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RESUMEN

Esclerocios de Phymatotrichopsis omnivora fueron sometidos a desecacion
a 28 °C, ellos no sobrevivieron cuando el tiempo de desecacion fue de dos horas
0 mas. Los esclerocios fueron disminuyendo su sobrevivencia conforme se
incrementd el tiempo de su desecacion en periodos de tiempo de 5, 15, 30 y 60
minutos. Sin embargo, la sobrevivencia de los esclerocios desecados fue distinta
de acuerdo a su tamano o tipo. Los esclerocios desecados disminuyeron su
sobrevivencia en el siguiente orden decreciente: pequefios, medianos, grandes y
albinos. Mientras que, la pérdida de peso de los esclerocios desecados en orden
descendiente fue: pequefios, medianos, albinos y grandes. La pérdida de peso de
los esclerocios desecados se correlacion6 con la pérdida de su sobrevivencia, las
coeficiente de correlacion de Pearson (R?) fueron de 0,81, 0.87, 0,78 y 0.66 para
los esclerocios grandes, medianos, pequefos y albinos, respectivamente.
Esclerocios por tamafio y tipo se desecaron por periodos de 5, 15, 30 y 60
minutos y posteriormente se sometieron alguno de los siguientes tratamientos
ninguno o testigo, inmerso en NaOCI al 0.3% durante 30 minutos, enterrados dos
semanas en suelo a capacidad de campo y enterrados en suelo inundado
adicionado con 2 mg g™ de glucosa. La sobrevivencia de los esclerocios después
de someterse a los tratamientos disminuyd conforme se incrementé el tiempo
previo de desecacion, aunque cada tipo de esclerocio varié su sobrevivencia de

acuerdo a cada tratamiento.

Palabras clave. Phymatotrichopsis omnivora, esclerocio, suelo, hongo,

desecacion, pudricidon texana, sobrevivencia, micelio.



INTRODUCCION
La pudricion texana nombre comun con el que se conoce a los sintomas
que muestran las plantas susceptibles al ataque de Phymatotrichopsis omnivora
(Dugg.) Hennebert, se ha estudiado por décadas en La Laguna. Sin embargo,
algunos aspectos relacionados con la capacidad para sobrevivir del hongo no se
han abordado, particularmente la respuesta de los esclerocios cuando son

sometidos a desecacion.

Por lo general, cuando se utilizan esclerocios ellos se hacen reproducir
bajo condiciones de laboratorio, y son cosechados, separados y almacenados
hasta que son utilizados. Los esclerocios cosechados son de diferente tipo, unos
son pigmentados y otros albinos, ambos tipos son de diferente tamafo, forma y
agrupamiento. El tamafio de los esclerocios va desde muy pequefios < 1 mm a
muy grandes > 5 mm; la forma va desde redondos a bacilar; mientras que su
agrupamiento puede ser individual (sin agruparse) o formar grupos de dos, tres o

hasta masas de mas de 20 esclerocios.

Los esclerocios producidos en laboratorio se llegan a utilizar para inocular
plantas buscando tolerancia o resistencia (Tarango y Herrera, 1998), durante la
inoculacion los esclerocios son temporalmente expuestos a suelo con bajo
contenido de humedad. Sin embargo, se desconoce como los esclerocios de
distinto tamafo responden a la desecacion, especificamente si su sobrevivencia

puede ser afectada.



Se sabe que los microesclerocios de Verticillium dahliae Kleb de distinto
tamano (chicos, medianos o grandes) pueden producir colonias de distinto
tamano y pueden sobrevivir de manera distinta, especificamente forman colonias
de mayor tamano y sobreviven mas los microesclerocios grandes (Hawke y

Lazarovits, 1994).

En consecuencia, el registro de la sobrevivencia de esclerocios de distinto
tipo y tamafio expuestos a desecacion, ayudaria a mejorar el manejo de los
esclerocios como indculo. Adicionalmente, se podria tener evidencia de que la
desecacion de los esclerocios disminuye sustancialmente su sobrevivencia y ello
apoyaria y reforzaria la aplicacion del subsoleo como una practica para el control

de la pudricion texana a nivel de cultivos en campo (Rush, 1984).



REVISION DE LITERATURA

Numerosos trabajos se han realizado desde 1888 en el tema de pudricidon
texana causada por Phymatotrichopsis omnivora, desde entonces, la informacion
generada ha sido recopilada por Lyda, (1978), Streets y Bloss (1973), Samaniego
(2007). El hongo se distribuye en una amplia gama de tipos, condiciones y
profundidad en los suelos (Alderman e Hine, 1982; Muller et al., 1983; Percy,

1983; Samaniego, et al., 2001).

De hecho, la enfermedad mas importante del nogal en México es la
pudricion texana (Herrera y Samaniego, 2002), ésta 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 gastos
durante el periodo en que los arboles tratados restablecen su rendimiento; todo
ello constituyen las pérdidas ocasionadas por la enfermedad en este cultivo
Samaniego et al. (2003). En La Laguna, tan solo por disminuciéon en rendimiento
de nuez en los nogales se estimaron pérdidas por 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 estimé en 450 mil
(Herrera y Samaniego, 2002). Asimismo, la pudricion texana causa importantes
pérdidas en otros cultivos susceptibles, tanto en México como en Estados Unidos,
incluso restringe la explotacion comercial de forrajes y frutales (Medina y Lagarda,

1979; Mulrean et al., 1984; Prostko et al., 1998; Tarango y Herrera, 1997)
4



Los sintomas de la enfermedad son similares en todos los frutales
(Cebreros y Ramirez, 1980; Ramirez, 1991). La enfermedad se hace evidente en
los meses calurosos del afo y, los sintomas principales consisten en un
amarillamiento tenue seguido por marchites y secamiento repentino del follaje.
Las hojas se tornan de un color café claro, permaneciendo adheridas a la planta.
Asimismo, los frutos también llegan a secarse quedando también adheridos. El
hongo ataca las raices de las plantas en donde se observa los cordones
miceliales, los cuales son de color crema cuando recién formados a café cuando
ya han matado las raices de las plantas susceptibles. Las raices afectadas se
pudren completamente y se desprenden con facilidad al tratar de arrancarlas. Las
plantas afectadas se observan generalmente en un patrén circular y después de
un periodo de alta humedad del suelo, causado por exceso de riego o lluvia,
puede aparecer el hongo sobre el suelo, junto a las plantas afectadas. La manera
en la que aparece el hongo en la superficie del suelo es como masas costrosas

de color blanco a café, denominadas éstas esporomasas (Ramirez et al., 2006).

P. omnivora presenta tres estados bioldgicos: micelio (cordones), conidios
y esclerocios (Barnett y Hunter, 1998; Ramirez et al., 1995). Las hifas que
constituyen el micelio son largas, gruesas y poseen varios nucleos; al
entrelazarse forman cordones miceliares que pueden observarse sobre las raices
infestadas (Herrera y Arreola, 1989). Los cordones miceliares son estructuras de
reposo y una de las formas de diseminacion mas importantes; de éstos cordones
se desarrollan hifas en forma de cruceta, las cuales constituyen las caracteristicas

peculiares de identificacion del patégeno. El micelio, al contactar las raices,

5



invade y penetra los tejidos para causar la infeccion. Este hongo produce una
masa de conidios (esporomasas) sobre la superficie del suelo cerca del
hospedante, cuando prevalece un clima caluroso y humedo. Estas esporas
(conidios) han sido considerados estériles (Streets y Bloos, 1973.), pero se
sospecha que pueden servir para establecer nuevas fuentes de infeccién (Nelson,

1984).

Los esclerocios consisten de un conjunto de hifas agrupadas
estrechamente y su forma varia de alargada a esférica; son estructuras de
supervivencia, con una viabilidad mayor de 12 afios y requieren ciertas
condiciones de pH del suelo para su formacion (Herrera, 1981, Streets y Bloos,
1973). Estas estructuras al igual que los cordones miceliares constituyen el

estado de reposo del hongo.

Distintos métodos de manejo de la pudricidon texana se han evaluado como
la aplicacién de fungicidas y fumigantes (Galvan, 1985, 1990; Herrera, 1974,
1989; Herrea y Samaniego, 2002; Lyda y Burnett, 1970; Valle, 1977; Whitson e
Hine, 1986), 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 incorporacion 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, 1989),
otros que combinan uno o mas métodos o modificaciones de algunos métodos

sefalados (Herrera y Samaniego, 2002), entre otros.



No obstante, el gran numero de métodos evaluados para el control de
pudricidn texana, hasta ahora, no se cuenta con métodos practicos cuando la
enfermedad se manifiesta de manera severa en los cultivos agricolas (Fundacién
Noble, 2005; Samaniego, 2007). Sin embargo, condiciones de suelo y practicas
de manejo que favorecen a los cultivos se han asociado con menor expresion de
plantas enfermas (Galvan, 1986; Medina, 1984; Medina y Aguilar, 1985;
Samaniego et al., 2001; Smith y Hallmark, 1987).

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).

Algunos factores que pueden inducir la muerte de los hongos que habitan
el suelo y atacan raices de plantas lo son; los ciclos de humedecimiento y
desecado, la inundacion, la adicion de carbohidratos solubles en suelo, el
exponerse in vitro a dosis sub-letales de fungicidas o desinfectantes (NaOCI).
Aunque los factores mencionados, también pueden inducir la excresion de sus
reservas incluyendo glucosa, lo que trae también como consecuencia la pérdida
de su sobrevivencia (Filonow y Lockwood, 1979; Henis y Papavizas, 1983;
Mondal et al., 1995; Mondal y Hyakumachi, 1998). Por tanto, es posible que la
exposicion de los esclerocios de P. omnivora a factores de estrés, como lo es el
someterlos a desecacion, logren incrementar la pérdida de su sobreviviencia. Los
esclerocios después de ser sometidos a estrés de desecacion, también podrian
requerir cantidades menores de carbohidratos adiconados al suelo, disminuir el
tiempo de exposociéon al NaOCI, a otros quimicos o a la inundacién para inducir

Su muerte.



Para P. omnivora, no se ha estudiado la posible relacion entre su
desecacion con su sobrevivencia. Tanto P. omnivora como Sclerotium rolfsii son
hongos que habitan el suelo, tienen esclerocios con un anillo y médula, son
capaces de atacar a una gran cantidad de plantas distintas, pero ambos hongos
pudiesen ser muy distintos en su sobrevivencia al ser sometidos a desecacion.
Por ejemplo, los esclerocios de S. rolfsii puede sobrevivir casi por completo
después de ser desecados durante cuatro meses (Maiti y Sen 1988), pero muy
posiblemente los esclerocios de P. omnivora no lo puedan hacer ni siquiera una

semana.

HIPOTESIS. Las hipétesis del presente trabajo son:

a) la sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora sometido a desecacion sera
afectada de manera distinta de acuerdo a su tamafio y pigmentacion;

b) al incrementar el tiempo de desecacion de los esclerocios, su sobrevivencia
disminuira.

c) tratamientos de estrés adicionales a la desecacion incrementaran la pérdida de

sobrevivencia de los esclerocios.

OBJETIVOS. Los objetivos del presente trabajo son:

a) Determinar la pérdida de peso y sobrevivencia de esclerocios de distinto
tamafo y pigmentacion de P. omnivora expuestos a diferentes tiempos de
desecacion; b) determinar la sobrevivencia de los esclerocios después de
desecarse y someterse posteriormente a los siguientes tratamientos de estrés,
suelo a capacidad de campo, suelo inundado y adicionado con glucosa y ser

inmersos en una solucion de NaOCI.



MATERIALES Y METODOS

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 carbono
activado, luego se coloco 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 afiadié micelio de P. omnivora de 15
dias de crecido en medio de cultivo PDA a 28 + 1°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 colocd 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.

Enseguida, 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 constituyé 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.

9



Seleccion de esclerocios. Visualmente cuatro clases de esclerocios
fueron seleccionados con las caracteristicas siguientes: grandes, medianos
pequefnos y albinos. Estos ultimos fueron esclerocios no pigmentados, de color
crema. Viales con 25 esclerocios fueron seleccionados para los experimentos y
tratamientos correspondientes.

En un primer experimento fueron seleccionados los cuatro tipos de
esclerocios, al término de este experimento, para evaluar esclerocios en
experimentos sucesivos fueron seleccionados en el siguiente orden: chicos,
medianos, grandes y albinos. Los esclerocios albinos fueron seleccionados

asemejando el tamafo de los esclerocios medianos.

Pruebas preliminares de desecacion. Esclerocios de tamano medio
fueron desecados usando papel absorbente y una vez sin agua visible a su
alrededor fueron sometidos a desecacién durante 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias a una
temperatura de 28°C. En otras pruebas los esclerocios se desecaron durante 1, 3,
6 y 24 horas; para finalmente, desecar otros esclerocios durante 2, 5, 10, 15, 30 y

60 minutos.

Inmediatamente después del periodo de desecacidon a temperatura
constate los esclerocios se volvieron a pesar. Asimismo, estos esclerocios fueron
colocados en cajas Petri que contenian arena humeda (saturada) e incubados
hasta 10 dias a 28°C, tiempo durante el que los esclerocios fueron revisados para

determinar su germinacion.
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Aquellos esclerocios que lograron formar por lo menos un cordén micelial
se consideraron como viables (sobrevivieron). En contraste, los esclerocios que
no formaron cordones y fueron invadidos por otros organismos fueron tomados

como inviables.

Tiempo de desecacion. Los cuatro tipos de esclerocios fueron desecados
en tiempos que permitieron alguna sobrevivencia, de acuerdo a las pruebas
preliminares. Los esclerocios procedentes de los viales, fueron secados usando
papel absorbente y una vez sin agua visible a su alrededor fueron sometidos a
desecacion durante 0, 5, 15, 30 y 60 minutos a una temperatura de 28°C. Los
esclerocios se pesaron justo antes de desecarlos (25 por vial) e inmediatamente
después de terminar su periodo de desecacion, para ello, se utilizd una balanza

analitica (hasta décima de miligramo).

Luego de pesar los esclerocios fueron colocados en cajas Petri que
contenian arena humeda (saturada) e incubados hasta 10 dias a 28°C, tiempo
durante el que los esclerocios fueron revisados para determinar su germinacion.
Aquellos esclerocios que lograron formar por lo menos un cordén micelial se

consideraron como viables (sobrevivieron).

En contraste, los esclerocios que no formaron cordones y fueron invadidos
por otros organismos fueron tomados como inviables. Por tanto, el experimento se
condujo en este caso con esclerocios desecados (cuatro tiempos) por tipo de

esclerocios (cuatro tipos).
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Tipos de esclerocios expuestos a desecacién y tratamientos. Cada tipo
de esclerocio fue desecado durante 15, 30 y 60 minutos a 28 °C, inmediatamente
después fueron sometidos a alguno de los siguientes tratamientos: a) ninguno; b)
suelo adicionado con glucosa, los esclerocios se colocaron en el fondo de frascos
de vidrio de un litro, luego se adicion6 400 g de arena cernida en tamiz de malla
16, enseguida se afiadié 40 ml de una solucion de glucosa equivalente a2 mg g™
p/p con respecto al suelo, a continuaciéon se adiciond otros 40 ml de agua
destilada a cada frasco, después los frascos se incubaron 14 dias a 28 °C; c)
suelo no inundado, esta forma fue similar a la precedente, excepto porque a los
frascos con los esclerocios unicamente se les adicioné 40 ml de agua destilada
para dar capacidad de campo; d) solucion de NaOCI, en una solucion de NaOCI
grado comercial (6%) a concentracion de 50 ml L™ se colocaron inmersos los
esclerocios durante cuatro horas a 28 °C. Al finalizar los tratamientos,
inmediatamente los esclerocios se colocaron en arena humeda para determinar

su sobrevivencia.

En este caso, se realizaron cuatro experimentos cada uno correspondi6 a
cada tipo de esclerocios. En cuyo caso particular los esclerocios se desecaron
(tres tiempos) por tratamientos (cuatro tipos). Los esclerocios pequefios,
medianos, grandes y albinos fue el orden en el que después de desecarse se
aplicaron los tratamientos. Entre cada tipo de esclerocio al que se le aplicaron los

tratamientos transcurrié un intervalo de tiempo de dos semanas.
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Forma de realizacion del experimento.

Tratamientos.

Tipos de Tiem. ANE SH S+G NaOCI

esclerocios. (Minuts) Repeticiones Repeticiones Repeticiones Repeticiones
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
0 1 54 42 48 30 19 24 56 37 13 26 28 60 9 52 40
Esclerocios 15 35 20 32 62 16 39 46 61 53 50 38 47 49 34 57 44
pequenos. 30 3 11 10 12 14 41 45 8 31 25 17 4 15 29 5 21
60 64 36 59 51 18 58 55 63 23 43 7 6 27 33 2 22
0 64 18 23 27 3 14 31 15 35 16 53 49 1 30 37 60
Esclerocios 15 51 63 6 22 12 8 4 21 62 61 47 44 48 56 28 40

medianos. 30 59 55 7 2 10 45 17 5 32 46 38 57 42 24 26 52
60 36 58 43 33 11 41 25 29 20 39 50 34 54 19 13 9

0 52 2 24 57 45 17 26 55 42 7 38 46 32 10 5 59

Esclerocios 15 40 22 56 44 8 4 28 63 48 6 47 61 62 12 21 51

Grandes. 30 60 27 30 49 14 31 37 18 1 23 53 16 35 3 15 64

60 9 33 19 34 41 25 13 58 54 43 50 39 20 11 29 36

0 5 24 12 35 39 1 20 59 48 53 16 11 0 22 31 7

Esclerocios 15 19 60 34 4 27 14 50 58 43 3 6 32 49 21 28 54
Albinos.

30 52 64 15 57 30 25 55 29 2 18 56 8 36 45 9 38

60 47 63 42 26 44 46 61 33 23 62 41 13 10 17 51 37

((ANE) Arena no estéril, (SH) Suelo Himedo, (S+H) Suelo mas Glucosa, (NaOCI) Solucion con
Hipoclorito de sodio al 5%.

Analisis de los datos. La sobrevivencia de los esclerocios se expresé
como porcentaje y a sus valores se aplicdé una transformacion 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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RESULTADOS

Los resultados de las pruebas preliminares mostraron que los esclerocios
de Phymatotrichopsis omnivora sometidos a un tiempo de desecacion superior a

una hora no pudieron sobrevivir.

La pérdida de peso de los esclerocios grandes (G), medianos (M),
pequefios (P) y albinos (A) sometidos a desecacion durante 5, 15, 30 y 60
minutos, indican diferencia estadistica altamente significativa para las variables
tipo de esclerocios y tiempo de desecacién Cuadrol, mas no asi para la

interaccion entre estas variables.

Cuadro 1. Andlisis de varianza para la pérdida de peso en los cuatro tipos de

esclerocios de P. omnivora en funcion del tiempo de desecacion

Variables GL CM F P<

Tipo de esclerocios 3 497.25 31.82 <0.001

Tiempo de desecacion 3 1668.94 106.79 <.0001

Interaccion 9 14.54 0.93 0.5076
Cv 20.87

La pérdida de peso en los cuatro tipos de esclerocios al finalizar su
desecacion fue estadisticamente diferente entre cada uno de ellos, aunque la
pérdida de peso de los esclerocios pequefnos (26 %) fue mas del doble que la de

los grandes (13%) Cuadro 2.
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Cuadro 2. Separacion de medias para la pérdida de peso en los cuatro tipo de

esclerocios de P. omnivora después de desecarse hasta por 60 minutos

Tipo de esclerocio Media T Agrupamiento *
Grande 13 c
Mediano 19 b
Pequefio 26 a

Albino 17 b

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de la pérdida de peso.
*Letras distintas indican medias diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).

La exposicion de los esclerocios a cuatro tiempos (5, 15, 30 y 60 minutos)
de desecacion indujo una pérdida de su peso estadisticamente diferente en

funcién de cada tiempo Cuadro 3.

Cuadro 3. Separacion de medias para de la pérdida de peso de los esclerocios

de P. omnivora segun el tiempo de desecacion

Tiempo (minutos) Media ' Agrupamiento *
5 9 d
15 14 C
30 20 b
60 33 a

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de la pérdida de peso.
¥ Letras distintas indican medias diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).
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Sin embargo, la pérdida de peso neta por tipo de esclerocio y tiempo de
desecacion indica que los esclerocios grandes perdieron mas peso que los

medianos y estos ultimos mas que los pequefios como expresa en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Pérdida de peso (en mg) neta de por tipo de esclerocios desecados

(minutos) a 28 °C

Tipo de esclerocios

Minutos Grandes Medianos Pequenos Albinos
5 10.2 6.7 4.7 6.1
15 21.7 12.9 8.8 11.7
30 32.2 21.3 13.5 15.4
60 53.1 31.5 14.8 27 .4

Datos promedio de dos experimentos, cada uno con cuatro repeticiones y cada repeticion fue de

25 esclerocios.

La sobrevivencia de los esclerocios se vio afectada por el tiempo de
desecacion al que cada tipo de esclerocio fue sometido Figura 1, ahi se observa
que a mayor tiempo de desecacion menor fue la sobrevivencia de todos los tipos

de esclerocios.
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Figura 1. Sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora después de someterse
a diferentes tiempos de desecaciéon a 28 °C. Letras distintas significan medias
estadisticamente diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa P =

0.05.
La dinamica de pérdida de peso de los esclerocios se incrementd al

aumentar el tiempo de desecacion a la que se sometié cada tipo de esclerocio

Figura 2.
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Figura 2. Pérdida de peso de diferentes tipos de esclerocios de P. omnivora,
grandes (G), medianos (M), pequefios (P) y albinos (A). Después de ser

sometidos a desecacion durante 5, 15, 30 y 60 minutos a 28 °C.

La figura 3 A-D muestra la relacion entre la pérdida de peso y la
sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora. Los esclerocios grandes figura
3 A son los que menor pérdida de peso experimentaron alrededor de 30% y una

sobrevivencia de 60%. En contraste, los esclerocios albinos perdieron mas peso

que los grandes (~40%) pero su sobrevivencia fue préxima al 80% figura 3 D. Los

esclerocios medianos y luego los pequenos fueron los que menor sobrevivencia
18



alcanzaron con aproximadamente 5 y 20%, respectivamente; para ambos tipos de

esclerocios la pérdida de peso fue alrededor del 40% figura 3 B y C.
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Figura. 3 A-D. Relacion entre la sobrevivencia y pérdida de peso de los diferentes

tipos de esclerocios de P. omnivora, grandes (A), medianos (B), pequefios (C) y

albinos (D). Los esclerocios se desecaron a 28 °C durante 5, 15, 30 y 60 minutos.
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Esclerocios pequeiios.

El analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios pequefnos
que fueron desecados y luego sometidos a los tratamientos (ninguno o testigo),
suelo inundado y adicionado con glucosa (S+G), contacto con NaOCI y suelo a
capacidad de campo (SH) fue altamente significativa tanto para los tratamientos

como para el tiempo y la interacciéon de ambos Cuadro 5

Cuadro 5. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios pequenos

de P. omnivora en funcion del tiempo de su desecacion y tratamientos posteriores

Variables GL CM F P<

Tratamientos 3 2128.84 10.20 <.0001

Tiempo 2 19169.83 91.87 <.0001

Interaccion 6 737.76 3.54 .0075
Cv 3117

La sobrevivencia se vio afectada por cada tratamiento al que fueron
sometidos los esclerocios pequefios, si bien, el tratamiento testigo (ANE) fue
estadisticamente igual al los tratamientos suelo a capacidad de campo (SH) y
suelo adicionado con glucosa (S+G) con una sobrevivencia de entre el 32 y 48%;
en el tratamiento NaOCI la sobrevivencia de los esclerocios fue la mas alta con un

64% y fue estadisticamente distinta al resto de los tratamientos Cuadro 6.
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Cuadro 6. Separacion de medias de la sobrevivencia de los esclerocios chicos de

P. omnivora desecados y posteriormente expuestos a tratamientos

Tratamientos Media T Agrupamiento *
Ninguno 41 bc
Suelo a capacidad de campo 32 c
Suelo adicionado con glucosa 48 b
Solucién de NaOCI 64 a

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de sobrevivencia.
¥ Letras distintas indican medias diferentes segtn la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).

En la Figura 4 se observa como se afectd la sobrevivencia de los
esclerocios pequefios después de que fueron sometieron a desecacion y
posteriores tratamientos; presentandose una menor sobrevivencia de los
esclerocios conforme se incrementa el tiempo de desecacion y posterior

exposicidn a cualquier de los tratamientos.
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Figura 4. Sobrevivencia de los esclerocios pequeios de P. omnivora desecados
hasta 60 minutos y, posteriormente someterse a los tratamientos (Testigo
esclerocios colocados en arena (ANE), suelo a capacidad de campo (SH), suelo
adicionado con glucosa (S+G) y solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI). Letras
distintas significan medias estadisticamente distintas segun la prueba Diferencia

Minima Significativa P < 0.05.
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Esclerocios medianos

En los esclerocios medianos la sobrevivencia presentoé diferencia altamente
significativa tanto en tratamientos y tiempo de desecacién, pero en la interaccion

de las variables anteriores no existié diferencia significativa Cuadro 7.

Cuadro 7 Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios medianos

de P. omnivora en funcion del tiempo de su desecacion y tratamientos posteriores

Variables GL CM F P<

Tratamientos 3 1879.99 16.95 <.0001

Tiempo 2 4021.33 36.26 <.0001

Interaccion 6 190.78 1.72 0.1445
Cv 15.35

Los esclerocios medianos después de desecarse y ser sujetos a los
tratamientos SH y S+G fueron estadisticamente semejantes y su sobrevivencia
fue de 71 y 70% respectivamente, mientras que en el tratamiento con NaOCI se
registr6 51% de sobrevivencia y en el tratamiento testigo (ANE) se tuvo 81% de
sobrevivencia, éste ultimo tratamiento fue estadisticamente superior al resto

Cuadro 8.
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Cuadro 8. Separaciéon de medias de la sobrevivencia de los esclerocios medianos

de P. omnivora desecados y posteriormente expuestos a tratamientos

Tratamientos Media ' Agrupamiento *
Ninguno 81 a

Suelo a capacidad de campo 71 b
Suelo adicionado con glucosa 70 b
Solucién de NaOCI 51 c

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de la pérdida de peso.
*Letras distintas indican medias diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).

La Figura 5, muestra que los esclerocios medianos sometidos a cualquier
tiempo de desecacion y posteriormente colocarse en ANE (testigo) presentaron
mayor sobrevivencia con respecto a los esclerocios sometidos al resto de los
tratamientos. Los esclerocios sometidos a los tratamientos suelo a capacidad de
campo (SH), suelo adicionado con glucosa (S+G) y contacto con hipoclorito de
sodio (NaOClI) tuvieron un comportamiento estadisticamente semejante en
funcidon de la desecacion, excepto en el periodo de desecacion de 60 minutos y
posterior contacto con NaOCI en donde la sobrevivencia registrada fue la menor

(< 20%) Figura 5.

24



100 : :

:I: :| 15 min.
e C

N 801 T ] 30 min.

SR

= 601 H El60 min.

g L4

> 407 e

°

@201

0 T T T 1
ANE SH SHG NaOCl
Tratamientos

Figura 5. Sobrevivencia de los esclerocios medianos de P. omnivora desecados
hasta 60 minutos y, posteriormente someterse a los tratamientos (Testigo
esclerocios colocados en arena (ANE), suelo a capacidad de campo (SH), suelo
adicionado con glucosa (S+G) y solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI). Letras
distintas significan medias estadisticamente distintas segun la prueba Diferencia

Minima Significativa P < 0.05.
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Esclerocios grandes.

El tiempo de desecacion, los tratamientos posteriores y la interaccion de
ambos resultaron estadisticamente significativos para los esclerocios grandes,

como es senalado en el analisis de varianza Cuadro 9.

Cuadro 9. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios grandes

de P. omnivora en funcion del tiempo de su desecacion y tratamientos posteriores

Variables Gl CM F P
Tratamientos 3 2528.10 18.71 <.0001
Tiempo 2 1289.26 9.54 .0005
Interaccion 6 418.79 3.10 .0150
Cv 17.84

La sobrevivencia de los esclerocios grandes se vio afectada por cada
tratamiento (posterior a su desecacion), aunque el tratamiento testigo (ANE) fue
estadisticamente igual al tratamiento suelo a capacidad de campo (SH); los
tratamientos suelo con glucosa (S+G) y contacto con NaOCI fueron
estadisticamente distintos a los mencionados (ANE y SH) pero semejantes entre

si Cuadro 10.
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Cuadro 10. Separacion de medias de la sobrevivencia de los esclerocios grandes

de P. omnivora desecados y posteriormente expuestos a tratamientos

Tratamientos Media T Agrupamiento *
Ninguno 78 a

Suelo a capacidad de campo 77 a

Suelo adicionado con glucosa 55 b
Solucién de NaOCI 50 b

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de la pérdida de peso.
*Letras distintas indican medias diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).

La figura 6, muestra la sobrevivencia de los esclerocios grandes después
de ser sometidos a desecacion y posteriores tratamientos, ahi se indica que en
los tratamientos ANE y SH la sobrevivencia tuvo un comportamiento similar.
Disminuyd la sobrevivencia de los esclerocios en el tratamiento S+G, pero el
tratamiento NaOCI fue el que indujo la menor sobrevivencia de los esclerocios en

los tres tiempos de desecacion.
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Figura 6. Sobrevivencia de los esclerocios grandes de P. omnivora desecados
hasta 60 minutos y, posteriormente someterse a los tratamientos (Testigo
esclerocios colocados en arena (ANE), suelo a capacidad de campo (SH), suelo
adicionado con glucosa (S+G) y solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI). Letras
distintas significan medias estadisticamente distintas segun la prueba Diferencia

Minima Significativa P < 0.05.
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Esclerocios albinos.

El analisis estadistico para la sobrevivencia de los esclerocios albinos
presento diferencia altamente significativa al tiempo de desecacion y tratamientos,

pero no fue significativa a la interaccién Cuadro 11.

Cuadro 11. Analisis de varianza para la sobrevivencia de los esclerocios albinos

de P. omnivora en funcion del tiempo de su desecacion y tratamientos posteriores

Variables Gl CM F P

Tratamientos 3 867.14 7.06 0.0007

Tiempo 2 4165.29 33.91 <.0001

Interaccion 6 204.92 1.67 0.1572
Cv=16.32

Unicamente el tratamiento NaOCI| mostré una sobrevivencia (79%)
estadisticamente superior al resto de los tratamientos (ANE, SH y S+G), éstos

fueron estadisticamente iguales ente si Cuadro 12.
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Cuadro 12. Separacion de medias de la sobrevivencia de los esclerocios albinos

de P. omnivora desecados y expuestos posteriormente a tratamientos

Tratamientos Media T Agrupamiento *
Ninguno 67 b
Suelo a capacidad de campo 66 b
Suelo adicionado con glucosa 59 b
Solucién de NaOCI 80 a

T Media de cuatro repeticiones, expresada como porcentaje de la pérdida de peso.
*Letras distintas indican medias diferentes segun la prueba Diferencia Minima Significativa (P <
0.05).

La figura 7, muestra la sobrevivencia de los esclerocios albinos después
de ser sometidos a la desecacién y posteriores tratamientos, ahi se aprecia que
los tratamientos ANE y SH la sobrevivencia tuvo un comportamiento similar,
disminuyendo en el tratamiento S+G. El tratamiento NaOCI presento un
porcentaje de sobrevivencia superior a los demas tratamientos en todos los

tiempos de desecacion.
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Figura 7. Sobrevivencia de los esclerocios albinos de P. omnivora desecados
hasta 60 minutos y, posteriormente someterse a los tratamientos (Testigo
esclerocios colocados en arena (ANE), suelo a capacidad de campo (SH), suelo
adicionado con glucosa (S+G) y solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI). Letras
distintas significan medias estadisticamente distintas segun la prueba Diferencia

Minima Significativa P < 0.05.
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DISCUSION

Los resultados preliminares a éste trabajo, registraron una pérdida de peso

de los esclerocios desecados entre dos a seis horas de ~ 50%, respectivamente,

bajo estas condiciones los esclerocios no lograron sobrevivir a partir de las dos
horas.

La desecacion de los esclerocios de P. omnivora fue distinta de acuerdo al
peso inicial y tipo de esclerocio. Los esclerocios de mayor peso inicial perdieron
proporcionalmente menos peso que los esclerocios de peso medio o bajo. Plantas
de maiz (Zea mays L.) y soya (Glycine max L.) que fueron mantenidas en
macetas de 2.3, 4.1, 9.1 y 16.2 litros lograron desecar (por efecto de
transpiracion) el suelo (Ray y Sinclair, 1998) de manera analoga a la observada
para los esclerocios de P. omnivora. Es decir, los esclerocios grandes como las
macetas de mayor tamano tardaron mas tiempo en perder peso - humedad

(vaciarse) que las macetas o esclerocios de menor peso inicial.

Sin embargo, la pérdida neta de peso de los esclerocios de P. omnivora fue
mayor en los esclerocios grandes, luego en los medianos y finalmente en los
pequefos (Cuadro 1), ello sugiere que los esclerocios asemejan depdsitos de
tamano distinto que pierden peso (por desecacion humedad) de acuerdo a su

capacidad, es decir, a mayor tamafio mas pérdida de peso.

Los esclerocios albinos se asemejan a los esclerocios medianos en cuanto
a su pérdida de peso neta y al la proporcion de peso perdido Cuadros 2y 4, ello,

tal vez, debido a que este tipo de esclerocios fue seleccionado de tamafio medio.
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Hongos que producen esclerocios o microesclerocios como Macrophomina
phaseolina (tassi), Sclerotinia minor Jagger, Sclerotium rolfsii Sacc, Verticilluim
dahliae Klebs, toleran la desecacion desde horas a semanas (Cardona, 2006;
Dow et al., 1988; Hawke y Lazarovits,1994; McLean, 2005; Olaya et al., 1996;
Punja y Grogan, 1981). Por el contrario, en este trabajo, se observdé que los
esclerocios de P. omnivora empiezan a disminuir su sobrevivencia al desecarse a

partir de 15 minutos.

Conforme se incrementd el tiempo de desecacion de los esclerocios su
sobrevivencia decrecid, si bien, la sobrevivencia de los esclerocios grandes fue
mayor a la de los esclerocios medianos y pequeinos. Sin embargo, contrario a lo
esperado, los esclerocios que perdieron menor sobrevivencia fueron los albinos
(Figura 1). La relacion entre la pérdida de peso y sobrevivencia de los esclerocios
(Figura 2) muestra que a partir del 30% de la pérdida de peso la sobrevivencia
disminuye en por lo menos 50%, excepto para los esclerocios albinos en donde
aun después de perder hasta 40% de su peso su sobrevivencia fue alrededor del

80%.

Los esclerocios de P. omnivora, asi como otros hongos con esclerocios al

perder peso (humedad) disminuyen su sobrevivencia (Coley-Smith, 1979).

Las melaninas son pigmentos que tienen multiples funciones que protegen
a los hongos, entre ellas, impiden su desecacion, proteccion contra radiacion uv e

incluso puede tener efecto antimicrobiano (Bell y Wheeler, 1986; Fogarty y Tobin
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1996). El caracter albino de los esclerocios favorecio la pérdida de su peso al
desecarse, pero también la mayor sobrevivencia si los comparamos con el resto
de los esclerocios (Figura 3). Los esclerocios albinos que fueron desecados vy
posteriormente se colocaron en las cajas con arena para determinar su
sobrevivencia, en pocos minutos adquirieron pigmentacion. Lo mismo ocurrié
cuando los esclerocios albinos desecados que fueron extraidos de los suelos
adicionado con glucosa o a capacidad de campo y posteriormente puestos en la
arena para que germinaran. La mayor sobrevivencia de los esclerocios albinos
podria explicarse a la posible formacion de melaninas (adquieren pigmentacion)

justo al momento de colocarse en arena para que germinaran.

La posible formacién de melaninas de los esclerocios albinos también
podria explicar su mayor sobrevivencia (en comparacion con los otros tipos de
esclerocios) después de desecarse y ser expuestos a solucion de NaOCI Figuras

4arv).

Las diferencias en sobrevivencia de los esclerocios grandes, medianos y
pequefos sujetos a ningun tratamiento (Figural) comparada con los esclerocios
similares (Figuras 4 ANE, 5 ANE y 6 ANE) puede deberse a la diferencia de peso
inicial de los esclerocios. Por ejemplo, el peso inicial de los esclerocios grandes
desecados 60 minutos tuvieron un peso promedio de 229 mg y una sobrevivencia
de 62% (Figura 1), mientras que esclerocios evaluados en condiciones similares
pero cuyo peso inicial promedio fue de 257 mg su sobrevivencia fue de 92%
(Figura 6). Estos resultados sugieren que el peso inicial de los esclerocios es

determinante para su posterior capacidad de desecacidén y sobrevivencia, aun
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entre esclerocios de tamafno similar. Esta idea es apoyada por los resultados
mostrados en la Figura 3, en donde se observa la relacion entre la pérdida de

peso de los esclerocios y la disminucion de su sobrevivencia.

En el tratamiento aplicado suelo adicionado con glucosa (S+G) a los

esclerocios que fueron desecados previamente 60 minutos, la sobrevivencia mas

alta fue para los esclerocios de tamano medio ~70% (Figura 5), luego para los

esclerocios grandes ~30% (Figura 6) y finalmente para los esclerocios pequefos

<3% (Figura 4). Estos resultados no concuerdan con lo esperado, pues se ha
registrado que dosis de glucosa de 2 mg g™ adicionada al suelo inducen casi por
completo la pérdida de sobrevivencia de los esclerocios de P. omnivora
(Samaniego, 1994). Para explicar lo anterior, existen tres posibilidades o la
combinacion de dos o mas de ellas: i) una de ellas es que los esclerocios
desecados sufran algun cambio que les permite tolerar la competencia de los
microorganismos promovidos por la glucosa en el suelo; ii) otra opcion es que el
tiempo de almacenamiento de los esclerocios antes de ser desecados y de
aplicarles los tratamientos, debilite a los esclerocios, es decir, los esclerocios
grandes son mas susceptibles que los medianos debido a que los primeros fueron
almacenados mas tiempo antes de desecarse y aplicarles el tratamiento suelo
(arena) + glucosa; iii) la arena utilizada en donde se adicioné la glucosa estuvo
desecada y almacenada por lo menos tres meses a temperaturas que oscilaron
delos 25 alos 30 °C .

Después de cosechar los esclerocios fueron almacenados en agua

destilada a 10 °C, y el orden en que se evaluaron los esclerocios en los distintos
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tratamientos fue: pequefos, medianos, grandes y albinos (ver materiales vy
métodos); a menudo después de algunas semanas los esclerocios excretan en el
agua un pigmento, posiblemente melaninas. La posible excrecion de melaninas
pudiese ser una consecuencia de un estrés (temperatura de almacenamiento). Tal
vez, una fuerte excrecion de melaninas de los esclerocios antes de colocarse en
arena o ser colocados en arena + glucosa induzca que los esclerocios pierdan
sobrevivencia. Esclerocios de P. omnivora sometidos a amoniaco anhidro
posteriormente excretaron en el medio una gran cantidad de pigmento (tal vez

melaninas) Rush y Lyda, (1982).

Conforme se incrementa el tiempo de almacenamiento de los suelos,
pueden perder propiedades biolégicas, particularmente desaparecen
microorganismos, ello trae como consecuencia la falta de capacidad del suelo
para degradar pesticidas (Pesaro et al., 2004). La arena (adicionada con glucosa)
usada en este trabajo pudo haber cambiado su composicién microbiana por
efecto del almacenamiento mencionado, lo que a su vez, permitid una

sobrevivencia elevada de los esclerocios (Figuras 5 a 7).

La aplicacibn o combinacién de la inundacién y adicion de glucosa,
carbohidrato solubles o residuos frescos de cultivos en suelo induce importantes
cambios fisicoquimicos y biolégicos, como el incremento de la actividad
microbiana o metabdlica (Alden et al.,, 2001); el consumo de oxigeno y
decrecimiento del potencial oxido — reduccién (Alexander, 1980; Ponnamperuma,
1972). El efecto de la inundacién es la disminucion del potencial oxido —

reduccion, lo que puede inducir el decrecimiento de la sobrevivencia de hongos
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fitopatdgenos que habitan el suelo y atacan raices (Blok et al., 2000 y 2004;
Bonanomi et al.,, 2007; Crowe y Debons, 1992; Joshi, 1988; Hyakumachi y
Lockwood, 1989; Menzies, 1962; Pullman y DeVay, 1982; Samaniego, 1991,
1992; Samaniego y Rivera, 1992; Stover, 1955; Taubenhaus et al., 1931; Watson,

1964; White y Kenerley, 1986).

Muchos métodos de control de la pudricidon texana se han implementado,
desde la rotacién de cultivos (Rush, 1989), aplicacion de fungicidas y fumigantes
(Lyda y Burnett, 1970; Rush, 1982 y 1984; Whitson e Hine, 1986) y manejo como
el subsoleo (Rush, 1984). Los resultados obtenidos aqui explican en parte por que
el subsoleo resultdé ser un método mas eficiente que la aplicaciéon del amoniaco
anhidro, puesto que los esclerocios y micelio podrian quedar expuestos a la
intemperie y desecarse. Se recomienda el método Arizona como un tratamiento
para restablecer frutales en sitios en donde previamente murieron por causa de la
pudricion texana (Herrera y Samaniego, 2002). La desecacion del suelo podria
ser un método barato tan eficaz como el tratamiento Arizona para erradicar la

pudricidon texana en el suelo que se pueda tratar.

Tanto los esclerocios como el micelio de P. omnivora no germinan o crecen
respectivamente en potencial osmaético entre 1000 a 1500 - KPa (Stapper, et al.,
1984); tampoco el micelio sobrevive a bajos niveles de humedad en el suelo
(Wheeler e Hine, 1972). Por tanto, los esclerocios y micelio de P. omnivora
parecen ser muy susceptibles a bajos niveles de humedad en el suelo (Kenerley y

Jeger, 1990) y sobretodo a la desecacion como se determinado en esta tesis.
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CONCLUSIONES

La proporcion de pérdida de peso de los esclerocios a través del tiempo
disminuye de acuerdo al orden siguiente chico, mediano y grande, aunque los
esclerocios albinos desecados perdieron peso de manera semejante a los

medianos.

En contraste, en orden decreciente, el mayor peso perdido de los esclerocios
desecados fue; grande, mediano y chico, mientras que los albinos perdieron

peso como los medianos.

La sobrevivencia de los esclerocios desecados decrecié en el siguiente orden:

albinos, grandes, medianos y chicos.

Se correlaciono la pérdida de peso de los esclerocios desecados contra su
sobrevivencia con R? de 0,81, 0.87, 0,78 y 0.66 para los esclerocios grandes,

medianos, pequefos y albinos, respectivamente.

Después de desecar 60 minutos a los esclerocios grandes, medianos, chicos y
albinos en promedio perdieron 40, 85, 70 y 20% de su sobrevivencia,

respectivamente.

Los esclerocios desecados entre 15 a 60 minutos, y posteriormente sometidos
a tratamientos (ninguno, inmerso en NaOCI, enterrados dos semanas en suelo
a capacidad de campo y enterrados en suelo inundado adicionado con 2 mg g
' de glucosa) su sobrevivencia disminuy6 conforme se incrementd el tiempo
previo de desecacion, aunque cada tipo de esclerocio varidé su sobrevivencia

de acuerdo a cada tratamiento.
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