, 
provincia de Catamarca, Argentina, en la campaña 
2011-2012.

En el laboratorio de la Cátedra de Fitopatología 
de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Nacional de Tucumán, bajo condiciones de asep-
sia, se extrajeron los esclerocios del interior de las 
vainas de las plantas enfermas. Las estructuras de 
resistencia fueron desinfectadas superficialmente 
con sucesivas inmersiones en alcohol etílico 70 % 
(un minuto), hipoclorito de sodio 1 % (un minuto) 
y agua destilada estéril (2 veces durante 1 minuto 
cada vez). Se sembraron en medio de cultivo agar 
papa glucosado (APG) al 2 % y fueron incubadas 
a 25 ± 2 °C con un fotoperiodo de 12 horas de luz 
día. Una vez desarrollado el patógeno, se extraje-
ron los esclerocios de las cajas y se almacenaron a 
4 ± 2 °C para su posterior empleo.

Identificación molecular del agente patógeno

Con el objeto de identificar el aislamiento pató-
geno, partiendo de colonias puras se realizaron re-
piques en cajas de Petri de 90 mm de diámetro con 
medio de cultivo APG al 2 %. Luego de 10 días 
de incubación se observaron las características de 
los esclerocios y su patrón de distribución sobre la 
superficie de las colonias (Kohn, 1979; Willetts y 
Wong, 1980).

En el laboratorio de Biotecnología Molecular 
de la Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y 
Naturales de la Universidad Nacional de Misiones 
se extrajo el ADN del aislamiento de Sclerotinia 
spp. a partir de fragmentos de micelio utilizando 

el método del acetato de potasio. El micelio fue 
previamente lavado y posteriormente triturado 
con buffer de extracción (Tris-HCl 100 mM pH 
8, NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM pH 8, Proteinasa K, 
0,1 mg/ml, β-mercaptoetanol 10 mM, SDS 2 %) y 
digerido a 60 ºC por 1 h agitando con vórtex cada 
10 min. Se purificó utilizando cloroformo: alcohol 
isoamilico (24:1), por dos veces, y acetato de po-
tasio 3 M. 

Para realizar la identificación del aislamien-
to se amplificó la región ITS1– 5,8S–ITS2 del 
DNA ribosómico utilizando los cebadores ITS1: 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG; ITS4: TCCTC-
CGCTTATTGATATGC descriptos por White et 
al. (1990). La PCR se llevó a cabo en 20 μl de 
volumen final conteniendo Buffer 1X, cloruro 
de magnesio 2,5 mM, dNTPs 200 μM, 10ρM de 
cada cebador, Taq polimerasa 0,5 U. El programa 
de amplificación utilizado constó de una etapa de 
desnaturalización a 94 ºC durante 4 min seguido 
de 35 ciclos de amplificación (40 s a 94 ºC, 40 s a 
50 ºC y 40 s a 72 ºC), y una extensión final de 10 
min a 72 ºC.

Los productos de la PCR fueron chequeados en 
geles de agarosa 2 %, secuenciados utilizando el 
servicio de Macrogen Corea y analizados con el 
programa Geneius 3.1.6. Las secuencias fueron 
contrastadas con la base de datos del NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) para determinar su grado 
de identidad y similitud.

Multiplicación de esclerocios

El aislamiento patógeno se multiplicó en medio 
de cultivo APG al 2 % partiendo de esclerocios al-
macenados a 4 ± 2 °C previamente desinfectados 
superficialmente. Erlenmeyers con 50 g de trozos 
de raíces de zanahoria, previamente lavados con 
agua corriente y autoclavados a 120 °C por 20 mi-
nutos se incubaron con 3 discos de micelio de 6 
mm de diámetro procedentes del borde de la colo-
nia de 5 días de edad del patógeno. Los esclerocios 
maduros fueron colectados luego de 3 semanas de 
incubación a 20 ± 2 °C y 12 h de luz día.

Evaluación de la dinámica de la germinación 
carpogénica del aislamiento nativo LA11

Los esclerocios del patógeno fueron separados 
por su tamaño, se seleccionaron aquellos de 1 a 
2 cm de diámetro y se descartaron los demás. Un 
grupo de esclerocios fue sometido a temperaturas 
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bajas (4 ± 2 °C) y otro a temperaturas altas (25 ± 
2 °C) durante 4 semanas (Huang y Kozub, 1989). 
Posteriormente fueron removidos y colocados so-
bre arena estéril saturada de humedad en cajas de 
Petri de 120 mm de diámetro e incubados a 20 ± 
2 °C, 12 h de luz día y 4.500 a 20.000 lux de in-
tensidad lumínica para favorecer la producción de 
apotecios (Bae y Knudsen, 2007). 

Se empleó un diseño experimental completa-
mente aleatorizado que contó con 4 repeticiones 
por tratamiento y 40 esclerocios por repetición. 
La cantidad  de esclerocios germinados y de apo-
tecios y/o estípites formados se evaluó semanal-
mente durante 5 semanas consecutivas. Se calculó 
la pendiente de las curvas de la dinámica de la ger-
minación carpogénica para las dos temperaturas 
evaluadas, ajustándolas al modelo logístico para 
obtener la tasa de germinación carpogénica para 
ambos tratamientos. Se realizó un ANOVA  y las 
medias de los tratamientos fueron comparadas con 
el test LSD Fisher empleando el software Infostat 
Versión 2013 (Di Rienzo et al., 2008).

Por otro lado, el aislamiento patógeno LA11 se 
agrupó dentro de la clasificación propuesta por 
Huangy Kozub (1991) en relación al comporta-
miento de los aislamientos de S. sclerotiorum se-
gún la germinación carpogénica.

Resultados

Aislamiento e identificación molecular del agente 
patógeno

El aislamiento nativo de acuerdo a lo observado 
en las colonias respondió a las características de 
las especies S. sclerotiorum y S. trifoliorum. Las 
colonias presentaron pocos esclerocios, de forma 
irregular y de gran tamaño (1 a 2 cm), los cuales 
se desarrollaron en la periferia de la caja de Petri 
y en algunos casos, de forma irregular formando 
parches. Raramente se distribuyeron uniforme-
mente sobre toda la superficie de la colonia como 
es característico de la especie S. minor.

Como resultado del análisis de la región ITS1– 
5,8S–ITS2 del DNA del aislamiento LA 11 y la 
comparación de la secuencia obtenida con la base 
de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
se determinó que el aislamiento nativo pertenece 
a la especie S. sclerotiorum (número de acceso: 
KR014868).

Evaluación de la dinámica de la germinación 
carpogénica del aislamiento nativo LA11

El número de esclerocios germinados fue signi-
ficativamente diferente entre los tratamientos. Los 
esclerocios sometidos a temperaturas bajas (4 ± 2 
°C) alcanzaron una media de germinación de 34,3 
(86 %) mientras que los expuestos a temperaturas 
altas (25 ± 2° C) a 17, 3 (43 %) (Figura 1).

Figura 1. Esclerocios del aislamiento LA11 de S. scle-
rotiorum, previamente sometidos a bajas temperaturas, 
germinando carpogénicamente sobre arena húmeda.

El análisis descriptivo de los resultados mues-
tra una distribución simétrica de datos. Se obser-
va además mayor variación en la germinación de 
esclerocios, en términos absolutos, para el trata-
miento a temperaturas bajas (4 ± 2 °C), en compa-
ración a la observada para las temperaturas altas 
(25 ± 2° C) (Figura 2).

Figura 2. Frecuencia de germinación carpogénica de 
los esclerocios del aislamiento LA11 de S. sclerotiorum 
sometidos previamente a dos tratamientos de inducción 
térmica.

La dinámica de la germinación carpogénica del 
aislamiento nativo, mostró en la primera semana 
de incubación una mayor cantidad de esclerocios 
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y/o estípites formados en los esclerocios tratados 
previamente con temperaturas altas (25 ± 2 °C), 
alcanzando valores máximos de 13 apotecios y/o 
estípites formados por repetición. En la segunda y 
tercera semana los esclerocios tratados a tempera-
turas bajas (4 ± 2 °C) mostraron un mayor número 
de esclerocios germinados que los tratados a tem-
peraturas altas. El número máximo de esclerocios 
germinados y apotecios formados para ambos tra-
tamientos se observó a la tercera semana de incu-
bación, alcanzando valores promedios de 39 apo-
tecios y/o estípites formados para las temperaturas 
altas y 149 apotecios y/o estípites cuando fueron 
sometidos a temperaturas bajas. A partir de la ter-
cera semana, el número de apotecios producidos 
se redujo y los apotecios formados en las semanas 
anteriores iniciaron su proceso de senescencia (Fi-
gura 3).

Figura 3. Dinámica de la germinación carpogénica 
de los esclerocios del aislamiento LA11 de S. sclero-
tiorum, sometidos previamente a dos temperaturas de 
inducción.  Temperatura alta (25 ± 2 °C). Tempe-
ratura  baja (4 ± 2°C).

Ajustando las curvas de dinámica de germina-
ción carpogénica al modelo logístico se obtuvo 
la tasa de germinación carpogénica para ambos 
tratamientos. Los esclerocios tratados con bajas 
temperaturas presentaron una tasa de germinación 
de 3,71 apotecios y/o estípites por esclerocio por 
semana, mientras que los tratados con altas tem-
peraturas 2,20 apotecios y/o estípites por semana. 
Además se observó que las bajas temperaturas 
influyeron en el número de apotecios germinados 
por esclerocio. Los esclerocios tratados a 4 ± 2 °C 
produjeron en promedio 2,8 apotecios por esclero-
cio mientras que los tratados a 25 ± 2°C produje-
ron 0,7 apotecios promedio por esclerocio.

El aislamiento LA11 de S. sclerotiorum de 

acuerdo a sus características de germinación se 
ubicó en el Grupo A propuesto por Huang y Ko-
zub (1991) donde los esclerocios formados entre 
10 y 25 °C presentan una reducida o nula germi-
nación si no son inducidos previamente con bajas 
temperaturas.

Discusión

Los resultados obtenidos con el aislamiento na-
tivo LA11 de S. sclerotiorum muestran que perio-
dos previos a la germinación carpogénica de los 
esclerocios con bajas temperaturas favorecen la 
germinación de los esclerocios y un mayor núme-
ro de apotecios producido por cada esclerocio. Re-
sultados semejantes fueron obtenidos por Huang y 
Kozub (1991) quienes evaluaron cepas de S. scle-
rotiorum de diferentes procedencias geográficas y 
observaron en un aislamiento de origen argentino 
(SS- Arg.) un 93,2 % de germinación carpogéni-
ca en esclerocios tratados previamente con bajas 
temperaturas. También coinciden con lo expuesto 
por Dillard et al. (1995) quienes determinaron que 
los esclerocios procedentes de ciudades cálidas 
presentaron dormancia y requirieron en entre 4 a 8 
°C para germinar. 

Se observó además, que el comportamiento del 
aislamiento nativo fue acorde al origen geográfico 
al cual pertenece, coincidiendo con lo expresado 
por Liu y Paul (2007) y Huang y Kozub (1991) 
quienes vieron que los esclerocios provenientes de 
regiones con estación cálida, producían una ger-
minación mayor al ser tratados con temperaturas 
bajas previas a su germinación carpogénica. Este 
resultado pone de manifiesto la adaptación del pa-
tógeno a las condiciones climáticas locales.

De acuerdo al comportamiento observado en el 
aislamiento nativo LA11, el monitoreo de las con-
diciones meteorológicas previas al inicio de las in-
fecciones de S. sclerotiorum, representa un factor 
de gran importancia en la epidemiologia de la en-
fermedad, ya que una mayor germinación carpo-
génica estaría asociada a una elevada producción 
de apotecios con la capacidad de liberar alrededor 
de 1 millón de ascosporas/ apotecio de acuerdo a 
lo descripto por Liu y Paul, (2007), además de la 
elevada viabilidad que presentarían dichas ascos-
poras (Clarkson et al., 2003).

El conocimiento del comportamiento de las 
cepas patógenas nativas asociadas al cultivo de 
poroto, representa un importante aporte al cono-
cimiento del patosistema, lo que permitirá diseñar 
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estrategias de manejo oportunas y eficientes para 
reducir los elevados niveles de enfermedad que 
ellas ocasionan. 
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