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RESUMEN

Phymatotrichopsis omnivora es un hongo que ataca raices de plantas de
importancia agricola en el norte de México y Sur de Estados Unidos,
incluyendo La Laguna. Los esclerocios del hongo se mantuvieron hasta dos
semanas en soluciones de acido acético y sulfurico a razéon de 0.42-0.67 vy
0.25-1.02 mM L™, respectivamente. Otros esclerocios se mantuvieron en
soluciones amortiguadoras a pH 4, 5, 8 y 9 sin diluir o diluidas 1:2, 1:4 y 1:10 o
bien, en soluciones adicionales de &cido sulfirico (0.51 mM L") vy
amortiguadora pH 5 diluida 1:10, en donde los esclerocios permanecieron una
semana o0 seis dias, respectivamente. Después de permanecer en las
soluciones adicionales, los esclerocios fueron sometidos a los tratamientos:
suelo adicionado con glucosa, solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI), suelo
sin inundar o inundado. Para todos los esclerocios se evalué su sobrevivencia
al colocarlos en arena humeda 28 °C, excepto cuando los esclerocios se
sometieron a NaOCI en cuyo caso se colocaron en placas de agar - agua. Los
esclerocios no disminuyeron su sobrevivencia en las soluciones de acido
acético, pero si en las soluciones de acido sulfurico y amortiguadoras, ello con
relacion al tiempo, concentracién de acido sulfurico, pH y factor de dilucion en
las soluciones amortiguadoras (P= <0.001). La sobrevivencia de los esclerocios
también mostré diferencias después de permanecer en las soluciones
adicionales, y de acuerdo al tratamiento posterior que se aplico, todos ellos
estadisticamente significativo (P= <0.001).

Palabras Claves: Sobrevivencia, Phymatotrichopsis, pudricion texana, nogal

pecanero.

Vi



1. Introduccion

Se conoce como pudricion texana a la enfermedad causada por el hongo
Phymatotrichopsis omnivora (Duggar) Hennebert, el nombre de éste hongo
anteriormente se denominaba Phymatotrichum omnivorum Duggar y cuya
ubicaciéon taxonémica se ejemplifica en el Cuadro 1. Este hongo se caracteriza
por causar pudricion a las raices de plantas y tiene la capacidad de atacar mas
de 2000 especies, entre la que destaca en La Laguna el nogal pecanero Carya

illinoinensis (Wangenh.) K.Koch.

Cuadro 1.Ubicacién taxondmica de P. omnivora t

Reino: Hongos
Division Ascomycota
Clase: Pezizomicetes

Orden: Pezizales
Familia: Rhizinaceae
Género: Phymatotrichopsis

Especies: omnivora

T Marek et al., 2009.

Desde 1973 Street y Bloos, sugirieron reenfocar el estudio de
Phymatotrichopsis, particularmente el abordar la investigacién de factores de
suelo que afectaran la sobrevivencia del hongo. Uno de los factores poco
estudiados es el pH con respecto a la sobrevivencia del hongo. Gunasekaran

(1973) determino que los esclerocios pueden sobrevivir bien en medio de



cultivo con un pH entre 4-8. Sin embargo se desconoce la capasidad de los
esclerocios de P.omnivora para sobrevivir in vitro o en suelo a diferentes pH. El
agua contenida en suelo tiene un pH que es dinamico y depende de otros
factores fisicoquimicos y biologico, por tal motivo, es tecnicamente complicado
generar y mantener un pH deseado en el suelo; particularmente en suelos
calcéareos (Imas, 2000). Segun lo expuesto seria dificil evaluar el efecto del pH
sobre la sobrevivencia de los esclerocios de este hongo, por ello se justifica el
evaluar in vitro la sobrevivencia del hongo en diferentes sistemas que generen

distintos pH.

El acido sulfurico, acético y soluciones amortiguadoras son tres maneras de
generan un pH deseado, pero estas soluciones a un pH especifico podrian
generar diferente sobrevivencia de los esclerocios, es decir, los esclerocios
podrian tener diferente sobrevivencia segun sea el sistema que induce el pH.
En consecuencia, se plantea determinar si la sobrevivencia de los esclerocios
se ve afectada ademas del pH por la forma de inducir ese pH (con soluciones

de acido sulfurico, acético y amortiguadoras).

Objetivos Los objetivos del presente trabajo son: a) determinar la
sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora expuestos a distintos pH
inducidos con acidos acético, sulfurico y soluciones amortiguadoras; b)
determinar el tiempo, pH y tipo de solucién a partir de las cuales los esclerocios

empiezan a disminuir su sobrevivencia.



Hipotesis Las hipdtesis del presente trabajo son: a) la sobrevivencia de los
esclerocios de P. omnivora sera afectada de manera distinta segun el pH de las
soluciones utilizadas de acido acético, acido sulfurico o soluciones
amortiguadoras diluidas; b) al incrementar el tiempo de exposicién de los
esclerocios en la soluciones mencionadas, su sobrevivencia disminuira; c)
conforme se hagan mas recambios de las soluciones (acido acético y acido
sulfurico) donde permanezcan los esclerocios su sobrevivencia disminuira; d) a
medida que diluya mas las soluciones amortiguadoras los esclerocios

expuestos a ellas sobreviviran mas.



2. Revisién de literatura

Numerosos trabajos se han realizado desde 1988 en el tema de pudricidn
texana, desde entonces, la informacién generada ha sido recopilada por

Streets y Bloss (1973), Lyda (1978) y Samaniego (2007).

Importancia. La enfermedad mas importante del nogal en México es la
pudricion texana (Herrera y Samaniego, 2002), en donde causa la muerte de
arboles, induce un menor rendimiento de nuez en los nogales afectados, el
agricultor gasta en tratamientos para manejar la enfermedad y adicionalmente
tiene egresos durante el periodo en que los arboles tratados restablecen su
rendimiento; todo ello constituyen las pérdidas ocasionadas por la enfermedad
en este cultivo, las cuales tan solo en disminucion en rendimiento de nuez en la
laguna se estimaron en 12 millones de pesos anualmente en 1998 (Samaniego
y Herrera, 1998). EI numero de nogales afectados por pudricion texana en el

norte de México se estimo en 450 mil (Herrera y Samaniego, 2002).

Ecologia de P. omnivora. Hasta ahora se conoce que la unica estructura de P.

omnivora que es capaz de infectar a las plantas susceptibles es corddn
micelial, sin embargo, los cordones parecen sobrevivir poco tiempo, estimado
entre uno y dos afos, dependiendo de la humedad y la temperatura del suelo
(Wheeler e Hine, 1972), ademas los cordones son susceptibles al ataque de
hongos en el suelo (Streets y Bloss, 1973). El hongo se puede encontrar como

esclerocios en suelo, como cordon micelial sobre y dentro de las raices y



ocasionalmente llega a producir masas de esporas que se generan del micelio
que sobresale de la superficie del suelo.

A partir de los esclerocios se generan los cordones, que son los que invaden,
atacan y destruyen las raices de plantas susceptibles. Cuando los cordones se
alimentan de las células de las raices que parasita ellos formaran esclerocios

(Streets y Bloss, 1973).

Los esclerocios son la estructura de resistencia del P. omnivora, se distribuyen
en promedio en el suelo a razdén de uno por cada 10 Kg (Baker y Cook, 1974),
sin embargo, su gran capacidad para invadir las raices de las plantas, hace que
logren matar las plantas susceptibles, por ejemplo, plantas de algodonero
Gossypium hirsutum L mueren en mas del 80% cuando los esclerocios estan

presentes a razon de cinco por cada Kg de suelo (Lyda y Burnett, 1970 b).

Los esclerocios son también capaces de sobrevivir por mas de 10 afios en el
suelo y luego atacar a las plantas (Lyda, 1978), su distribucion alcanza mas de
los dos metros de profundidad en el suelo, si bien, se encuentran mas
abundantemente entre 60 - 90 cm (Alderman e Hine, 1982). Mas de 20
fungicidas no fueron capaces de matar esclerocios a dosis tan altas como 100
ppm. Un 35% de esclerocios sobrevivio a dosis mayores de 200 ppm de
amoniaco anhidro (Lyda y Burnett, 1970 b; Rush y Lyda, 1982); en contraste, el
micelio del hongo es susceptible a dosis tan bajas como 0.1 ppm de algunos
fungicidas (Whitson e Hine, 1986). En suma, los esclerocios son la estructura
mas resistente sobre la que debemos enfocar estudios que permitan disminuir

su sobrevivencia.



Manejo de pudricion texana. Se han evaluado distintos métodos de manejo de

la pudricién texana como la aplicacion de fungicidas y fumigantes (Galvan,
1985, 1986 a, 1990; Herrera, 1974 y 1985; Herrera y Samaniego, 2002; Valle,
1977), la incorporacion al suelo de abonos frescos (Chavez et al., 1976), la
aplicacién al suelo de estiércoles (Herrera, 1989), la rotacion de cultivos (Rush
y Gerik, 1989), el subsoleo (Rush, 1984), antes de 1973 la incorporacién en el
suelo de aceites, sales y solventes (Streets y Bloss,1973), aplicacién de
fertilizantes (Olsen, et al., 1988), en el caso de frutales la poda de los arboles
(Herrera et al., 1989), otros que combinan uno o mas métodos o modificaciones

de algunos métodos sefialados (Herrera y Samaniego, 2002), entre otros.

No obstante, el gran numero de métodos evaluados para el control de pudricion
texana. Hasta ahora, no se cuenta con métodos practicos cuando la
enfermedad se manifiesta de manera severa en los cultivos agricolas
(Fundacion Noble, 2005; Samaniego, 2007; Uppalapati et al., 2010). Sin
embargo, condiciones de suelo y practicas de manejo que favorecen a los
cultivos se han asociado con menor expresion de plantas enfermas
(Medina1984; Medina y Aguilar, 1985; Galvan, 1986 b; Samaniego et al., 2001;

Smith y Hallmark, 1987).

Condiciones de suelo vy manejo de cultivos con relacidon a P. omnivora. La

apropiada humedad disponible en el suelo y la frecuencia de riegos parecen
favorecer a los cultivos agricolas y desfavorecer la expresion de sintomas de
pudricion texana (Samaniego et al., 2001; Smith y Hallmark, 1987). Los ciclos

de humedecimiento y durante los ciclos de riegos aplicados a los cultivos, traen



profundos cambios temporales fisicoquimicos y biolégicos, por ejemplo, al
inundarse temporalmente el suelo el pH de la solucion del suelo tiende a la
neutralidad sin importar el pH de origen alcalino o acido (Ponnamperuma,
1972) lo que trae como consecuencia un aumento en la solubilizacién de
elementos menores. Los esclerocios de P. omnivora al parecer no son capaces
de formar cordones en suelos saturados o inundados (Samaniego, 1994 vy

1992; Samaniego y Rivera, 1992; White y Kenerley, 1986).

El maiz Zea mays L., no es sucptible al ataque por P. omnivora, esto se
atribuye a la cantidad de carbohidratos solubles que tiene las rizosfera de la
planta (Eton y Rigler, 1946). Particularmente los carbohidratos solubles en el
suelo determinan el crecimiento de las bacterias (Alden et al., 2001; Alexander,
1980). La adicion de glucosa y sacarosa (carbohidratos solubles) en el suelo
induce la perdida de sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora
(Samaniego, 1994 y 1992; Samaniego y Rivera, 1992), sin embargo, hasta
ahora el aplicar estos carbohidratos en el suelo no es un método practico para
destruir los esclerocios, debido a la cantidad de carbohidratos que es

necesaria.

Hongos que habitan el suelo y atacan a raices de plantas incluyendo P.
omnivora bajo condiciones de estrés como exposicidn a dosis subletales de
fungicidas, NaOCI, dafio mecanico o inundacion, inducen la excresion de sus
reservas incluyendo glucosa, lo que trae como consecuencia la perdida de su
sobrevivencia (Filonow y Lockwood, 1979; Henis y Papavizas, 1983;

Hyakumachi y Lockwood, 1989; Mondal y Hyakumachi, 1998; Mondal et al.,



1995). Por tanto, es posible que el pH pudiese ser un factor de estres para los
esclerocios de P. omnivora de tal manera que induzca directamente su muerte,
o bien, permita usar cantidades menores de carbohidratos adicionadas al
suelo, disminuir el tiempo de exposicion al NaOCl y a otros quimicos o

simplemente inundar para inducir su muerte.

El pH vy P. omnivora. Con relacidon a la sobrevivencia de los esclerocios de P.

omnivora, uno de los factores del suelo poco estudiados es el pH. Aunque se
sabe hasta ahora, que las plantas establecidas en suelos con pH de 6 o0 mas
acidos no manifiestan sintomas de la enfermedad del hongo y no se ha
encontrado en estos suelos (Lyda, 1978). El micelio de este hongo puede
crecer bien en medios de cultivo en el laboratorio con pH de 3 a 8
(Gunasekaran, 1973). Sin embargo, recientemente se determiné que el pH
tiene una marcada influencia en la sobreviencia de los esclerocios de P.
omnivora, particularmente los esclerocios son afectados negativamente en su
sobrevivencia a pH acidos (Samaniego, 2008 a y b), sin embargo, no se
precis6 el tiempo minimo y concentraciones de acidos necesarios para
disminuir la sobrevivencia de los esclerocios expuestos a soluciones de acidos

o] soluciones amortiguadoras.



3. Materiales y métodos

Reproduccién y manejo de los esclerocios. En frascos de vidrio de un litro se

mezclé 600 g de arena cernida en tamiz de malla 16 con 1.8 g de carbon
activado, luego se colocé encima 80 g de semilla de sorgo limpia que
previamente fue humedecida dos dias en agua; posteriormente, se vertié agua
destilada hasta saturar el suelo. Enseguida, los frascos fueron esterilizados una
hora durante dos dias consecutivos, inmediatamente se les afiadid micelio de
P. omnivora de 15 dias de crecido en medio de cultivo PDA a 28 °C (el
contenido de 1/2 placa por frasco). Los frascos inoculados se incubaron nueve
semanas antes de recobrarse los esclerocios. Del contenido de los frascos se
les quité el sorgo y el micelio y, el resto se colocé en un tamiz de malla 16
lavandolos a chorro de agua corriente. Los esclerocios que permanecieron en
el tamiz fueron nuevamente lavados exhaustivamente eliminando los residuos
de sorgo y cordones visibles. Los esclerocios limpios se colocaron inmersos en
agua destilada en un frasco de un litro a temperatura de 10°C. Posteriormente,
durante los siguientes 15 dias, los esclerocios fueron seleccionados, colocando
25 esclerocios inmersos en 10 ml de agua destilada en viales que se
almacenaron a 10°C. Cada vial constituyd una repeticién de los experimentos
establecidos, los cuales iniciaron tres dias después de haber obtenido los
primeros viales con esclerocios. Después de cosechar los esclerocios se
colocaron inmersos en agua destilada a temperatura de 10°C. Durante los
siguientes 30 dias, los esclerocios fueron seleccionados y 25 de ellos inmersos
en 10 ml de agua destilada dentro de viales de 20 ml se almacenaron a 10°C

hasta su uso. Cada vial constituyd una repeticion de los experimentos



Establecidos, los cuales iniciaron 10 dias después de haber obtenido los
primeros viales con esclerocios, en todos los tratamientos de cada experimento
se hicieron cuatro repeticiones. Desde el establecimiento del primero hasta el

ultimo experimento transcurrieron 12 semanas.

Preparacién de soluciones. Acido acético. El acido acético grado reactivo se

utilizé para preparar tres soluciones a concentracion de 0.42, 0.83 y 1.67 mili
moles por litto (mM L) La forma y los calculos para preparar cada solucion
fueron los siguientes: un ml de acido acético cuyo peso molecular es de 60.05
se tomo y diluyé en un litro de agua, de aqui se tomaron 10, 5y 2.5 ml y se
diluyeron en 100 ml de agua destilada, de tal modo que el ml inicial de acido se
dividio entre el peso molecular (1 / 60.05 = 0.0166527) y este resultado se
multiplico por los factores de dilucidn de las diluciones posteriores (10, 5 0 2.5
ml / 100 ml = 0.001665, 0.000832 y 0.00041), finalmente estos valores se

multiplicaron por 1000 para expresar las diluciones en mM L™,

Acido sulfirico. Dos series de soluciones de &cido sulfirico grado comercial se

prepararon, la primera a contracciones de 0.51, 1.02 y 2.04 mM L™ y la
segunda a 0.25, 0.51 y 1.02 mM L™". Para preparar las soluciones primero se
calculo el volumen equivalente de cada gramo de acido sulfurico cuya densidad
esde 1,89 L™, entonces gramo de acido equivale a 0.556 ml puesto que (1 /
1.8 = 0.556). Las soluciones se prepararon adicionando 0.56 ml en un litro,
luego de esta dilucion se tomaron 5, 10, 20 o 40 ml y se diluyeron en 100 ml,
los calculos para expresar en la concentracién de las soluciones en mM L™ se

hizo de manera semejante a la del acido acético.
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Soluciones amortiguadoras. Para dar un pH 4 y 5 se prepararon soluciones 0.2

M de acido acético y 0.2 M de acetato de sodio. Para un litro de solucion a pH 4
se mezclé 830 y 170 ml del 4cido y sal, respectivamente; mientras que para pH
5 la mezcla acido — sal fue de 170 y 680, respectivamente. La solucion por litro
de pH 8 se preparé al combinar 470 ml de una solucion 0.2 M de Hidréxido de
Potasio con 500 ml de una solucién 0.2 M de Fosfato de Sodio dibasico y 30 ml
de agua destilada. Para preparar la solucion (por litro) a pH 9 se mezclé 930 ml
de una solucién de 0.1 M de Bicarbonato de Sodio con 70 ml de una solucion
0.1 M de Carbonato de Sodio (Plummer, 1981). Las soluciones amortiguadoras
se utilizaron sin diluir o diluidas en agua destilada en proporcion (volumen -

volumen) 1: 2, 1:4, 1:10.

Esclerocios inmersos en acidos acético, sulfurico y soluciones amortiguadoras.

En soluciones de acido acético (0.00 testigo 0.42, 0.83 y 1.67 mM L™) y 4cido
sulfarico (0.00 testigo 0.25, 0.51 y 1.02 mM L"; y 0.51, 1.02 y 2.04 mM L™
fueron inmersos esclerocios de P. omnivora por una sola ocasion y se
incubaron por un periodo de 14 dias a 28 °C, o bien, otros lotes de esclerocios
permanecieron inmersos pero se les hizo recambio de los acidos una, dos o
tres veces, los recambios se realizaron a los tres, seis y nueve dias después de
iniciar el periodo de incubacidén, respectivamente, y su periodo de incubacion
final también fue de 14 dias.

Soluciones adicionales. Otros esclerocios permanecieron inmersos en las

soluciones amortiguadoras (pH 4, 5, 8 y 9 sin diluir o diluidas 1:2, 1:4 y 1:10)

durante siete dias a 28 °C.

11



Sobrevivencia de los esclerocios. Después de permanecer en las soluciones

los esclerocios, se les determind su sobrevivencia en arena no estéril, para ello,
se colocaron los esclerocios en cajas Petri de plastico que contenian arena no
estéril previamente humedecida y luego se incubaron por una semana a 28 °C,
enseguida se observé la formacion de cordones a partir de cada esclerocio, en

Cuyo caso se considero como germinado (sobrevivio).

Otra parte de los esclerocios se expusieron a los tratamientos siguientes: a)
suelo adicionado con glucosa, los esclerocios se pusieron en el fondo de
frascos de vidrio de un litro, luego se adiciond 400 g de arena cernida en tamiz
de malla # 16, enseguida se afiadi6 80 ml de una solucion de glucosa
equivalente a 1 mg g'1 p/p con respecto al suelo, a continuacion se adicioné
otros 80 ml de agua destilada a cada frasco, después los frascos se incubaron
14 dias a 28 °C y finalmente se extrajeron los esclerocios y se colocaron a
germinar en arena no estéril; b) solucién de NaOCI, en una solucién de NaOCI
grado comercial (6%) a concentraciéon de 50 ml L se colocaron inmersos los
esclerocios durante cuatro horas a 28 °C, luego se extrajeron y se pusieron en
cajas Petri estéril que contenian agar - agua (6 g L™ ), por tltimo las cajas se
incubaron hasta por una semana a 28 °C y se comprobd la aparicion de
cordones de cada esclerocio; c) esclerocios fueron colocados en el fondo de
frascos que se llenaron con 400 g de arena y se adicion6 160 ml de agua
destilada (inundandoles), posteriormente se incubaron dos semanas a 28 °C y
luego se extrajeron los esclerocios para hacerse germinar en arena no estéril;

d) suelo no inundado, esta forma fue similar a la precedente, excepto porque a

12



los frascos con los esclerocios unicamente se les adicion6 80 ml de agua

destilada.

Mediciones de pH. Acidos acético y sulftrico. El pH de las soluciones donde

permanecieron los esclerocios inmersos se midid al inicio (soluciones

preparadas) después de 1y 12 dias de iniciar el periodo de incubacion.

Soluciones amortiguadoras. En estas soluciones se determind el pH después

de 1y 7 dias de iniciado el periodo de incubacién.

Acido sulftrrico vy solucién amortiquadora adicionales. Cuando se utilizd acido

sulfarico a 0.51 mM L' y solucione amortiguadora pH 5 diluida 1:10 las
mediciones de pH se realizaron a los 3, 7, 10 y 13 dias y 1, 3 y 6 dias,

respectivamente.

Analisis de los datos. La sobrevivencia de los esclerocios se expresé como

porcentaje y a sus valores se aplicé una transformacién arco-seno. Cada
experimento fue analizado en un disefio completamente al azar y un arreglo
factorial; las medias de tratamientos fueron separadas con DMS. El analisis

estadistico se realiz6 con la ayuda del programa SAS (SAS, Institute 1988).
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4. Resultados

Cambio de pH. ElI pH de las soluciones con &acido acético donde los
esclerocios permanecieron inmersos se aprecia en la Figura 1, ahi se observa
que el pH de las soluciones sin recambio se aproximan al valor del testigo pH
aproximado a 5.5 (esclerocios inmersos en agua), por el contrario, al

incrementar los recambios de acido el pH se mantuvo alrededor de 4.

00 —0—1.67 —0—0 ——1.67
6.5 - MMIT A 083 —0—042 6.51 MM —ar—083 ——042
6 1 O—O/U 6 e
5.5 4 5.51
5 4 5
PH 45 PH 451
44 4
A B
3.5 3.51
3 3 : v "
0 1 12 0 1 12
Dias Dias
v o0 —1—1.67 M o0 —1—1.67
6.5+ m ——0.83 ——0.42 6.51 mM—A—083 ——042
6 1 69
5.5+ 5.51
59 5 1
PH 454 PH, 5.
44 C 41
D
3.51 3.54
3 ' ' " 3 ' '
0 1 12 0 1 12
Dias Dias

Figura 1. A-D. Cambio de pH en las soluciones de acido acético (mM L™)
donde permanecieron inmersos los esclerocios de P omnivora. A. La solucién
no se recambid. B, C, D las soluciones se recambiaron una, dos o tres veces,

respectivamente.
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Las soluciones de acido sulftrico (0.25 - 1.02 mM L) mantuvieron el pH entre
3-4.5 entre el primer y doceavo dia, pero el pH decrecié alrededor de 3 hacia

los 12 dias en aquellas soluciones en donde se realizaron recambios Figura 2.

mm [+ —0—0 ——0.25 mm —2—0 —3—0.25
6.5 + —A—0.51 —0—1.02 6.5 4 —A—0.51 —0—1.02
6.0 4 O/O\O 6.0 4
5.5 4 5.5 4
5.0 - | B

pH A oH 5.0
45 - 4.5 -
4.0 4 4.0 <
3.5 4 3.5 4
3.0 T T 1 3.0 T
0 1 12 0 1 12
Dias Dias

mM —0—0 ——0.25 mM | —0—0 —{1—0.25
6.5 « —A—0.51 —0—1.02 6.5 9 —A—0.51 —0—1.02
6.0 4 6.0
5.5 4 5.5

| C ] D
pH 5.0 pH 5.0
45 4.5 4
4.0 < 4.0 <
354 3.5 4
3.0 v v J 3.0 T v
0 1 12 0 1 12
Dias Dias

Figura 2. A-D. Cambio de pH en las soluciones de acido sulfarico (mM L™)
donde permanecieron inmersos los esclerocios de P omnivora. A. La solucién
no se recambid. B, C, D las soluciones se recambiaron una, dos o tres veces,

respectivamente.
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Al incrementar las concentraciéon de acido en las soluciones de acido sulftirico
(0.51 - 2.04 mM L™), el pH no sobrepaso el valor de 4, ni aln en la soluciones

sin recambio, y hacia el dia 12 el valor aproximado de pH fue de 3.5 Figura 3.

mM 200 —0—0.51 M a—0—0 —1—0.51
6.5 - ——102 ——204 6.5 | —4—102 —o—204
6 4 6 -
5.5 4 5.5 4
5 4 A 5 4 B
PH 45 PH 454
4 4 4 4
351 3.5 1
3 34
25 ' r , 25
0 1 12 0 1 12
Dias Dias
M —o—0 —0—0.51 M 200 —0— 051
6.5 1 —4—102 —0—204 6.5 | —2—102 ——204
6 4 6 -
5.5 4 c 5.5 4 5
5 4 5 4
PH 45 PH 45
4 4 4 4
351 3.5 4
34 3 4
25 r T . 25 r r
0 1 12 0 1 12
Dias Dias

Figura 3. A-D. Cambio de pH en las soluciones de acido sulfarico (mM L™)
donde permanecieron inmersos los esclerocios de P omnivora. A. La solucién
no se recambid. B, C, D las soluciones se recambiaron una, dos o tres veces,

respectivamente.

Las soluciones amortiguadoras tendieron a alejarse de su valor original de pH a

medida que se diluyeron, esto ocurrié desde el primer dia y se acentud hacia el
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séptimo dia, por ejemplo, las soluciones diluidas 1:10 de pH inicial de 4, 5, 8 y
9 hacia el séptimo dia alcanzaron valores aproximados de 4.3, 5.2, 7.4y 8.3,

respectivamente Figura 4.

4.47 O] AT
53 . =0= = Sin diluir
— ¢— Diluido 1:2
4.3 — & =Diluido 1: 4 ,—"°
5.2] —+—Diluido 1:10. ~ +
T . —_ =
%- 4.21 o o - -
gl
5.17 + el
4.17 Tt
4 5 —
0 7 0 7
Dias Dias
8 9.4
D
9.2- D " om -
7.81 o= e -
9 T T .
I
S 761 T s8] =, _
- _
8.67 " ~a
7.4
8-4- + 
+
7.2 ' 8.2 J
0 7 0 7
Dias Dias

Figura 4 A-C. Cambio del pH en las soluciones amortiguadoras donde
permanecieron esclerocios de P. omnivora. A, B, C y D. soluciones con pH

inicial de 4, 5, 8 y 9, respectivamente.
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El pH de la solucién amortiguadora pH 5 diluida 1:10 (solucién adicional
evaluada a 6 dias) indicado en la Figura 5, tuvo un comportamiento similar al

observado en las soluciones amortiguadoras indicadas en la Figura 4.

514 531
—0—Gl —0—d

pH

49

S
©

Dias Dias
Figura 5. A, B y C. Cambio de pH en las soluciones amortiguadoras a pH 5
diluida 1:10 donde permanecieron inmersos los esclerocios de P omnivora. A.
Las soluciones se recambiaron al primer y tercer dia. B. Las soluciones se
recambiaron al primer, tercer y sexto dia. G1, Cl, SI y SNI fueron los

tratamientos aplicados a los esclerocios después de que permanecieron en las

soluciones.
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Las soluciones adicionales de acido sulfurico (Figura 6) a través del tiempo,

mostraron un pH similar al registrado en la Figura 2.

37
364
35

pH34
33

32

31

Figura 6. A-C. Cambio de pH en las soluciones de &acido sulfurico a
concentracion inicial de 0.51mM L’ donde permanecieron inmersos los
esclerocios de P omnivora. A. Las soluciones se recambiaron al tercer dia. B.
Las soluciones se recambiaron al tercer y séptimo dia. C. Las soluciones se
recambiaron al tercer, séptimo y décimo dias. G1, Cl, SI y SNI fueron los
tratamientos aplicados a los esclerocios después de que permanecieron en las

soluciones.

Sobrevivencia de los esclerocios. Los esclerocios lograron sobrevivir casi por

completo en las soluciones de acido acético Figura 7. En contraste, la
sobrevivencia de los esclerocios disminuyo en las soluciones de acido sulfurico
(0.25 a 1.02 mM L") en relacion a la concentracion y tiempo de permanencia

(recambios) del acido, Figura 8.
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Figura 7. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer inmersos en soluciones de acido acético (mM L), durante 14 dias
a 28 °C. Cada solucion no se recambié o se hizo, una, dos o tres veces
(recambios). Las barras con las mismas letras indican que no hubo diferencia

estadistica de acuerdo a la prueba de separacion de medias DMS.
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Sobrevivencia%

Figura 8. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer inmersos en soluciones de acido sulfarico (mM L), durante 14
dias a 28 °C. Cada solucidén no se recambidé o se hizo una, dos o tres veces
(recambios). Las barras con las mismas letras indican que no hubo diferencia

estadistica de acuerdo a la prueba de separacion de medias DMS.

La sobrevivencia de los esclerocios mantenidos en soluciones de acido
sulfarico a concentraciones de 0.51 - 2.04 mM L™, disminuyé atn mas que
cuando permanecieron a concentraciones menores (0.25 a 1.02 mM L),

aunque ello sélo fue en soluciones con 2.04 mM L™ de éste acido Figura 9.
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Figura 9. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer inmersos en soluciones de acido sulfiurico (mM L), durante 14
dias a 28 °C. Cada solucién no se recambié o se hizo, una, dos o tres veces
(recambios). Las barras con las mismas letras indican que no hubo diferencia

estadistica de acuerdo a la prueba de separacion de medias DMS.

El analisis estadistico de la sobrevivencia de los esclerocios con respecto a su
permanencia en las soluciones de acido sulfurico, indica que hubo efecto por
las concentraciones y recambios del acido Cuadro 1, excepto para la

interaccion concentracion - recambios al usar el acido entre 0.51 - 2.04 mM L™
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Cuadro 2. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios de P.

omnivora después de permanecer en soluciones de acido sulfurico (0.51 - 2.04

mM L™
Variables Gl CM F P <
Concentracion 2 24.22 137.24 0.0001
Recambios 3 28.38 0.13 0.9411
Interaccion 6 1234.20 5.69 0.0003
Cv 24.22

En las soluciones amortiguadoras a pH 8 y 9 se indujo descenso en la
sobrevivencia de los esclerocios cuando no se diluyeron, alcanzando una nula
sobrevivencia o cerca del 20% para los esclerocios a pH 9 y 8, respectivamente
Figura 10. Entretanto, los esclerocios no sobrevivieron a pH 4 y 5, excepto en
la solucién diluida 1:10 a pH 5. La sobrevivencia de los esclerocios en las
soluciones amortiguadoras fue estadisticamente muy significativa con relaciéon

al pH, factor de dilucion y la interaccion de ambas Cuadro 3.

Después de siete dias de permanecer los esclerocios en la solucion adicional
de acido sulfarico (0.51 mM L") y luego de someterse los esclerocios a los
tratamientos de suelo adicionado con glucosa, suelo inundado y suelo no
inundado, su sobrevivencia se mantuvo casi en un 100%. Por el contrario, en
donde se us6 NaOCI los esclerocios no sobrevivieron. Los esclerocios en la
solucion de acido sulfurico después de 10 a 13 dias y luego de ser incubados

en suelo no inundado, suelo inundado o suelo adicionado con glucosa
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disminuyeron su sobrevivencia, aunque esto ocurri6 de manera mas acentuada

en los tratamientos de suelo adicionado con glucosa, suelo no inundado y suelo

inundado con una sobrevivencia hacia el dias 13 de 0, 10 y 40%,

respectivamente.
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Figura 10. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer inmersos en soluciones de acido amortiguadoras a pH 4, 5, 8 y 9,
durante siete dias a 28 °C . Cada solucién no se diluyé en agua destilada o se
hizo a razon de 1:2, 1:4 y 1:10. Las barras con las mismas letras indican que no

hubo diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de separaciéon de medias
DMS.
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Figura 11. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer (dias) en soluciones de &cido sulfarico a 0.51 mM L™, y después
aplicar alguno de los tratamientos siguientes: Esclerocios mantenidos durante
dos semanas en arena inundada que contenia 2 mg g™ glucosa con respecto al
suelo (G); esclerocios inmersos en solucion al 3% de NaOCI durante cuatro
horas (Cl); esclerocios colocados en suelo inundado (SI); esclerocios colocados
en suelo a capacidad de campo (SNI) durante dos semanas. En todos los

tratamientos, los esclerocios se incubaron a 28 °C.
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Figura 12. Sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora después de
permanecer (dias) en soluciones amortiguadora a pH 5 diluida en agua
destilada a razon de 1:10., y después aplicar alguno de los tratamientos
siguientes: Esclerocios mantenidos durante dos semanas en arena inundada
. -1 . . .
que contenia 2 mg g glucosa con respecto al suelo (G); Esclerocios inmersos
en solucion de NaOCI a las 0.3% durante cuatro horas (Cl); Esclerocios
colocados en suelo inundado (SI) o suelo no inundado a capacidad de campo

(SNI) durante dos semanas. En todos los tratamientos, los esclerocios se

incubaron a 28 °C.

26



Cuadro 3. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios de P.
omnivora después de permanecer en soluciones amortiguadoras (pH 4, 5, 8 y

9), diluidas o sin diluir

Variables Gl CM F P

pH 3 6556.07 750.53 0.0001

Factor de dilucion 3 23813.34 2726.13 0.0001

Interaccion 9 1978.73 226.52 0.0001
Cv 7.98

Una sobrevivencia de los esclerocios entre el 0 al 20% se registré después de
someter a los esclerocios a la solucién amortiguadora adicional (pH 5 diluida
1:10) y después a los tratamientos suelo inundado o sin inundar,
respectivamente; pero en los tratamientos esclerocios expuestos a NaOCI o
mantenidos en suelo adicionado con glucosa, la sobrevivencia disminuyé hasta
ser nula conforme se incremento del tiempo que permanecieron en la solucién

amortiguadora Figura 12.

Cuando se evaluaron las soluciones adicionales (acido sulfurico 0.51 mM L™y
solucion amortiguadora pH 5 diluida 1:10) en ambos casos los datos de la
sobrevivencia de los esclerocios fueron altamente significativos en funcion de
los tratamientos (esclerocios mantenidos posteriormente en suelo adicionado
con glucosa, solucion de NaOCI, suelo inundado o sin inundar) y el tiempo de

permanencia de los esclerocios inicialmente en las soluciones Cuadros 4y 5.
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Cuadro 4. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios de P.
omnivora después de permanecer en solucion adicional de acido sulfarico (0.51
mM L) y posteriormente someterse a tratamientos (suelo adicionado con

glucosa, a NaOCI, a suelo inundado o no inundado)

Variables Gl CM F P

Tiempo 2 9551.31 35.28 0.0001

Tratamientos 3 10857.74 40.10 0.0001

Interaccion 6 2399.03 8.86 0.0001
Cv 7.98.

Cuadro 5. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios de P.
omnivora después de permanecer en solucion adicional amortiguadora pH 5
diluida 1:10 y posteriormente someterse a tratamientos (suelo adicionado con

glucosa, a NaOCI, a suelo inundado o no inundado)

Variables Gl CM F P
Tiempo 2 8150.33  150.82 0.0001
Tratamientos 3 7937 47 146.88 0.0001
Interaccion 6 1412.22 26.13 0.0001
Cv 11.67
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5. Discusion

El pH de las soluciones de acidos y amortiguadoras donde permanecieron los
esclerocios cambid su valor inicial con respecto al determinado a los 12 dias, el
cambio se acentué a menor concentracién de los acidos o mayor dilucion de
las soluciones amortiguadoras. Este comportamiento coincide con lo
consignado anteriormente para los esclerocios de P omnivora (Samaniego,
2008 a y b). Asimismo, se sabe de la gran capacidad de muchos hongos para
modificar el pH de su ambiente circundante (Pefalva y Arst, 2002) lo que es
acorde con la capacidad que mostraron los esclerocios para cambiar el pH de

las soluciones.

La sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora no fue afectada en
soluciones de acido acético tal vez la causa fue al valor de pH (minimo)
alcanzado que fue ~ 4 y la baja cantidad del &cido usada (1.67 mM L™), pero la
sobrevivencia si fue disminuida en soluciones de acido sulfurico vy
amortiguadoras; sin embargo, el hongo sobrevivié por completo después de
tres recambios de 0.25 mM de acido sulfurico en cuyo caso el pH minimo
alcanzado fue de ~ 4 lo que coincide (pH y sobrevivencia) con lo observado en

las soluciones de acido acético.

La sobrevivencia de los esclerocios en las soluciones amortiguadoras de pH 4
y 5 fue drasticamente afectada, aun después de diluir ambas soluciones diez
veces. Las concentraciones de acido acético usadas inicialmente contenian

0.42 a 1.67 mM L™, pero en las soluciones amortiguadoras a pH 4 y 5 diluidas
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1:10 se estimdé que contenian &cido acético en 166 y 3.4 mM L7,

respectivamente.

Este trabajo no permite tener una idea de como los acidos acético, sulfurico y
soluciones amortiguadoras inducen la disminucion de la sobrevivencia de los
esclerocios. No obstante, se ha sefalado que el acido acético induce la muerte
de Saccharomyces cerevisiae Meyen y Candida albicans Berkhout de dos
maneras, una en apoptosis y la otra necrética, la primera puede preceder a la
segunda y se caracteriza por una atrofia de algunas células que mueren, pero

su contenido celular puede ser reutilizado por las células que aun no lo hacen.

Durante la muerte por apoptosis inducida por acido acético y otras condiciones,
las células sufren una desnaturalizacion del ADN (Ribeiro, et al., 2006) lo que
impide una regulacion posterior de las funciones celulares. En C. albicans, el
acido acético a concentracion de 120 mM L™ (pH de 3) indujo la muerte (80%
de las células) por apoptosis en cinco horas (Phillips et al., 2006) y solo se
requirid menos de 50 mM L de éste acido para dar un efecto similar en S.

cerevisiae (Ludovico et al., 2001).

En este trabajo, los esclerocios de P. omnivora disminuyeron su sobrevivencia
alrededor del 70% después de permanecer siete dias en la solucién
amortiguadora (pH 5 diluida 1:10) cuya concentracion de acido acético se
estimé en 3.4 mM L™ lo que sugiere que el tiempo de permanencia de los
esclerocios en la solucion podria compensar la baja concentracion del acido

que indujo su muerte.
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El acido acético es un acido organico volatil que es el principal producto de la
descomposicion de la glucosa o residuos vegetales en condiciones de bajos
niveles de oxigeno (Alexander, 1980), este acido se ha encontrado también
relacionado con la muerte de Verticillium dahliae Kleb (Conn et al., 2005). A pH
8 y 9 en soluciones amortiguadoras sin diluir, los esclerocios murieron en mas
del 70 %, el potasio y sodio contenidos en la solucion de pH 8 podrian tener un
efecto que afecte la regulacién de las células de los esclerocios y su muerte

posterior.

Punja y Grogan (1982) colocaron esclerocios de S. rolfsii en sales que no eran
de amonio incluyendo bicarbonato sodio, a pH alcalino (8-9), en medio sélido y
donde la concentracion maxima usada fue 50 mM L™ en cuyo caso hubo un
efecto fungistatico que fue eliminado al traspasar los esclerocios a un medio
neutro. Los esclerocios que permanecieron inmersos una semana en la
solucion de pH 9 pudieron haber muerto por los 93 mM L™ de bicarbonato de

sodio que contenia esta solucion.

Los resultados de este trabajo indican que los esclerocios que permanecieron
en soluciones adicionales de acido sulfurico o amortiguadora (acido sulfurico
0.51 mM L™ o solucion amortiguadora pH 5 diluida 1:10) y que posteriormente
: -~ -1
se colocaron en suelo inundado adicionado con 1 mg g glucosa no
sobrevivieron, esta cantidad de glucosa usada significé la mitad de la dosis
reportada por Samaniego, (1994), esto sugiere que los esclerocios sufrieron
algun tipo de dafo o predisposicion por efecto de su permanencia en las

soluciones.
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El NaOCI fue usado para determina el comportamiento de la germinacién y
sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora (Samaniego, 2008 (c) en ese
trabajo se determiné que los esclerocios logran sobrevivir en un cerca 90 %
después de permanecer cuatro horas en NaOCI a concentracion de 50 ml L™,
esto contrasta con la nula sobrevivencia observada en condiciones similares a
partir de los esclerocios que previamente permanecieron en las soluciones
adicionales de acido sulfurico y amortiguadora, esto también sugiere que los
esclerocios sufrieron algun tipo de dafio por su permanencia en las soluciones

del acido o amortiguadora.

Al inundarse el suelo el potencial redox adquiere valores negativos
(Ponamperuman, 1972), y potenciales redox negativos se presentaron en
suelos adicionados con glucosa (Alexander, 1980) o con fertilizantes y abonos
verdes (hasta — 300 mv) donde la sobrevivencia de F. oxysporum, Rhizoctonia
solani Kuhn y V. dahliae disminuyeron en mas de un 90% (Blok et al, 2000). En
el tratamiento de suelo inundado (posterior a la permanencia de los esclerocios
en solucién amortiguadora pH 5 diluida 1:10), ocurrié una menor sobrevivencia
de los esclerocios con respecto al tratamiento no inundado, ello debido
probablemente a una disminucién del potencial redox y a un estrés por falta de

oxigeno que también puede inducir muerte apoptosis (Madeo et al., 1999)..
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6. Conclusiones

Se observé un cambio de pH en la solucion de &cido acético (0.42 mM L)

inducido por los esclerocios de P. omnivora.

Los esclerocios logran sobrevivir en todas las soluciones de acido acético

evaluadas (hasta 1.67 mM L™).

No se presentd sobrevivencia de esclerocios después de permanecer en
soluciones de: a) acido sulfdrico a 1.02 mM L™ que se recambiaron tres veces;
b) soluciones de acido sulfurico que se recambiaron dos veces y cuya
concentracion fue 2.04 mM L™; ¢) soluciones amortiguadoras sin recambio a

pH4,5y09.

En soluciones amortiguadoras adicionales de pH 5 diluida 1:10, donde se
evaluo la sobrevivencia de los esclerocios y posteriormente se expusieron a
tratamientos, los esclerocios no lograron sobrevivir cuando permanecieron el
maximo tiempo en las soluciones adicionales y luego ser expuestos a NaOCI o

suelo adicionado con glucosa.

Al disminuir el tiempo de permanencia de los esclerocios en las soluciones
adicionales y posteriormente exponerse a los tratamientos, su sobrevivencia
disminuyd, excepto cuando los esclerocios permanecieron inicialmente en la
solucion amortiguadora (pH 5 diluida 1:10) y luego someterlos a suelo

inundado.
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