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RESUMEN
Macrophomina phaseolina es un hongo de suelo necrotrófico, agente causal de 

la podredumbre carbonosa de raíz y corona que afecta a más de 500 especies de plan-
tas. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfológica, cultural y molecu-
larmente 32 aislados de M. phaseolina procedentes de España y Argentina, obtenidos 
de diferentes hospedantes: fresa, girasol, soja, judía, arándano y cáñamo. La caracte-
rización se realizó a partir de los cultivos puros y se determinó la resistencia a clorato 
y el crecimiento a distintas temperaturas y pH. Para la caracterización molecular se 
extrajo ADN, se amplificaron 4 regiones del mismo y se realizó un árbol filogenético. 
En la caracterización según resistencia a clorato, no se vio un patrón de asociación con 
respecto al país o cultivo de procedencia de los aislados. Los 3 aislados más sensibles 
al mismo provenían de fresa, arándano y girasol. La temperatura media óptima de 
crecimiento estuvo entre 30 y 35ºC. El único aislado que presentó una temperatura 
óptima de crecimiento menor fue el procedente de judía. El rango de pH medio ópti-
mo de crecimiento de los aislados estuvo entre 5 y 6. Hubo 3 aislados que presentaron 
pH óptimo de 4 y uno de 8. En cuanto a la caracterización molecular, se encontró muy 
poca variabilidad genética entre los aislados, sin observarse agrupación por país o 
cultivo de procedencia en el árbol filogenético. Todos fueron identificados como Ma-
crophomina phaseolina salvo el aislado de judía, que se agrupó junto con los aislados 
de Macropomina pseudophaseolina. La gran variabilidad obtenida en los parámetros 
analizados dificulta la clasificación de este hongo en subespecies.

INTRODUCCIÓN
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich pertenece a la familia Botryosphae-

riaceae, filo Ascomycota (Crous et al., 2006). Es un hongo de suelo necrótrofo con una alta 
variación en su patogenicidad y diversidad genética, confirmando su capacidad para sobre-
vivir y adaptarse a distintos parámetros ambientales (Vandemark et al., 2000; Mayek-Pérez 
et al., 2001). A pesar de esa observada variabilidad, no se han podido definir subespecies 
o razas fisiológicas basadas en caracterizaciones morfológicas (Dhingra y Sinclair, 1978), 
bases de datos de secuencias (Crous et al., 2006) o virulencia de los aislados en diferentes 
hospedantes, salvo por la nueva especie M. pseudophaseolina reportada por Sarr et al. 
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(2014) mediante la caracterización molecular de 189 aislados de Macrophomina de Sene-
gal. M. phaseolina es el causante de la podredumbre carbonosa en más de 500 especies de 
plantas, siendo una de las enfermedades más destructivas, cuyos síntomas se manifiestan 
inicialmente como marchitamiento de las plantas y más tarde, el colapso y muerte de las 
mismas. La enfermedad es más grave si la planta infectada está sujeta a estrés abiótico 
como temperaturas altas, carencia de agua, malas condiciones de suelo o alta producción 
de fruta (Mertely et al., 2005; Avilés et al., 2007). Teniendo en cuenta estos antecedentes 
se planteó como objetivo del presente trabajo caracterizar morfológica, cultural y molecu-
larmente 32 aislados de M. phaseolina procedentes de España y Argentina, obtenidos de 
diferentes hospedantes: fresa, girasol, soja, judía, arándano y cáñamo.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se evaluaron treinta y dos aislados de Macrophomina, veintiuno procedentes de 

Argentina y once españoles, obtenidos de diferentes hospedantes: fresa, girasol, soja, judía, 
arándano, maíz y cáñamo (Tabla 1). La caracterización se realizó a partir de cultivos puros. 
Para determinar la resistencia a clorato, discos de micelio de 5mm de diámetro se transfi-
rieron a placas Petri conteniendo medio LBA con clorato (KClO3, LBA+) modificado del 
referido por Puhalla y Spieth (1985). Los controles se dispusieron en el mismo medio sin 
clorato (LBA), incubándose a 30°C en oscuridad. En el caso de la respuesta a temperatura, 
se sembraron los aislados en placas con patata dextrosa agar (PDA) y se incubaron a 5, 
10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40ºC. Para evaluar el crecimiento de los aislados a diferentes pH, 
discos de micelio se sembraron en placas con PDA cuyo pH se ajustó a 3, 4, 5, 6, 7 y 8, 
agregando ácido o base (HCl o KOH 1N), según fuera necesario, incubándose a 30ºC en 
oscuridad. En los 3 ensayos se sembraron 3 réplicas/aislado y se realizaron mediciones del 
radio mayor (R) y el menor (r) a los 2, 3 y 6 días. El área final cubierta por las colonias (A 
= π*R*r) se analizó mediante análisis de varianza y la separación de medias mediante test 
MDS (P<0,05) (Pearson et al., 1986). Para la caracterización molecular, se procedió a la 
extracción de ADN de los aislados por el método del fenol-cloroformo-isoamílico y a la 
amplificaron mediante PCR de 4 regiones de ADN: ITS, Tubulina, Calmodulina y Factor 
de elongación. Los productos de la amplificación se secuenciaron y alinearon para cada 
región con MAFFT v7.244 (10.1093/molbev/mst010). Luego se concatenaron con AMAS 
(10.7717/peerj.1660) donde se incluyeron como ingroups secuencias descargadas de Gen-
Bank de 3 aislados de M. phaseolina y 2 de M. pseudophaseolina, y como outgroup la del 
hongo Lasiodiplodia pseudotheobromae. El árbol filogenético se construyó con el progra-
ma RAxML 7.2.8 (10.1093/bioinformatics/btu033) con un marco de Máxima Verosimili-
tud, usando el modelo de evolución GTR+G. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Resistencia a clorato. El aislado TOR-888 (cáñamo, España) presenta un creci-

miento significativamente inferior al resto en medio LBA. Aproximadamente la mitad de 
los aislados fueron sensibles a clorato, con un crecimiento en medio LBA+ significativa-
mente menor al del medio LBA (Fig. 1). Manici et. al. (1995)  reportaron que el 95% de los 
aislados de girasol analizados fueron tolerantes al clorato, coincidiendo con los resultados 
obtenidos en este caso con aislados procedentes de este cultivo. La sensibilidad a clorato 
no se vio asociada al país o cultivo de procedencia de los aislados. Así, los aislados pro-
venientes de fresa presentaron comportamientos muy diferentes entre sí, al igual que los 
aislados de Argentina o España (Fig. 1). Esto concuerda con lo reportado por Zazzerni y 
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Tosi (1989), donde aislados de M. phaseolina provenientes de cuatro especies hospedado-
ras diferentes variaron ampliamente en la sensibilidad al clorato, independientemente de su 
especie de origen, concluyendo que no hay una evidencia real acerca de la especialización 
por un hospedero. Resultados similares obtuvieron Kaur et al. (2012), quienes señalaron 
que la caracterización de los aislados en base a su sensibilidad a clorato podría no ser útil 
para el estudio de la especificidad de M. phaseolina.

Crecimiento a diferentes temperaturas. El crecimiento de los aislados a distintas 
temperaturas se ajusta a una curva normal, encontrándose la temperatura media óptima de 
crecimiento en 30ºC (Fig. 2A). La mayoría presenta una temperatura óptima de crecimiento 
entre 30 y 35°C, excepto el aislado Por-Lea (judía, Argentina), con temperatura óptima de 
25°C. No se observó crecimiento a 5ºC, y sólo un 30% de los aislados crecieron a 10ºC, no 
siendo letal la temperatura de 40°C para ninguno de ellos. Con respecto a la velocidad de 
crecimiento, el aislado que más creció en su temperatura óptima fue Soj-Bal alcanzando un 
área de 56,27 cm2 y el que menos, TOR-888 con 23,47 cm². No pudo observarse ninguna 
asociación clara entre los aislados, ya sea por país o por cultivo de procedencia. Sánchez et 
al. (2017), determinaron que la temperatura óptima de crecimiento de aislados procedentes 
de fresa estaba entre 30 y 35°C. Csöndes et al. (2012), reportaron que el intervalo de tem-
peratura más favorable para el desarrollo de algunos aislados de girasol de Hungría estaba 
entre 25 y 35°C, aunque a 20°C también se observaba un buen crecimiento. En cuanto a la 
amplitud de temperaturas a la cual puede crecer M. phaseolina, los datos de Csöndes et al. 
(2007; 2012) corroboran un buen crecimiento de las colonias a 20ºC, varias veces mayor 
al alcanzado a 15ºC y algo de crecimiento a 10 y 40ºC. Resultados similares se obtuvieron 
en este estudio, aunque en nuestro caso más de la mitad de los aislados no crecen adecua-
damente a 10ºC, pero sí a 40°C. 

Crecimiento a diferentes pH. Al segundo día de incubación, el rango de pH medio 
óptimo de crecimiento estuvo entre 5 y 6 y se ajustó a una curva normal (Fig. 2B). Solo 3 
aislados presentaron un pH óptimo de 4 (Fru-Alb, Ar-SB y TOR-860) y uno de 8 (Gi-ACA 
885) (resultados no mostrados). Los pH 3 y 8 no fueron letales para los aislados, aunque el 
crecimiento a pH 8 fue aproximadamente el doble que a pH 3. El aislado que más creció 
en su pH óptimo fue Ar-SB (arándano, Argentina), y el que menos, el aislado de cáñamo 
TOR-888. Otros estudios muestran que el rango de pH óptimo se encuentra entre 4 y 6 
(Nischwitz et al., 2004; Csöndes et al., 2012). A pesar de esto, se pudo observar un creci-
miento considerable a pHs 3, 7 y 8, lo cual concuerda con Dhingra y Sinclair (1978), que 
reportaron buenos crecimientos entre pH 5 y 8. Csöndes et al. (2012), concluyeron que la 
tasa de crecimiento de M. phaseolina a diferentes pH depende en gran medida del aislado 
y sus condiciones de origen.

Caracterización molecular. En la Fig. 3 se observa el árbol filogenético obtenido 
con las 4 regiones de ADN concatenadas. Se distinguen 2 grandes clados, uno formado por 
todos los aislados de M. phaseolina y otro por los de M. pseudophaseolina. Dentro de este 
último se encuentran las dos secuencias de M. pseudophaseolina tomadas como ingroups 
y el aislado de judía Por-Lea. En el otro clado se encuentran el resto de los aislados obser-
vándose una variabilidad genética muy pequeña entre ellos, sin agruparse por país ni por 
cultivo de procedencia. Por ejemplo, observamos secuencias idénticas en aislados como 
TOR-840 y Fru-SWA, pero que no tienen la misma procedencia de cultivo ni zona geográ-
fica (cáñamo, España y fresa, Argentina, respectivamente). Estos resultados coinciden con 
los de otros autores que tampoco pudieron encontrar una correlación entre el genotipo y 
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el origen geográfico u hospedador (Vandermark et. al., 2000; Reyes-Franco et. al., 2006). 
Se podría concluir que la gran variabilidad genética, morfológica y cultural que 

presentan los aislados de M. phaseolina no permite clasificar a este hongo más allá de po-
blaciones y que éstas no suelen estar asociadas a cultivos o zona geográfica de procedencia.
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Tabla 1. Procedencia de los aislados. 
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Figura 1. Crecimiento de aislados (área cm2) de M. phaseolina en medio LBA y medio 
LBA+, suplementado con clorato, tras seis días de incubación. Sobre una serie, distintas 
letras indican diferencias significativas según test MDS (P<0,05).

Figura 2. Área media de las colonias de 32 aislados de M. phaseolina tras 48h de incuba-
ción. A) dependiendo de temperatura, B) dependiendo de pH

Figura 3. Árbol filogenético de los ais-
lados utilizando secuencias de 4 re-
giones de ADN concatenadas
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