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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es el estudio del comporta-
miento de aislamientos de Diplodia natalensis Pole Evans
y Diplodia pinea (Desm.) Kickx; FI. Flandres de distintas
procedencias en cuatro medios de cultivo y dos temperatu-
r a s como método tradicional; además, se establecieron
relaciones inmunológicas entre ellos. Se determinó que
existen diferencias entre los aislamientos, lo que rev is te
gran importancia en el desarrollo del diagnóstico y control
de enfermedades forestales.
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Los estudios taxonómicos y los métodos de diagnóstico en Micolo-
gía se basan, tradicionalmente, en procedimientos largos, laboriosos
y sujetos a las variaciones del patógeno, en dependencia de las condi- 
ciones de trabajo (Morton y Dukes, 1966).

Experiencias realizadas recientemente, en la caracterización de
microorganismos por diferentes investigadores nos indican la importan-
c ia de las pruebas sero lógicas como métodos eficaces y más rápidos
en unibn de los estudios tradicionales. 

En Fitopatología estos trabajos revisten mayor importancia, 
fundamentalmente en la rama forestal, debido a que los aislamientos de
patbgenos fungosos en troncos y el desarrollo de su ciclo vital, se 
dif icultan con frecuencia por ser éstas, plantaciones perennes donde
l os síntomas en general no son enteramente especificos y sólo se
desarrollan en un estado avanzado de la enfermedad, después que el
sistema vascular del árbol está colonizado por el  patbgeno, siendo
necesario el aislamiento del mismo para la confirmacibn del diagnóstico.

Tempel (1959), r e a l i z ó investigaciones serológicas en seis
formas especiales del género Fusarium, y obtuvo diferencias serológi-
cas que ayudaron a determinar razas fisiológicas.

P o r o t ra parte, Dorworth con diferentes colaboradores 
(1973, 1975, 1977, 1982) estudiaron serológicamente el comportamiento
del hongo Gremmeniella abietina (Lagerb.) Morelet ( = Scleroderr is i
lagerbergii Gremmen) causante del cáncer y muerte regresiva en Pinus
spp., y determinaron que ha sido introducida una raza europea o ha
sufrido mutación la raza norteamericana, causando éstas pérd idas en

plantaciones de pino en el momento de estudio. A su vez, Wendler
et al. ( 1980) descubrieron un nuevo serotipo de G_. abietina comparan-

do aislamientos de distintas procedencias.

Ya en 1982, L iese y Gotlieb diagnostican el cáncer de coníferas
ocasionado por abietina utilizando la técnica inmunoenzimática
ELISA.

E l presente trabajo tiene como objetivo comenzar un estudio
comparativo entre aislamientos de Diplodia spp. procedentes de hospe-
deros forestales por métodos tradicionales e inmunológicos, con

vistas a desarrol lar e l diagnóstico y control de enfermedades, así como
establecer relaciones comparativas entre los distintos aislamientos y
obtener en un futuro posibles razas o biotipos de uti l idad en trabajos
de diagnbstico y resistencia a enfermedades.



MATERIALES Y METODOS

Aislamientos

Los distintos aislamientos de Diplodia
se obtuvieron a part i r de Cedrela odorata L. y Pinus tropicalis
Morelet, respectivamente. En la Tabla 1 se muestran en detal le las
diferentes procedencias y fechas de colectas de los aislados del gé
Diplodia. De todos ellos se realizaron cultivos monospóricos con la
cuales se trabajó.

tradicionales de trabajo

Los cultivos monospóricos mantenidos en cuñasde agar malta
(0xoid) fueron transferidos a placas de Pe t r i (100 mm x 15 mm), y e
hongo se recultivó a part i r de discos miceliales de 0,4 cm de diámel
en cuatro medios de cultivo sintbticos (Oxoid): malta (MI), PDA (M2)
Czapek (M3)y Sabouraud (M4). Los mismos fueron incubados a dos
temperaturas diferehtes, 20 2 y 28 manteniendo la
humedad relativa constante (80 5 %). E l crecimiento de las colonia
fue medido linealmente durante cuatro dias, hasta que las primeras
cubrieron la superficie de la placa. Ademas de las medidas de crecir
to se hicieron observaciones fenológicas de las colonias. L a compara-
ción de los datos se realizó por un modelo trifactorial (2 x 4 x 4),
hallándose la significación por la prueba de rangos múltiples de
Duncan (1965).

Métodos serológicos de trabajo

O b t e n c i ó n de los antígenos

Los antfgenos (Ag) de los cuatro aislamientos estudiados se pre-
pararon con cultivos de nueve dias de crecimiento en medio líquido
de papa dextrosa con sulfato de amonio al 0,2 % ( P e l á e zy Fernán-
dez, 1982).

La masa micelial fue recogida por  filtración, lavada con 

destilada, congelada durante 24 horas y desintegrada en morteros
enfriados previamente, con un volumen minimo de una solución de
bicarbonato de sodio 0,004 M. Posteriormente, se filtró a través de
cuatro capas de gasa y se centrifugó a 4 000 rpm durante 15 minutos.



1. de aislamientos de Diplodia spp.

Fecha
Aislamiento Hospedero Localidad Provincia colecta Nomenclatura

tropi- de la
Kickx cali s Juventud
Flandres L a Victoria L a Habana P

D. natalensis
Pole Evans

Cedrela
odorata 7 Gramna

D. natalensis Cedrela , T. de Col 
Pole Evans odorata L. tes

L a Jorobada S. tus

D. natalensis Cedrela Baracoa
Pole odorata L. Naranjal del

Toa Cl



El sobrenadante recogido se concentrb en membrana de d iá l i s i s con
azúcar turbinada comúnhasta obtener una concentración de, aproxima-

damente, 12 mg/ml.

Obtención de l o s antisueros

Los antisueros (As) se obtuvieron a part i r de los aislamientos
P y CI inmunizándose dos conejos grises de 2 kg de peso, con un mirial i -
tro de la solución antig'enica, mezclada con un mir ia l i t ro de adyuvante

completo de Freund. Las inoculaciones se realizaron semanalmente

hasta un total de ocho. Para cornprobar la efectividad de las inmuniza-
ciones se realizó una extraccibn sangufnea de la vena marginal de la
oreja del animal antes de la sexta inoculación. E l conejo fue desangra-
do por puncibn intracardiaca obteniéndose el suero hiperinmune, al que
se le añadió azida sbdica como preservativo, y se almacenó a

(Figura 1 ) .

lm lnoculaciones

0 7 14 2 1 28 35 42 56 Dias

Final - Desangramientos

FIGURA 1. Esquema de inmunización y desangramientos.

Detección serológica de Ac precipitantes

L a relación antigénica existente entre los distintos aislamientos
se estudió mediante la técnica de la contrainmunoelectroforesis
(CIE) (G rant, 1978) en placas de agarosa (Koch-light Laboratories
Ltd.) al 0,75 % en tampón t r i s barbitúrico pH 8,6; y mediante la técni-
ca de doble difusión en dos dimensiones (Ouchterlony y Nilsson, 1978)
en placas de ion agar purificado (Dífco Lab. ) al 1,25 % en solución de
NaHCO al 0,004 M, las cuales se dejaron difundir a durante

3
48 horas en cámara húmeda.

Cada una de las pruebas se repitió cinco veces con un control
negativo en todos los casos.



RESULTADOS Y DISCUSION

A l analizar el efecto principal del factor temperatura se observa
q u e a l comparar y T2, esta Última produce un efecto superior sobre
el crecimiento micel ial en todos los casos, habiéndose obtenido entre
ambas temperaturas, diferencias altamente significativas (Tabla 2).

TABLA 2. Comparación de medias del crecimiento micelial lineal con
las dos temperaturas ensayadas durante los cuatro días de evaluación,

Díasde X
eva uación T1 T2

O o, 40 0,40

1 O, 50 1,01

2 1,33 6,37

3 2,13 6,73

/ 4 3, 16 7,63

Analizando el factor individual "aislamiento"l se observa que
CI y CIII no difieren entre sí, y a su vez éstos tienen un comportamiento
superior en cuanto a crecimiento micelial lineal, con respecto al
resto, siendo P, el aislamiento de crecimiento más lento (Tabla 3).

TABLA Comparación de medias del crecimiento micelial lineal de
los cuatro aislamientos considerados.

Aislamientos CI CII P

CIII 6,27

CII 4,68

ES; = 0,197 5

Diferencio significativa al

- Diferencia no significativa



L a Tabla 4 nos muestra el efecto individual de los cuatro medios

sintéticos ensayados. Los medios malta y PDA resultaron ser los más

estimulantes para el crecimiento micelial, sin que se encontraran
diferencias significativas entre ellos. El medio menos favorable fue
Sabouraud, el cual difiere significativamente del resto.

TABLA 4.Comparación de medias del crecimiento micelial lineal con
los cuatro medios de cultivo ensayados.

Medios

Diferencia significativa al

- Diferencia no significativa

En la interacción temperatura-aislamiento, se evidencia que
28 22C es la temperatura favorable para el crecimiento de todos los

aislamientos (Tabla 5).
A l considerar la interacción temperatura-medio, se observa que

el efecto positivo del factor temperatura correspondiente a T2, se
enmascara al combinarse con el medio Sabouraud, resultando en este
caso las combinaciones T1M2 y superiores (Tabla 6).

En la interacción aislamiento-medio el mejor comportamiento
se obtuvo con la combinación resultando además el aislamiento
P, altamente estimulado con M2 y ligeramente favorecido con M1.
También es de señalar que el efecto de CI se enmascara al combinarse
con M4. En general, las combinaciones de los medios malta, PDA y
Czapek con los aislamientos CI y CIII, resultan ser las mejores
(Tabla 7, Figura 2).

Según la literatura consultada (Marks y Minke, 1969; Chou 1976);
aislamientos de pinea tienen un crecimiento favorable en PDA y
malta agar 3 %, respectivamente.



TABLA 5 . Comparación de medias del crecimiento micelial lineal obte-
nidas en la interacción temperatura-aislamiento 05).

Tratamientos Medias

T2 Clll 9,11

T2 CII

T2 P

T1 Clll

T 1 P

T1 CII

ES- = 0,279 1
X

TABLA 6. Comparación de medias del crecimiento micelial lineal
obtenidas en la interacción temperatura-medio 0,05).

Tratamientos Medias



TABLA 7. Comparación de medias del crecimiento micelial lineal
obtenidas en la interacción aislamiento-medio

Tratamientos Medias

Cl l l M2

Cll l M1

Cll l M3

CII M1

CII M3

Cll l M4

P M3

CII M2

CII M4





P o r ot ra parte, Davis (1980) señala como medio adecuado para el
crecimiento de D. natalensis el agar jugo de vegetales, mientras que

Fernández (1983) sugiere como medio sintético más favorable a PDA
para temperaturas entre 28 29C y 30 29C.

Como se puede observar, nuestros resultados concuerdan con
lo planteado por Marks y Minke (1969) para D.pinea y con Fernández
(1983) para el caso de D. natalensis.

A l analizar la significación entre tratamientos, puede ser atribui-
b le la diferencia significativa a l efecto de cualquiera de los tres

factores considerados (temperatura, aislamiento, medio), pues de forma
independiente los t res presentan diferencias altamente significativas,

observándose además que los t res efectos principales no son
independientes, sino dependientes, pues las interacciones dobles dan
diferencias altamente significativas.

E n cuanto a la interacción de los t res factores, podemos señalar
que los mejores tratamientos son CI y CIII a 28 en los medios
malta, PDA y Czapek, los cuales no difieren entre sí. También es
notable el aumento en el crecimiento del aislamiento P en medio PDA y

a 28 Además, es de destacar la influencia negativa que tiene la
combinación medio Sabouraud con T1, pues prácticamente iguala el

comportamiento de uno de tos mejores aislamientos (CI) con el aislamien-

to de peor crecimiento (P).
Los caracteres fenológicos de los aislamíentos ensayados

después de cuatro d í a sde cultivo a 28 se muestran en la
Tabla 8. Podemos observar que en cada uno de los casos hay diferen-
cias en el comportamiento sobre los medios M1 y M4, siendo el
desarrollo del hongo menos vigoroso en M4, lo cual concuerda con los

resultados estadísticos del crecimiento micelial. 

Además, observamos que entre los aislamientos CI y CII I hay
mayor simil i tud fenológica que con el resto, siendo P el que más d i f ie re
por ser el menos vigoroso.

Con la técnica de la CIE podemos observar en la F igura 3 l o s
arcos de precipitación obtenidos en los enfrentamientos homólogos y

heterólogos de Ag y Ac; se destaca un mayor número de bandas inten-
samente coloreadas en las reacciones homólogas. E l suero an t i C1 no

reconoce al antígeno P, y a su vez el antisuero P reconoce los t res
aislamientos de D. natalensis, con un número de bandas de precipita-
ción menor que el de l a reacción homóloga. Además, debe destacarse
que la reacción de los Ag de D.natalensis con el suero anti D. pinea
es una reacción débil. También debe señalarse que la reacción del
suero anti C1 con los antígenos CII y CIII es moderada, al compararla
con la reacción hormóloga.



TABLA 8. Caracteres fenológicos de los aislamientos ensayados después de cuatro días de
cultivo a 28

Caracteres del micelio

Color de la colonia
Aislamientos Estructura centro bordes Presencia de fructificación

M1 Algodonoso. G r i s Gr is
claro Abundante en el centro

M4 Ninguna

Escasez en el centro 

Ninguna

M1 algo-
donoso Gr i s Muy escasa

M4 Gr is Ninguna

M1 Fibroso Gr i s
claro Blanco

P Blanco

M4 G r i s
llento



FIGURA 3. Diagrama representativo de la intensidad y el número de
líneas de precipitación observadas en la prueba de la C I E al enfrentar
los Ag,- As homólogos y heterólogos de aislamientos de D.natalensis
y D.pinea. Los bloques indican la intensidad de la reacción de 
precipitación.

reacción

débil

Reacción moderada

fuerte



FIGURA 4. Técnica de la contra inmunoelectroforesis (CIE).

L a Figura 4 muestra la técnica de la CIE con el antisuero CI
enfrentado a los cuatro Ag preparados.

Los resultados obtenidos con la técnica de la doble difusión en
dos dimensiones (Ouchterlony) se resumen en la Figura 5, donde se
muestra la disposición de los arcos de precipitación bajo las condicio-
nes experimentales. El antisuero P reconoce una banda tenue en el Ag
CII. Se reconocen tres determinantes antigénicos comunes en los tres
aislamientos de D. natalensis, y se observan diferentes intensidades
en estas reacciones.

FIGURA 5. Esquema de la disposición de los arcos de precipitación
obtenidos por la prueba de la doble difusión en dos dimensiones 
(Ouchterlony y Nilsson, 1978) al enfrentar A s - Ag homólogos y heteró-
logos de aislamientos de D. natalensis y D pinea.



Con esta prueba tampoco el suero anti D. natalensis reconoce al
antígeno de D.pinea.

Un ejemplo de los arcos de precipitación obtenidos con la
técnica de la doble difusión en dos dimensiones (Ouchterlony), se
muestra en la Figura 6, donde se enfrenta antisuero CI con los cuatro
aislamientos considerados.

FIGURA 6. lnmunodifusión doble en dos dimensiones (Ouchterlony);
en el pocillo central los As y en la peri fer ia los Ag.

Mediante las dos técnicas serológicas utilizadas, podemos diferen-
ciar serológicamente especies de un mismo género, basándonos en el
alto número de bandas y la intensidad de los mismas en reacciones
homólogas, lo cual concuerda con los resultados de Amos y Bur re l l
(1967), Morton y Dukes (1966), Dorworth y Krywienczyk (1975),
Dorworth (1977), Olivier (1979), Krywienczyk y Dorworth (1980).

E l suero anti D. natalensis no reconoce al aislamiento de 
D. pinea, lo que aporta un elemento más de gran importancia en la
utilización de estas dos pruebas para el diagnóstico en Mico log ía .
E l aislamiento de D. pinea sólo es reconocido por su antisuero
homólogo. P o r otra parte, el antisuero P reconoce parcialmente los
aislamientos de D. natalensis, siendo en la CIE el número de bandas 
pequeño y de reacción débil y en la inmunodifusión doble sólo se
detecta una débil banda con CII, por lo que esta prueba puede ser
utílízada como un método rápido, sensible y eficaz de diferenciación
de especies de un mismo género. Además mediante la CIE y la
inmunodifusión doble en dos dimensiones, se establecen relaciones de
antigenicidad entre los aislamientos de D.natalensis a par t i r de
Cedrela odorata procedente de distintas localidades y de éstos con
el aislamiento de D. pinea. Observamos que el comportamiento de CI



difiere de CII y CIII, y a su vez entre todos los aislamientos de
D. natalensis existen antígenos comunes, por lo que se sugiere la
utilización de antisueros monoespecíficos para obtener una mejor
resol ución en la diferenciación serológica.

CONCLUSIONES

- L a temperatura de 28 es favorable para el crecimiento
micelial de las dos especies estudiadas.

- Se evidencia que los medios malta y PDA son adecuados para
el desarrollo micelial de D. natalensis Pole Evans y
D. pinea (Desm.) Kickx, FI. Flandres.

- Se obtuvieron sueros hiperinmunes contra D. natalensis y
D. pinea procedentes de C. odorata L. y P. tropicalis Morelet,.
respectivamente.

- El aislamiento de D. pinea difiere de los de D. natalensis en
cuanto a crecimiento micelial, características fenológicas y
carac terfsticas serológicas.

RECOMENDACIONES

- Se sugiere la utilización de las técnicas CIE y la inmunodifu-
sión doble en dos dimensiones, como un método de diagnóstico
rápido y eficaz en la diferenciación de especies dentro de un
mismo género. 

- Se recomienda el empleo de estas dos técnicas para la diferen-
ciación de aislamientos en la misma especie.

ABSTRACT

COMPARISONS AMONG Diplodia SPP. ISOLATES FROM
FOREST HOSTS BY TRADITIONAL AND INMUNOLOGICAL
METHODS

The objective of the present paper i s the study of the
behaviour of the isolates of Diplodia natalensis Pole Evans
and Diplodia pinea (Desm.) Kickx, FI. Flandres of different



origins i n four cultures and two ternperafures as a tradi-
tional methods; i n addition immunological relations were
established among them. I t was determined that there exist
differences amongst the isolates, which has great importan-
ce in the development of the diagnosis and control of the
forest disease.
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