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Resumen
Se colectaron de plantas con síntomas de amarillamiento y marchitez en campos comerciales de
garbanzo en cinco municipios del sur de Guanajuato, México. De ellas se aislaron e identificaron
los patógenos presentes en tallo y raíz. De los aislados obtenidos, los que tenían características
morfológicas de Sclerotium rolfsii, se confirmó su identidad por secuenciación de los fragmentos
ITS obtenidos con los oligonucleótidos: NsiF y Nlb4R, las secuencias obtenidas se compararon
con la base de datos del NCBI. De lo dos aislamientos identificados como S. rolfsii por ambas
metodologías, se identificó el más virulento, el cual se utilizó para inocular 181 genotipos de
garbanzo de los tipos, kabuli y desi. Los resultados indican de acuerdo con el porcentaje de
mortandad, que los genotipos de tipo desi ICC3287, ICC 4874, ICC1882, ICC 10259 y WR-315 y
de tipo kabuli CUGA 08-3160 presentaron resistencia moderada al patógeno. De estos genotipos
resistentes, destaca el ICC 10259 que tiene resistencia genética a cuatro razas de Fusarium
oxysporum f. sp. ciceri y a M. phaseolina.
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Introducción
La pudrición del cuello en garbanzo (Cicer arietinum L.) es causada por Sclerotium rolfsii Sacc., un
patógeno habitante del suelo que tiene una amplia gama de huéspedes, alrededor de 500 especies
(Chen et al., 2011; Pande et al., 2012), que causa podredumbres de raíz y cuello. La enfermedad es
conocida con diferentes nombres como; pudrición basal de tallo y raíz, mal del esclerocio, añublo
o tizón sureños. La importancia de esta enfermedad radica en que el patógeno puede atacar 
a la planta durante todo su ciclo de vida y sobrevivir en residuos de siembras anteriores 
(Red SICTA-IICA, 2008).

Los síntomas que causa son amarillamientos en las hojas inferiores, hundimientos, ablandamientos
y decoloraciones de la corteza debajo de la línea del suelo, con el paso de los dias avanza la
enfermedad y se da el marchitamiento de hojas, ramas superiores hasta que la planta muere
(Chitale et al., 1990). La formación de esclerocios aparece generalmente en grandes cantidades,
en la base de los tallos de las plantas, además que para el desarrollo de esta enfermedad se
requiere temperaturas de 15 a 21 °C y alta humedad relativa (Chitale et al., 1990).

Este hongo en condiciones favorables puede producir grandes cantidades de micelio en los tejidos
infectados, además que se puede transmitir por la semilla y por lo tanto afecta su emergencia
o la muerte de las plantulas sobrevivientes (Pande et al., 2012). A menudo, estos síntomas son
difíciles de distinguir a los causados por otros hongos fitopatógenos como Fusarium solani (Mart.)
y Rhizoctonia solani (Kuhn.).

Las principales características de S. rolfsii, en el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) son 
el crecimiento rápido del micelio, que cubre los 9 cm de diámetro de la caja petri en 3 a 4 días, 
abundante micelo blanquesino y la formación de esclerocios como estructura de resistencia para 
la supervivencia. Las hifas son hialinas, septados muy ramificadas, de paredes celulares 
delgadas. Los esclerocios constituyen la principal fuente de inóculo en la mayoría de las 
epidemias, aunque en menor escala las basidiosporas pueden tener la misma función (Punja, 
1985; Almeida et al., 2001).

Este fitopatógeno tiene la capacidad de desarrollarse en un amplio rango de condiciones 
ambientales. En ambientes óptimos puede causar una mortandad de 55-95% de las plántulas 
de garbanzo, además, puede sobrevivir en forma de micelio en los restos de plantas y/o como 
estructuras escleróticas en suelo, provocando que perdure en los suelos infestados durante largos 
períodos de tiempo (Sharma y Ghosh, 2017).

El garbanzo es una leguminosa, que se cultiva en dos regiones de México principalmente, noroeste 
(Sonora, Sinaloa y Baja california) y en ‘El Bajío’ (Guanajuato, Michoacán y Jalisco). En la región 
del Bajío ubicada en el centro de México, la pudrición de las raíces es un importante estrés biótico 
en el cultivo, tanto para el tipo ‘desi’ (de color café y tamaño pequeño) como el ‘kabuli’ (de color 
blanco y tamaño grande).

En esta región, el primer reporte del genero Sclerotium como patógeno del cultivo de garbanzo 
fue realizado por Huitrón y Campos (1966). A nivel mundial fue Ghosh et al. (2013), al realizar 
muestreos en el Centro y Sur de la India señalan la presencia de diversos patógenos causando 
marchitez y pudriciones de raíz en garbanzo, reportando que Sclerotium rolsfii estaba ampliamente 
distribuido en la región estudiada y fue considerado como un problema importante para la 
producción de este cultivo. Sin embargo, no se ha recopilado información suficiente sobre S. rolfsii 
en México en la región del Bajío y como controlarlo.

La pudrición del cuello causada por S. rolfsii, es una enfermedad prevalente y puede causar 
pérdidas considerables en la planta cuando la humedad del suelo es alta y las temperaturas son 
cálidas (30 °C) al momento de la siembra (Pande et al., 2012). Hussain et al. (2006) estudiando el 
efecto de diferentes niveles de inóculo, la edad de las plántulas y el tipo de suelo sobre el desarrollo 
de la pudrición del cuello en el garbanzo, encontraron que S. rolfsii causó mayor mortandad de 
plántulas en los suelos de texturas con alto contenido de arcilla y señalaron que la susceptibilidad 
disminuía al aumentar la edad de la planta, siendo las plántulas más jóvenes las más susceptibles.
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El patógeno se ve favorecido por la presencia de materia orgánica no descompuesta en la superficie
del suelo y humedad excesiva al momento de la siembra y en la etapa de plántula, situación
que puede ocurrir en el sistema de cultivo de humedad residual en la región del Bajío cuando el
garbanzo es plantado en suelos arcillosos (Vertisoles) al final de la temporada de lluvias, después
de un cultivo de corta duración como el frijol o la avena (Hussain et al., 2006).

Dentro de las alternativas de manejo de la enfermedad, se ha considerado, el control químico y
biológico como alternativas viables; sin embargo, existen reportes que mencionan que hay una
gran variabilidad en el comportamiento del hongo, cuando se han hecho evaluaciones de productos
químicos y antagonistas para el control de S. rolfsii (Bracho et al., 1995; Hagan y Olive, 1999;
Pérez-Moreno et al., 2009; Guédez et al., 2012; Martínez-Martínez et al., 2020).

La mejor alternativa para controlar esta enfermedad en el garbanzo es el desarrollo de variedades
resistentes; sin embargo, a nivel mundial existen pocas fuentes confiables de resistencia en el tipo
kabuli y en el tipo desi (Gurha y Dubey, 1983; Tripathi, 2006; Pande et al., 2012; Singh et al., 2012;
Amule et al., 2014; Shirsole et al., 2018; Sager y Kumar, 2021) y en México no se tienen detectadas
fuentes de resistencia.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue evaluar la resistencia a S. rolfsii en un grupo de
genotipos élite del programa de mejoramiento de garbanzo del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), para identificar posibles fuentes de resistencia que
puedan ser usadas como progenitores de nuevas variedades.

Materiales y métodos

Colectas de patógenos en campo
Durante la temporada otoño-invierno 2012-2013 se realizó una colecta en cinco campos
comerciales de garbanzo tipo kabuli ubicados en municipios del sur de Guanajuato, incluidos
Celaya (20.584242 latitud norte, 100.823528 longitud oeste), Salvatierra (20.305005 latitud norte,
100.847980 longitud oeste), Cuerámaro (20.621625 latitud norte, 101.671082 longitud oeste),
Valle de Santiago (20.417354 latitud norte, 101.101113 longitud oeste) y Pénjamo (20.438667
latitud norte, 101.665407 longitud oeste). Diez plantas por campo, con síntomas de marchitez y
amarillamiento, se colectaron en bolsas plásticas y se transportaron en hielera, al laboratorio de
fitopatología del Campo Experimental Bajío del INIFAP. Se mantuvieron a 4 °C hasta el aislamiento
de patógenos.

Aislamiento y caracterización morfológica de patógenos
Para aislar los hongos de las plantas enfermas, se cortaron fragmentos de 3 mm de los tallos
que mostraban el daño típico de la pudrición del cuello, se desinfectaron sumergiéndolos en
una solución de hipoclorito de sodio al 5%, durante 1 min, se enjuagaron en agua destilada
estéril durante 1 min y se secaron colocándolos en papel absorbente estéril. Se colocaron cinco
fragmentos de cada planta colectada, distribuidos en la caja petri con el medio de cultivo PDA
acidificado (ácido láctico 200 µl L-1 de ácido láctico al 85%), se incubaron a temperatura ambiente
(22 a 25 °C) por un periodo de tres días.

Se registró la presencia de hongos fitopatógenos aislados que ocurrieron en las parcelas
muestreadas, se seleccionó S. rolfsii y se realizó la purificación por medio de cultivos
monobasidiospóricos, usando la metodología reportada por Punja y Grogan (1983). Se realizaron
preparaciones permanentes a partir de las colonias purificadas y se observaron sus características
morfológicas al microscopio (Leica modelo DME®, Alemania). Los aislados se identificaron en
función del color y la formación de esclerocios (Ainsworth, 1995; Kendrik y Carmichael, 1973;
Pande et al., 2012; Mahadevakumar et al., 2016).
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Determinación de la virulencia
Para determinar las diferencias en la virulencia entre los dos aislados de S. rolfsii identificados 
morfológicamente, se preparó inóculo de dos aislados, cultivando micelio durante diez días en 
cajas Petri con PDA. Posteriormente, bajo un diseño completamente al azar con tres repeticiones, 
se sembraron quince semillas de los genotipos de garbanzo tipo desi: ICC 1882, ICC 3287, ICC 
4874, ICC 10926 y WR 315.

Se colocaron cinco semillas por repetición en macetas que contenían 6 kg de suelo inoculado con 
20 fragmentos de 1 cm2 de micelio y 164 ±16 esclerocios provenientes de cuatro cajas petri; el 
tratamiento control fue una maceta por genotipo con cinco semillas. Se regaron con agua purificada 
hasta capacidad de campo, manteniendose este nivel de humedad durante los 25 días que duró 
el experimento, el porcentaje de mortandad se calculó cada tercer día y fue convertido a la escala 
de 1-5 publicada por el Indian Institute of Pulses Research (IIPR, 1999).

Caracterización molecular del patógeno
Con el fin de corroborar la identidad del aislado mas virulento, se caracterizo molecularmente 
para esto, se le extrajo el ADN siguiendo el método de Doyle y Doyle (1990). Se amplificó 
mediante PCR la región de los espaciadores internos transcritos (ITS) de los genes ribosomales, 
usando los oligonucleótidos sentidos NsiF 5’GATTGAATGGCTTAGTGAGG3’ y antisentido Nlb4R 
3’GGATTCTCACCCTCTATGAC5’.

La mezcla de reacción usada para la amplificación del ADN fue en un volumen de 25 µl de reacción: 
3 µl de ADN molde (45 ng µl-1), 2.5 mM de dNTPs, 25 mM MgCl2, 5 µM de cada oligonucléotido y 1 
U de Taq polimerasa (Palmerín et al., 2011). Las condiciones para la reacción fueron seis minutos 
de desnaturalización inicial a 95 °C, seguidos de 35 ciclos con un programa de desnaturalización 
a 95 °C por 30 s, alineación a 60 °C por 30 s, extensión a 72 °C por 40 s y una extensión final 
a 72 °C por 7 min.

Se realizó la electroforesis de los fragmentoss amplificados en geles de agarosa con 1.5% de 
tampón TBE 1X a un voltaje de 120 v, se tiñieron con GelRed® (Biotium Núm. de catálogo 41002) y 
se observaron con luz ultravioleta. El fragmento amplificado de 800 pb se cortó y purificó siguiendo 
el protocolo del paquete de purificación (QIAquick PCR Purification Kit, Núm. de catálogo 28104), el 
producto obtenido se ligo al vector pGem T-easy (pGEM®-T easy vector systems, promega No. de 
catálogo A1360), y se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (InvitrogenTM 

No. de catálogo 18265017).

La separación del ADN plasmídico se realizó por el método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979), 
para probar la presencia de la inserción se liberó el fragmento cortándolo con la enzima Eco R1. 
Se secuenciaron dos clones con el fragmento insertado y se comparó su secuencia con la base 
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Genopos de garbanzo
Ciento ochenta y un genotipos de garbanzo del Programa de Mejoramiento de Garbanzo del Intituto 
Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) fueron evaluados por su 
reacción a S. rolfsii. En cuanto a su tipo, 147 fueron de tipo kabuli y 34 de tipo desi (Cuadro 1). 
Varios de estos genotipos fueron desarrollados por el propio Programa Mejoramiento en sus sedes 
de Bajío, Culiacán y Hermosillo y otros correspondieron a acceciones introducidas.
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Cuadro 1. Respuesta a la inoculación con S. rolfsii a genopos de garbanzo po kabul y desi.

Reacción Por ciento de mortandad Núm. de genotipos,

tipo kabuli

Núm. de genotipos,

tipo desi

Resistente < 10 0 0

Moderadamente resistente 10-20 1 5

Moderadamente susceptible 21-30 8 11

Susceptible 31-40 63 16

Altamente susceptible > 40 75 2

El aislado que mostró mayor virulencia en el experimento previo se utilizó para inocular los
genotipos de garbanzo. El inóculo se elaboró como se describió anteriormente. En el invernadero,
se llenaron macetas de 6 kg de capacidad con tierra estéril, se regaron hasta la capacidad de
campo con agua purificada y se inoculo cada maceta con 20 fragmentos de 1 cm2 de micelio y
160 ±12 esclerocios obtenidos del cultivo del patógeno en cuatro cajas petri. Posteriormente, se
sembró en cada maceta 15 semillas de cada uno de los 181 genotipos de garbanzo por duplicado.

Como tratamiento control se considerararon 15 plantas de cada genotipo sin inocular; todos los
genotipos se sembraron bajo las mismas condiciones en invernadero. El experimento se establecio
durante el mes de abril del 2015, bajo un diseño completamente al azar, en condiciones de luz
natural y con temperaturas diurnas/nocturnas promedio de 28/17 ±3 °C. El conteo de plántulas
emergidas y el calculo del porcentaje de mortandad fue realizado cada tercer día después de la
siembra, durante los 25 días que duro el experimento. El porcentaje de mortandad fue convertido
a la escala de 1-5 publicada por el Indian Institute of Pulses Research (IIPR, 1999).

Resultados y discusión

Idenficación de patógenos
En todos los campos muestreados hubo al menos un patógeno asociado a los síntomas de
marchitez de las plantas de garbanzo. Fusarium oxysporum sp. ciceris fue el hongo presente en
todos los municipios, mientras que F. solani y R. solani se encontraron en tres de los cinco sitios
muestreados. El patógeno causante de la pudrición del cuello, Sclerotium rolfsii, solo se encontró
en campos de los municipios de Valle de Santiago y Salvatierra, Guanajuato.

Esto concuerda con lo reportado por Fierros et al. (2019), en el estudio de la distribución de hongos
asociados a pudriciones de raíz del garbanzo en el noroeste de México, señalan que Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia solani son los
patógenos más abundantes.

En un estudio similar realizado en el estado de Sinaloa, se detectó que el principal género
fue Fusarium sp. (Ramírez et al., 2012). Ghosh et al. (2013) concluyeron que Sclerotium rolsfii
y Macrophomina phaseolina estaban ampliamente distribuidos en el Centro y Sur de la India
causando marchitez y pudriciones de raíz en garbanzo. Asímismo, en un muestreo realizado en el
sur de España, Trapero y Jiménez (1985) encontraron la presencia de F. oxysporum f. sp. ciceris,
F. solani y M. phaseolina.

Caracterización morfológica
Las características morfológicas observadas al microscopio de las cepas de S. rolfsii cultivadas en
PDA fueron similares a las descritas por Stevens, (1925); Ainsworth et al. (1973); Kendrik et al.
(1973). El hongo tuvo un crecimiento micelial rápido, de color blanco, algodonoso, septado e hialino
y ramificado con fibulas. Cinco días después de la siembra en placa, comenzaron a desarrollarse
esclerocios redondeados, inicialmente como pequeños granos blanquecinos y ocho días después
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se volvieron marrones (Figura 1). Basandose en estas características, el hongo aislado se identificó
como S. rolfsii.

Figura 1. Estructuras de S. rolfsii. a) hifas septadas; b) ángulo de ramificaciones del micelio; y c) formación de 
micelio y esclerocios en medio de culvo PDA.

Caracterización molecular
La región de los espaciadores internos transcritos (ITS) de los genes ribosomales, de los hongos
identificado morfológicamente como Sclerotium rolfsii, al ser amplificadas por PCR generaron
un fragmento de 850 pb, que concuerda con el esperado para la especie. Las secuencias de
bases nucleotídicas de estos fragmentos al compararse con la base de datos mostraron un 99%
de similitud con la región ITS de Athelia rolfsii S. rolfsii (Curzi) Tu & Kimbr (accesión KJ677121
del GenBank), teleomorfo de S. rolfsii. Este resultado está de acuerdo con el obtenido por la
caracterización morfológica.

Determinación de la virulencia
Los dos aislados de S. rolfsii inoculados en cinco genotipos de garbanzo provocaron reacciones
similares, aunque con diferencias entre genotipos y entre cepas. Se encontró que el aislado de S.
rolfsii originario de Salvatierra fue más virulento que el de Valle de Santiago, por lo que se eligió
para la inoculación de los 181 genotipos de garbanzo.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kumari y Ghatak (2018) quienes al analizar
aislados de S. rolfsii encuentran diferencias en su virulencia. Esta diferencia en virulencia era
de esperarse, ya que se considera un hongo con una amplia diversidad genética a pesar de
que su teleomorfo A. rolfsii no se ha encontrado en forma natural, aun que presenta grupos de
compatibilidad micelial que limitan su intercambio genético (Harlton et al., 1995; Nalim et al., 1995;
Flores-Moctezuma et al., 2008).

Evaluación de genopos
De los 181 genotipos de garbanzo inoculados con S. rolfsii, 77 no emergieron en el tratamiento
inoculado, pero todos emergieron en las macetas de las plantas testigo, lo que indica que la semilla
no estaba contaminada por otro patógeno que impidiera su germinación. Setenta y cinco genotipos
no emergidos son de tipo kabuli y dos del tipo desi (Cuadro 1).
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Se consideró que la falta de emergencia es por el daño a las semillas causada por la invasión 
subterránea de S. rolfsii, se observó que tanto el micelio como los esclerocios estaban creciendo 
sobre la superficie de las semillas impidiendo su germinación. Se tomaron diez muestras aleatorias 
del patógeno creciendo en las semillas dañadas bajo tierra y se comprobó morfológicamente la 
presencia de S. rolsfii. Además, se realizaron los postulados de Koch, confirmándose de nuevo 
que correspondían al patógeno. Estos genotipos fueron clasificados como altamente susceptibles.

De acuerdo con estos resultados, gran parte del daño causado por este patógeno pasa 
desapercibido para los agricultores ya que ocurre bajo tierra y podría atribuirse a la mala calidad 
de la semilla u otros factores. De los 104 genotipos inoculados que emergieron, la mayoría tuvo 
síntomas de pudrición del cuello causada por S. rolfsii.

En la mayoría de ellos, a los 15 días después de la siembra (DDS), las plántulas emergidas 
susceptibles mostraron una lesión inicial alargada de color marrón claro en el tallo, posteriormente 
pudrición y necrosis en la base del tallo y formación de esclerocios alrededor de la base y de la 
raíz principal, síntoma característico causado por S. rolfsii en garbanzos (Chen et al., 2011; 
Pande et al., 2012).

Según el porcentaje de mortandad, solo el genotipo Cuga 08-3160 de tipo kabuli fue 
moderadamente resistente con un promedio de 18% de mortandad, entre los genotipos destacados 
de tipo desi, sobresalieron: ICC 3287, ICC 4874, ICC 1882, ICC 10259 y WR-315 con el 20% de 
mortandad, por lo que fueron consideraron moderadamente resistente.

Estos resultados coinciden con lo encontrado por Singh et al. (2012) que reportan haber encontrado 
en cincuenta genotipos de garbanzo inoculados artificialmente con Sclerotium rolfsii, solo cuatro 
moderadamente resistentes: KG-1226, KG-8, B-321 y B-311. Tripathi (2006) obtuvo hallazgos 
similares, inoculó artificialmente 90 genotipos y encontró que no estaba completamente libre de 
la enfermedad; sin embargo, identificó tres líneas como moderadamente resistentes, PG 9414-7, 
BG-371 y H-00-256.

Otros estudios informaron de accesiones de germoplasma de garbanzo prometedoras como ICC 
1696, ICC 4709 e ICC 14391, RSG 130, 132 y 191 (Chitale et al., 1990), el cultivar SAKI 9516 (Dua 
et al., 2001). Amule et al. (2014) reportan los cultivares GNG 1958 del tipo desi y GNG 1969, BG 
2086 del tipo kabuli como resistentes.

En trabajos más recientes. Se ha reportado que los genotipos JG-13-14-16, KAK-2, CSJ-515 y 
PBG-5 son considerados resistentes con 0% de mortandad tanto en inoculaciones artificiales como 
en condiciones de campo (Sager y Kumar, 2021). Estos genotipos junto con los identificados en 
esta investigación brindan una oportunidad para piramidar diferentes fuentes de resistencia contra 
la pudrición del cuello (Choudhary et al., 2013).

Es importante considerar que todos los genotipos reportados como resistentes deben ser 
desafiados con diferentes aislamientos del patógeno para verificar la estabilidad y utilidad de la 
resistencia para de esta manera poder identificar en los tipos desi y kabuli, posibles progenitores 
con posibilidades de usarse en esquemas de mejoramiento con el objetivo de generar nuevas 
variedades de garbanzo y poblaciones segregantes de amplia diversidad genética con resistencia 
a Sclerotium rolfsii.

En cuanto a los genotipos encontrados en este trabajo como moderadamente resistenes, 
sobresalen en los de tipo desi el genotipo ICC 10259 que, en estudios anteriores, había confirmado 
ser resistente a Macrophomina phaseolina y a cuatro razas de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri 
(Foc 0, Foc 1 B/C y Foc 6) existentes en la región del Bajío, específicamente en Guanajuato y a la 
raza Foc 5 presente en Sinaloa (Guerrero-Aguilar et al., 2015).

En el caso del genotipo de tipo kabuli Cuga 08-3160, el cual es un material de semilla grande, 
es importante comenzar a usarlo como progenitor de nuevas variedades ya que la mayoría de 
los cultivares comerciales y líneas mejoradas de los programas de mejoramiento en México son 
susceptibles a la pudrición del cuello.
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Como se observó en los resultados, la pudrición del cuello conduce a una baja sobrevivencia de
plantas al afectar la germinación de semillas bajo tierra, un hecho que no es fácilmente observable
por los agricultores, por lo que incorporar resistencia a esta enfermedad en nuevos cultivares debe
ser un objetivo prioritario en los programas de mejoramiento.

Conclusiones
Sclerotium rolfsii, está presente y afectando el cultivo de garbanzo en el centro de México.
El Programa de mejoramiento de garbanzo del INIFAP, no tienen genotipos resistentes y la
gran mayoría son altamente susceptible o susceptibles a este patógeno. Se encontró que cinco
genotipos del tipo desi: ICC 10259, ICC 3287, ICC 4874, WR-315 e ICC 1882, y una línea mejorada
de semillas grandes de tipo kabuli, CUGA 08-3160 son moderadamente resistentes a S. rolfsii.

De estos genotipos resistentes, destaca el ICC 10259 que tiene resistencia genética a cuatro razas
de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri y a M. phaseolina. Estos genotipos actualmente se encuentran
resguardados por Programa de Mejoramiento de Garbanzo del Intituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) en sus sedes de ‘Bajío’, Culiacan y Hermosillo.
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