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Caracterizacion de aislados de Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko
et Sutton mediante cromatografia de gases
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Se han caracterizado diversos aislados del hongo fitoparisito Sphaeropsis sapinea
(Fr.) Dyko et Sutton mediante cromatografia de gases de los 4cidos grasos de la pared
celular. Por la morfologia de las colonias se distinguen tres tipos de aislados: A, B y
AB; sin embargo los anlisis de los 4cidos grasos estructurales indican que los aislados
intermedios tipo AB son més préximos al tipo B que al tipo A.
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INTRODUCCION

Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton
es un hongo Coelomycete pardsito de gim-
nospermas (Pinus sp., Cupressus sp., Abies
sp., Cedrus sp., Picea sp., Juniperus sp.,
etc.) y responsable de graves dafios tanto de
plantas de vivero como de individuos adul-
tos. Los sintomas mds frecuentes de la in-
feccién son marchitez y necrosis de los bro-
tes apicales asi como lesiones tipo cdncer y
coloraciones azuladas de la madera, todo
ello acompatfiado de la produccién de abun-
dantes exudados resinosos.

Se han identificado en Cataluiia diversos
tipos de aislados del hongo que se agrupa-
ron segin las caracteristicas morfolégicas
del micelio, tipo de crecimiento y colora-
cién del mismo; otro criterio de clasifica-
cién que se tuvo en cuenta fueron las di-
mensiones de los conidios y el cardcter liso
o rugoso de la pared celular.

En este trabajo hemos caracterizado los
aislados de S. sapinea utilizando por prime-
ra vez la técnica de cromatografia de gases
de los 4cidos grasos de su pared celular.

Antecedentes

La determinacién cuantitativa y cualitati-
va (formas cis y trans) de los 4cidos grasos
de la pared celular se aplica a la sistemdtica
bacteriana desde principios de los afios
ochenta y constituye actualmente una poten-
te herramienta de trabajo que permite a los
laboratorios microbiolégicos determinar con
gran precisiéon y en muy poco tiempo la es-
pecie de un aislado bacteriano prescindien-
do de la utilizacién de medios selectivos y
pruebas bioquimicas. Casi paralelamente a
las experiencias llevadas a cabo para poner
a punto esta técnica para la determinacién
de las bacterias se intenté hacerla extensiva



372 A.MORET, M. NADAL, FR. GARCIA Y C. MONTON

a los hongos. Dada la semejanza en la com-
posicién de la pared celular entre los diver-
sos géneros de hongos, dicha técnica no per-
mite distinguir categorias sistemdticas supe-
riores a la especie, pero pueden detectarse
diferencias entre categorias sistemdticas in-
feriores.

Recientemente STEVENS JOHNK y col.
(1992, 1994), han realizado la diferencia-
cién de cepas de Rh. solani, basdndose en el
perfil de 4cidos grasos celulares. En sus tra-
bajos proponen este método para distinguir
los diversos grupos de anastomosis intraes-
pecificos.

Por otra parte, GARCIA y col. (1994),
presentaban resultados referentes a la posi-
bilidad de diferenciar cepas de Rhizocto-
nia solani con diferente grado de patogeni-
cidad.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 22 aislados de Sphaerop-
sis sapinea obtenidos de Pinus spp., distin-
guiendo los siguientes grandes grupos mor-
folégicos:

SS-A: de micelio grisiceo y de textura al-
godonosa.

SS-B: de micelio gris oscuro y con un
crecimiento mads liso.

SS-AB: de caracteristicas intermedias:
micelio gris oscuro y algodonoso.

Los cultivos se mantuvieron en PDA,
presentando todos ellos un crecimiento si-
milar. La incubacién previa a la extraccién
de los 4cidos grasos se ha realizado en
medio liquido (200 ml) y con agitacién
continua durante 7 dias a 24 °C de tempe-
ratura.

Después de la incubacién se recogia la
fraccién miceliar del cultivo mediante cen-
trifugacién o filtrado. Se procedia a un lava-
do con agua estéril, se escurrfa y se procesa-
ba una fraccién de 50-100 mg, con la misma
técnica utilizada por el sistema MIS (Micro-
bial Identification System; Microbial ID,
Inc., Newark, DE):

— Saponificaciéon mediante calentamiento
a 100 °C con NaOH + MetOH.

— Metilacién con HC1 + MetOH a 80 °C.

— Extraccién de la fraccién FAME con
Hexano.

— Recuperacion de la fase superior (hi-
dréfoba).

— Cromatografia.

RESULTADOS

En el Cuadro 1, se muestran los porcenta-
jes de los 4cidos grasos para cada grupo
morfolégico expresado como Media + des-
viacion estandar. Los dcidos grasos obteni-
dos han sido los siguientes:

Acidos Nombre

grasos s
C14:0 Miristico
C15:0 Pentadecanoico
Cl16:0 Palmitico
Clé6:1cis7 Palmitoleico
C18:0 Estedrico
Cl8:1cis9 Oleico
C18:2 ¢cis 6,9 Linoleico
C:19:0iso Nonodecanoico

En las Figuras 1, 2 y 3 se comparan los
perfiles de dcidos grasos de los diferentes
aislados. Se ha utilizado el ECL o «Longi-
tud de Cadena Equivalente» que nos permi-
te comparar con cualquier otro cromatogra-
ma aunque los tiempos de retencién sean
distintos.

En general se observa una cierta variacién
en las proporciones de los 4cidos grasos ob-
tenidos para cada grupo, pero realizando
pruebas estadisticas comparativas se apre-
cian diferencias significativas entre el tipo
Ay los otros dos tipos B y AB, los cuales
no presentan diferencias importantes entre
ellos.
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Cuadro 1.-Promedio en porcentaje de los dcidos grasos de los tres tipos morfolégicos estudiados

ECL 14,000 | 15,000 | 15817 | 16,000 | 17,000 { 17,720 | 17,769 | 18,000 | 18,633
TIPO Férmula | 14:0 15:0 |16:1cis7| 16:0 17:0 |18:2cis6,9|18:1cis9| 18:0 | 19:0iso
A Media 1,132 0,038 0,678 | 26,633 | 0,690 | 37,345 | 28,372 4310 | 0,061 |a
STD 0,558 0,039 0,228 4271 0,872 4,224 8,545 1,846 0,122
B Media 0,947 0,029 1,069 | 25545 0,200 | 37,257 | 31,606 3285 0062 |b
STD 0,293 0,056 0,628 2,590 0,159 6,755 8,040 1,007 0,117
AB Media 0,900 0,047 1,068 | 25213 | 0,190 | 36,975 | 31,900 3,600 | 0,107 | b
STD 0,188 0,065 0,748 3,248 0,122 3271 6,027 1,167 0,139
GLOBAL | Media 097221 | 0,03574 | 0,97948 | 25,6715 | 0,30788 | 37,1747 | 30,978 | 3,63257 | 0,07799
STD 0,355857 | 0,056418 | 0,634958 | 332154 | 048123 | 5160799 | 7,633014 | 1355959 [ 0,12858
Cuadro 2.—Valores individuales de porcentaje de acidos grasos de los 22 aislados
Identificacion ~ Tipo 14:0 15:0 16:1cis7 16:0 17:0 18:scis 6,9 18:1cis9 18:0  19:0iso
C4-2 A 0,744 0,000 0,348 20428 0,125 37,034 38400 2922 0,000
C4-1 A 0,627 0,000 0597 24370 0460 34251 36316 3,378 0,000
NC-B A 1,470 0,064 1,011 26250 0,214 45544 22285 3,161 0,000
NC A 2,074 0,088 0,839 28992 0230 34310 29278 4,188 0,000
C4-3 A 0,746 0,000 0,594 33,125 2420 35587 15,583 7902 0,306
X AB 0840 0,000 2,271 28,155 0,000 35138 28759 4837 0,000
GRIS ST.C. AB 0914 0,118 0,618 24,724 0272 34,571 34525 4,001 0,257
XRS1 AB 0814 0,172 2374 28,077 0355 35571 27,319 4995 0,322
C3-SER-2 AB 1318 0,000 0894 25012 0216 44514 25048 2999 0,000
C3-SER-1 AB 0964 0,087 0344 19,920 0,161 35280 41448 1,796 0,000
C3-3 AB 0958 0,000 0903 30350 0,292 38515 25535 3,170 0,277
C3-2 AB 0,634 0,000 0700 22,190 0,000 33,772 40,515 2,189 0,000
C3-1 AB 0758 0,000 0437 23276 0226 38441 32,050 4813 0,000
GRIS-LL-B B LI03 0,161 1,198 21917 0,249 32,113 40,718 2,541 0,000
B-3 B 0837 0000 2122 24602 0000 34,782 32,829 4827 0,000
B-4 B 0818 0,000 2,175 24,184 0,000 34,651 33201 4972 0,000
GRIS-LL-2 B 1,339 0,000 0,635 27,304 0405 46,197 21913 2206 0,000
GRIS-LL-A B 1,414 0,006 0431 21,186 0,249 28,684 45613 2327 0,000
B-2 B 0,549 0,000 1,173 29,049 0322 34453 31,068 3,386 0,000
GRIS-LL-1 B 1,105 0,000 0615 27364 0409 46340 21,937 2230 0,000
(6] B 0,578 0,000 0,707 26250 0,168 46,828 21,786 3452 0,232
B-1 B 0,784 0,000 0561 28,049 0000 31,269 35390 3,624 0,322
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Fig. 2.-Perfil de los 4cidos grasos del tipo morfolégico -B—
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Fig. 3.-Perfil de los dcidos grasos del tipo morfolégico ~AB—

DISCUSION

PALMER y col. (1987), determinaron los
diferentes tipos de aislados (A, B y uno in-
termedio) en funcién del caricter liso o ru-
goso de la pared del conidio y la morfologia
de la colonia. El tipo A y el intermedio, pre-
sentan la superficie del conidio lisa, mien-
tras que en el tipo B rugosa.

En este trabajo, no obstante, mediante el
analisis de los 4cidos grasos estructurales se
ha constatado que el tipo intermedio (AB)
es mds préximo al tipo B.

A pesar de estos resultados, es necesario
realizar un muestreo mds amplio y profundi-

zar en los distintos tipos de aislados para
llegar a obtener resultados mds precisos.

CONCLUSIONES

El an4lisis de los dcidos grasos de los dis-
tintos tipos morfolégicos, nos ha permitido
poner de manifiesto ciertas diferencias entre
ellos, apareciendo dos grupos:

— Grupo A: grisdceo algodonoso.
— Grupo B: gris oscuro, liso y AB de ca-
racteristicas intermedias.
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ABSTRACT

MORET, A.; NADAL, M.; GARCIA, Fr. y MONTON, C., 1995: Caracterizaci6n de aisla-
dos de Sphaeropsis sapinea mediante cromatografia de gases. Bol. San. Veg. Plagas,

21(3): 371-376.

We have characterized some isolates of the phytoparasitic fungus Sphaeropsis sapi-
nea (Fr.) Dyko et Sutton by gas chromatography of cell-wall fatty acids. Morphologi-
cally, it is possible to differentiate between three isolates: A, B and AB. Structurally,
however fatty-acid analysis indicates that the isolates type AB are more similar to type

B than type A.

Key words: Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko et Sutton, fatty acids, chromato-

graphy.
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