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INTRODUCCION

El 90% de 1a dieta humana lo constituyen las plantas
cultivadas, las cuales se ven severamente afectadas por-
factores bifdticos y abiéticos, encontrindoese entre los -
primeros principalmente a los insectos y a 19s hongos --
(96), las enfermedades fitopatol8gicas causan pérdidas -

en los cultivos al destruirlos parcial o totalmente.

Entre los microorganismos causantes de estas enferme

dades sobresale por su gran importancia el Phymatrotrichum

omnivorum, ya que ataca a mas de 2,000 especies de plantas

dicotileddneas cultivadas y silvestres, encontridndose en-
tre ellas cultivos degran importancia econdmica como lo -
son el algoddén, la alfalfa, el frijol, la soya y los &rbo

les frutales (6).

Esta enfermedad se encuentra distribuida en el suroes
te de los Estados Unidos de América y el norte de México-
(55) y se considera que la Pudricién Texana causa su prin
cipal dafio en el cultivo del nogal, llegando a ser el fac

tor mias limitante a este cultivo en la Comarca Lagunera-

(13).



El control de esta enfermedad se ha estudiado por --
casi 100 afios (55), encontrdndose productos quimicos sin
téticos con resultados favorables como el Benlate y el -
TBZ (45), también es utilizado el tratamiento Arizona --
(94) que consiste en 1la aplicacidn al suelo de estiércol,
azufre y sulfato de amonio. Estos medios de control tie-
nen un costo muy elevado por lo que 88lo son aplicables a
cultivos altamente remunerativos como los &rboles fruta-
les, La rotacifn de cultivos es una préctica que ha resul

tado poco efectiva (74).

El principal problema al que se enfrenta 14 investiga
ci6én en México, esla falta de un método que asegure la -
muerte de las plantas inbculadas con el hongo, una vez -
que se establezca el método se podran llevar a cabo bio-
ensayos tendientes a controlar esta enfermedad en el la-
boratorio y en el invernadero, utilizando sinté&ticos y -
naturales, resistencia genética de las plantas, control-
biol6gico con bacterias, hongos u otros microorganismos -

que sean pardsitos de P. omnivorum. Esta metodologia permi

tiria trabajar con el hongo bajo condiciones controladas
de humedad, luz, temperatura, pH, nutrientes y evitaria-
el problema del ataque contaminantes en las unidades ex-

perimentales.

El objetivo de esta investigacién es establecer el mé



todo 6ptimo para inducir esta enfermedad en algodén y al
falfa, bajo condiciones controladas y pretende facilitar
los futuros trabajos de investigacidtn que se realizen con
la finalidad de conocer mejor este importante patbgeno,-
sus relaciones bibfticas y abidticas con el medio y las --

formas en que este hongo puede ser controlado con eficien

cia.



LITERATURA REVISADA
Importancia Econdmica

Como se menciond anteriormente, la Pudricidn Texana -
es una de las enfermedades mas destructivas que se presen
tan en los cultivos de plantas dicotiledbéneas (52}, algu-
nos de los cultivos mis dafiados por esta enfermedad son -
el algodén, la alfalfa, frutales (29), en especial el no-

gal (42).

En Texas las dos terceras partes del estado que se -
dedican al cultivo del algodén estidn atacadas por el hon
go, causando pérdidas eétimadas en 60 millones de d6la--
res al afio, en el mismo estado se considera que la pérdi
da ocasionada por el ataque del hongo en el conjunto de-
los distintos cultivos es de 100 millones de dSlares (104,
98), Yy mias de la mitad delos dafios ocurren en la regidn-
de Blackland (65). En zonas cercanas a Temple Texas (44),
se reportan incidencias que llegaron a ser del 74% en --
1959. En campos experimentales cercanos a Meza, Arizona-
tuvieron pérdidas del 100% en 1958 y 1959 (88), y en todo
el estado se calcula conservadoramente que el dafio que -
causa el hongo tiene un valor de 5 millones de dSlares--

(55) .



En el cultivo del algod&fn los dafios se manifestaron-
de la siguiente manera: reduccidn en el rendimiento y ca
lidad de 1a fibra (97,108), y una disminucién de la can-

tidad de aceite que contiene 1la semilla, la cual puede -

ser del 18 al 35% (55).

En el Norte de México se considera que el principal-
dafio que causa esta enfermedad es en el nogal, debido al
alto valor econbmico de estos drboles (42), Castrejbn --
(13), afirma quela Pudricibn Texana es el factor limitan

te mds importante a este cultive en la Comarca Lagunera,
Distribucidén del Patdgeno

Bloss y Streets (55), reportan que el hongo es origi
nario del sureste de los Estados Unidos de América y el-
norte de México, las Areas en donde se encuentra distri-
buido son: Texas, Arixona, Nuevo México, California, Ar-
kansas, Utah, Nevada, Oklahoma, Lousiana, Sonora, Coahui

la, Chihuahua, Baja California Norte, Sinaloa, Nuevo Lebn,

Durango, Tamaulipas.

Perches (42) menciona que el hongo se encuentra en el
Bajio. Castro y Rodriguez (13) reportan el hongo en Queré&

taro, Aguascalientes, Zacatecas, Jalisco, Colima y Michoa



can.

Streets y Bloss (55), mencionan que el hongo se ha--

reportado en el Campo Experimental de Iguala, Guerrero.

Hospederas.

Altamente Susceptibles.-

Streets y Bloss (55), reportan la siguiente lista de
plantas hospederas clasificadas como altamente suscepti-

bles:

De la familia Composifae: Chrisanthemum maximum Ram.

Familia Convulvulaceae: Ipomoea batata L.

Fam. Chenopodiceae: Beta wvulgaris L.

Fam. Ebanaceae: Diospyros kaki L.

Persea gratissima Gaertn.

Fam. Laureaceae:

Acacia nerifolia Cunn.,Glycine

Fam. Leguminoseae:
max Merrill,

Phaseolus vulgaris L.

Hibiscus esculentum L.; Gossypium
barbadense L. Gossypium hirsutum

L.

Medicargo sativa L.:

Fam. Malvaceae:

Ficus carica L.

Fam, Moraceae:

Prunus armeniaca L.; Prunus co-
mmunis L.; Pyrus malus L.; Rosa
multiflora TEunE.

Fam. Rosaceae:




Fam. Rutaceae:
Fam. Solanaceae:
Fam. Ulmaceae:

Fam. Vitaceae:

Suceptibles:

Fam. Cactaceae:
Fam. Compositae:

Fam. Cucurbitaceae:

Fam. Juglandaceae:
Fam. Pedaliaceae:

Fam. Rosaceae:

Fam. Rutaceae:

Fam. Solanaceae:

Restistentes. -

Fam. Amayllidaceae:

Fam. Gramiricae:

Fam. Leguminoseae:

Fam. Liliaceae:

Citrus medica L.

Capsicum frutescens L.

Ulmus americana L.

Vitis vinifera L.

Opuntia spp.

Helianthus annus L.

Citrullus vulgaris Schrad.; Cu- .
cumis melo L.; Cucumis sativus
L.; Cucumis pepo L.

Carya illinoensis Wang.

Sesamum orientale L.

Prunus americana Marsh; Prunus
domestica L.

Citrus medica L.

Lycopersicum esculentum Mill. ;-

Solanum melogena L.; Solanum tu-

berosum L.

Agave americana L.

Avena satival L.; Secalé cereale
L.; Setaria italica L.;Triticum

aestivum L.; Zea mays L.

Acacia farnesiana L. Willd.

Allium cepa L.; A sativum L. As-
parragos officinalis L.




Etiologia del Hongo

Este hongo del suelo presenta durante su desarrollo tres
fases que son la vegetativa, la de esclerocio y la coni-

dial.

Fase vegetativa.-

Durante la fase vegetativa del hongo se producen una
gran cantidad de hifas, las cuales se agrupan alrededor
de una larga hifa central, estas hifas se entrelazan y-
compactan formando lo que se llama un rizomorfo (69). Es
tas estructuras envuelven a la raiz y el hongo prolifera
alrededor del hipocotilo‘produciendo un crecimiento algo
donoso, debajo del cual el peridermo es destruido, el --
hongo continfia penetrando a través de la médula de la ma

dera, obstruyendo los elementos vasculares (56).

Los rizomorfos son visibles a simple vista o con una
lente de aumento, tienen un color blanco cuando son jove
nes y mias tarde se tornan a un color canela (55), si se-
separan de la raiz pueden continuar su crecimiento en un

medio de cultivo artificial (55).

Si se observan al microscopio las hifas del hongo es-



posible notar que son septadas, ramificadas y multi-
nucleadas (55), se pueden observar hifas aciculares con-
ramales en 90 grados, las cuales forman estructuras cru-

ciformes, muy caracteristicas de este hongo. (9,19).

Fase de Esclerocio

Esta fase fué descubierta por King y Loomis en 1929.

(47).

Los esclerocios se forman a partir de los rizomorfos,
las cé&lulas del rizomorfo se dividen, y aumentan considera
blemente detamafio, estos esclerocios son primero blancos,
cambiando al madurar a color café& y negro (47,71), su for
ma es irregular tendiendo a ser esféricos o a tomar la for
ma del espacio en donde fueron formados dentro del suelo-

su tamafio es de 1mm a 1 cm de didmetro.

Presley (64) estudid la germinacidén de los esclero--
cios y encontrd que cada una de las células en el escle-
rocio es capaz de germinar, mientras el esclerocio perma

nezca viable.

Los esclerocios tienen cerca del 37% de su peso seco
formado por glucégenos. Ergle (26) reportd que los escle

rocios contienen un 2.17% lipidos, mientras que Gunaseka



ran y Weber (41), reportan 5.25%.

Los 1lipidos polares estén en un 24.1% del total de -
lipidos del esclerocio. E1 43.4% corresponde a mono, di-
y triglicéridos. E1 10% consiste de esteroles, el 11.16%
son ésteres de esterol y dcidos grasos libres 10.8%. El-
dcido Palmitico fué el dcido graso predominante en los--

lipidos polares de esclerocio (4).

Los esclerctios tienen la funcidén de ser el estado de
resistenciq al medio ambiente del hongo, puede persistir
viable bajo el suelo hasta 12 afios (18), al madurar con-
sisten en un centro de células parenquimatosas, varias -
capas de células de pared gruesa y una capa exterior com

pacta y gruesa.

Los esclerocios se pueden formar sobre las raices de
las plantas, pero es posible obtenerlos a partir de me-
dios de cultivo sintéticos, llegando a medir 3 mm en 5 -
dias. Chavez et al. demostré que se puede estimular su for
maclidén en cultivos puros con luz. Se utilizan en el labo
ratorio como medio de indculo (55) y se pueden obtener -

cultivos puros a partir de ellos.

Fase Conidial.-

Después de periodos de lluvias o de fuertes riegos y



dfas nublosos, se forma el estado conidial del hongo (56),
se presenta como matas de esporas sobre todo en cultivos

que tienen una gran densidad de vegetacifn, estas matas-
pueden tener de un cm a 40 ¢m de didmetro, tienen forma-
irregular pero pueden tener formas circulares, su color-
es blanco cuando estd j6ven ¥y al madurar se torna a co-
lor café, pudiendo tener solo el centro café y los bordes
blancos, su aspecto es algodonoso compacto cuando es blan
¢co y polvoso al madurar, su grosor varia de 4 mm a 2 cm.
Las matas estdn compuestas por una gran cantidad de hifas
ramificadas, las cuales producen esterigmas en las que se

producen las esporas.

Taxonomia.

El agente causal de la Pudricidn Texana fué descrito
por primera vez por Pammel en 1889, pensd que este hongo
era el Ozonium mids tarde Shear concluyd que no era el --

Ozonium auricomum Lk (62), y concluyd que era otra espe-

cie llamdndolo Ozonium amnivorum Shear, mids tarde Duggar

encontrd que las matas de esporas eran como las descritas
por Bonorden en Alemania en 1851 y nombrd al nuevo patd-

geno como Phymatotrichum omnivorum (Shear) Duggar.

Cumley and Goldsmith (17), concluyeron que este hon-

go podria tener relaciones taxondémicas con los Gasteromi



cetos o con algunos miembros de los Ascomicetos.

Duggar (19), afirmdé que debido a la forma en que es-
porula este hongo estd indudablemente relacionado con --

los géneros Phymatotrichum, Botrysporium, Rhinottrichum,-

tec., pero no exhibe todas las caracteristicas de éstos-

géneros, excluyd al hongo del gémero Botrysporium porque

los conididéforos no son erectos y las conidias no se pro

ducen en los esterigmas.

Von Arx {(112), cree que el género Phymatotrichum es-

indistinguible del género Botrytis.

En 1969 Baniecki y.Bloss (7), reportaron un estado -
basidial del hongo producido in vitro, llamaron a este -

estado perfecto Trechispora brinkmanii (Bres) Rogers and

Jackson.

Bloss (9), haciendo estudios comparativos de tres es

pecies de Phymatotrichum llegd a la conclusién de que sd

lo la especie omnivorum produce esclerocios.

Actualmente es necesario reexaminar este género, Du-
ggar (19) afirmd que los esterigmas estidn ausentes y por

lo tanto este hongo pertenece al géneroc Phymatotrichum;-

sin embargo Bloss (9}, encontrd que los esterigmas son--



producidos por las tres especies.

La posicién taxonémica del hongo segfin Roberts y Boo

throyd (68) y seg(in Streets (95 es:

Reino Vegetal

Divisién Eumycota

Clase Deuteromycetes
Orden Moniliales
Género Phymatotrichum

Especie Omnivorum

La posicidén taxdonomica de este hongo atin no ha sido
bien definido, hay autores que dan una posicién taxondémi

ca distinta a la anterior como la dia Stern y Chapa R.G.:

Divisién Eumycetalophyta

Clase Deuteromicetos
Orden Hyphomycetales
Género Phymatotrichum
Especie omnivorum

Este hongo estuvo clasificado entre los Mycelia steri-

lia, como Ozonium omnivorum; Shear en 1925 creyd haber -

encontrado las esporas sexuales y colocd al hongo dentro

del género Hydnum, pero hasta la fecha &sto no ha sido -
comprobado.



Bioquimica y Fisiologia del hongo.

Carbohaidratos. -

Este hongo puede desarrollarse sobre medios hechos a
base de monosaciridos, disaclridos y polisacédridos (22,
39, 58). E1 hongo es capaz de hidrélizar la dextrosa, el
almiddn y la c&lulosa. Gunasekaran (39) observd que el -
almiddén de las raices atacadas por el hongo desaparece -
gran ripidez. Si la planta se poda y se quitan sus frutos
existiendo en el suelo una fertilizacién con grandes cég
tidades de nitr6geno, la planta es capaz de almacenar en
sus raices almidén y se vuelve menos susceptible el ata-
que del hongo (23,24), Una explicacidén de este fendmeno-
son los cambios que suceden en la vizdéspera cuando la -

cantidad de carbohidratos aumenta en la raiz (56).
Nitrégeno. -

Neal et. al. (61), observS qu el crecimiento micelial
fué inhibido en medio 1liquido conteniendo nitrégeno amo-
nical en comparacidén con el crecimiento normal que tuvo-
el hongo cuando el medio 1iquido contenia nitrégeno en -
forma de nitratos. Neal y Collins (60), demostraron que
al afiadir agua amonical en arcilla negra de Houston se -

inhibié la formacién de esclerocios a una concentracién-



de 1025 ppm. Estos resultados fueron interpretados por -
Blank y Talley (58), como sigue: el hongo se inhibido de-
bido al bajo PH que causaron en la arcilla las agua amo-

nicales.

AGn existe discrepancia en la literatura a cerca de-

la forma en que el hongo utiliza el nitr6geno amoniacal.

Nutrici6n de minerales.-

Se ha encontrado que el hongo en cultivo artificial-
se desarrolla mejor afnadiendo al medio sulfato de zinc -
(200 ppm), se observaron efectos benéficos al afadir sul-
fato de fierro y sulfﬁro de manganeso, el sulfato de co-

bre en 200 ppm suprime su crecimiento (71).

Blank (5), determind que los minerales esenciales pa-
ra el crecimiento del hongo son el hierro, el manganeso Yy
el zinc, el cobre es bené&fico a 2 ppm pero inhibitorio a

10 ppm.

PH

El crecimiento del hongo en medio sintético puede lo-

grarse en un rango de pH desde el 3 al 8, notindose un --



crecimiento 6ptimo con un pH de 5; en medio natural, el -

hongo s6lo se desarrolla en suelos alcalinos (40).

Metabolismo. -

Las enzimas que regulan las reacciones de glic6lisis
y de la hexosa monofosfato se han estudiado utilizando glu
cosa con un dtomo de carbén marcado(14C). Gunasekaran (34),

observé qu el hongo libera primero el C-3,4 del 14

CO2 que
el resto de los atomos de carbono. Esto indica que predo-
mina la secuencia glicolitica estindar sobre la del mono-
fosfato hexosa. Se observa ﬁue los carbonos 3 y 4 se 1li-

beran en el CO2 proveniente de la descarboxilacidén del -

dcido piraGvico.

Interaccidén del didxico de carbono, minerales y fuen

te de carbono. -

Gunasekaran (74), observd que de 0.03 a 0.5% de COZ-
es estimulante para el hongo, siendo inhitorio si existe
en el medio de 5.0 a 50% de Co,. Observé una correlacidn
directa entre la velocidad de crecimiento y la concentra-

cién en el substrato de glic6geno y minerales.

Composicidn 1lipida del micelio y los esclerocios.-

Gunasekaran y Weber (41) determinaron que el micelio -



contiene 47.9% de 1ipidos polares y el esclerocio tiene-

sdolo 24.1%.

Los esteroles forman el 10% de los lipidos del escle
rocio mientras que s6lo forman el 3.6 de los lipidos del
micelio. Se encontrdé un 17.5% de.monosacéridos en los es

clerocios mientras que s6lo fué el 1.6% en el micelio.
Enzimas. -

Gunasekaran (39), observd que el hongo es capaz de de

gradar la celulosa en un medio de Oximetilcelulosa que en

uno de celobiosa.

El hongo no pudo degradar el papel filtro mientras que

el Phymatrotichum fumiceola Dring y P.y el P. fungicola Ze

lley si lo hicieron, P. omnivorum fué capaz de sintetizar

la enzima que hidroliza la celulosa natural a cadenas de --
productos de bajo peso molecular, pero no fué capaz de --
hidrolizar cadenas lineares de anhidroglucosa.Esto con- -

cuerda con las observaciones hechas a cerca de que el P.-

fumicola y el P. fungicola son iguales fisiol6gicamente -
pero diferentes morfolégicamente, ademids se confirmé que

el P. omnivorum es diferente de €stos dos hongos tanto --

fisioldgica como morfolbgicamente.



Las enzimas que contribuyen a que la penertacidén del
hongo en las raices se facilite son: la pectinliasa, pec
tinesterasa y el pectatoliasa (113). El sistema proteoli
tico es activado con un pH de 4.5 y requiere de unidn me

tdlica divalente para ser activado (9).

Epifitiologia.-

Propiedades quimicas y Fisicas del suelo.

La composicidén quimica del suelo afecta el crecimien
to y supervivencia deeste hongo, (3,4,99,107,109), se le
encuentra en suelos de arcilla montmorillonitica, calca-
reos y alcalinos, suelos que tienen una gran capacidad de
expansidn (56). E1 pH del suelo estid cerca del 8.2 y el
contenido de materia orgidnica es mayor del 4% en los sue
los virgenes (56), la capacidad de intercambio idnico es
tid sobre los 50 meg/100 gr de suelo y la capacidad de re
tencidén de humedad es aproximadamente de un 45% (48), mu-
cho de este hongo crece en la arcilla negra de Houston -

que tiene capas blancas o amarillentas de piedras sedimen

tarias (59).

Fraps y Fudge (34) observaron la relacidén entre la ba
sicidad del suelo y la frecuencia en que aparece el hongo.

Esta enferemdad también es encontrada en suelos con menos



de 1% de carbonato de calcio.

pH del suelo.-

La existencia de la enfermedad estd fuertemente afec-
tada por el pH (99), la enfermedad es raramente observada
en suelos con un pH menos de 6 (56), Taubenhaus (109), con
cluyé que el hongo ho puede sobrevivir en suelos dcidos.-
Lyda y Burnett (56) encontraron que el hongo no forma es-

clerocios en suelos 4cidos, pero esto puede ser cambiado-
sl se afiade limo a estos suelos. En un suelo de pH 4.77 no

se observaron esclerocios pero si fueron visibles las hi-

fas.

El hongo crece en suelos a4cidos, pero es incapaz de -

formar su estado de resistencia (56).

Gases del Suelo.-

La cantidad de aire que existe en el suelo tiene una
gran influencia sobre el hongo (56) en el reporte de Pa-
mmel se afirmé que la enfermedad ocurre con frecuencia -
en suelos con un drenaje pobre. Shear y Miles (76), afir
maron '""Este organismo crece mejor en donde la aereacién-
del suelo es miAs pobre" y recomendaron un barbecho profun

do como un método para controlar esta enfermedad.



Lyda y Burnett (52), encontraron que en cultivo puro
sobre tierra estéril, el hongo crecfa sobre un substrato
de semillas de sorgo, el hongo.produce bibéxido de carbo-
no el cual se acumula en el suelo y después de dos semanas

el hongo cambia a un estado en que produce esclerocios.

Se cree que el idén bicarbonato juega un papel regula
torio en la induccidén de esclerocios del hongo (42). E1l
CO2 ademis de afectar la formacidn dg rizomorfos se cree
que suprime el crecimiento de hongos saprofiticos compe-

titivos con el P. omnivorum, por 1lo que se obtiene asf -

un medio ambiente favorable para el crecimiento de los -

rizomorfos (56).

Temperatura del suelo.-

Este hongo crece mas ripidamente a una temperatura -
de 28°C. El1 hongo produce esclerocios a temperaturas en-
tre los 15 y 35°C (51,70,71), pero el miaximo rendimiento

de esclerocios se obtiene a los 28°C.

Ezekiel (28), observd que el hongo presiste en luga-
res donde la temperatura no baja de los 23°C y donde la-

temperatura anual en promedio es de 15.6°C o mayor (28).



Sodio en el suelo.

Taubenhaus (89) observé que el cloruro de sodio fué-

efectivo en la inhibicidén del crecimiento del hongo.

Lyda y Kissel (56), observaron que en suelos infecta-
dos con el hongo existfan de 4 a 10 veces menos sodio in
tercambiable en el suelo, en comparacién con suelos no -

infectados.

Cuando el hongo infecta un terreno los esclerosios
de éste se forman en zonas muy localizadas, la explicacidén
que se di para este fenémeno es que en un suelo sbéddico co
mo los formados por arcilla negra de Houston, el sodio se
encuentra en muy diferentes concentraciones que vin desde

las 10 a las 2,000 ppm (56).

Fisiologia de la enfermedad. -
Resistencia Quimica.

El mecanismo exacto de la patogenicidad del hongo per
manece sin aclarar atin. Se cree que existen substancia té

xicas producidas por el hongo. Se han encontrado substan-

cias que inhiben parcialmente el crecimiento del hongo --



en las plantas monocotiledbneas, por lo cual es posible-
que sean resistentes al ataque de este hongo (55) Milbrath
y Gries(57), atribuyen que las rafces mis maduras de mai:z
no pueden ser penetradas por el hongo debido a que tienen
mayor cantidad de sustancias pectolfiticas y pueden deber
su resistencia al ataque del hongo debido a que tienen -
sustancias fen6licas, oxidasas fendlicas y &cido ascérbi-

co.

De citricos se han asilado sustancias lactdonicas, las
cuales presentan caracteristicas inhibitorias del creci-

miento del hongo (55).

Varios alcaloides, como la berberina, tienen efectos-
inhibitorios del desarrollo del hongo, estd sustancia se

obtiene de la Mahonia trifoliata, Fedde (36,37,38). Otros

alcaloides que han resultado también inhibitorios son: -

sanguinarina, protopina, cheleritrina y licorina.

Resistencia biolbégica.

Las monocotileddneas probablemente deben su resisten

cia a la microflora que existe en su rizéfera, ya que es-

ta inhibe el desarrollo del P. omnivorum, se considera -

que el hongo se convertiri en un pardsito eficiente solo



en caso de que la competencia de otros microorganismos -

sea baja.

A partir del hecho de que lasplantas monocotileddneas
si con atacadas por el hongo en condiciones estériles, -
se concluye que existe una importante relacidén entre 1la-
microflora de su riz6fera y su aparente resistencia al -
hongo, pudiendo ser importantes en este aspecto las bac-

terias fluorescentes verde-azules (55).

Sintomatologia.-

El primer sintoma que presenta la planta cuando tie-
ne Pudricidén Texana es un amarillamiento de las hojas -
Y un crecimiento muy lento, las hojas tienen una tempera
tura superior a la normal, lo que se puede detectar en -
lasprimeras hojas de la mafiana, es frecuente observar --

los sintomas a las 6 u 8 semanas de la siembra de las --

plantas.

El siguiente sintoma es 1la marchitez de las hojas, --
las cuales permanecen adheridas a la planta, si la plan-
ta es pequefia la muerte ocurre en pocos dias (7 minimo)-
y si la planta es grande puede morir entre 4 y 5 semanas

después de la aparicidén de los primeros sintomas (6).



Los sintomas en la rafz son un amarillamiento y des-
cortazamiento, siendo evidente la pudricién de ésta. En-

ocasiones se distinguen lesiones rojizas y necrosadas,

las plantas afectadas puedenh arrancarse fiacilmente del

suelo con un leve tirdn.

Control,.

La Pudricién Texana es una de las enfermedades de --
plantas mids dificiles de controlar. El comportamiento --
del hongo en los diferentes cultivos y suelos y su acti-
vidad de afio a otro en el mismo terreno es tan erridtico-

que ha resultado ineficiente su control (55).

Rotacidn de Cultivos.

Se considera que se necesitan por lo menos 4 afios
cuando se hace una rotacidén de cultivos con monocotiledd
neas, sin embargo con 4 afios y mads los resultados han si
do muy variables dependiendo de 1la localidad, el tipo -
de suelo y 1a secuencia de cultivos que ha existido en -
el terreno. En algunos casos con esta rotacién se ha dis
minuido en un 60% las incidencias de la enfermedad en --

cultivos de algodén, en otro caso rotaciones de dos o -

tres afios han sido ineficientes (74).



La cantidad de esclerocios viables que se pueden en
contrar en un terreno no disminuyen a pesar de las rota-
ciones que se hacen con las monocotiledéneas, debido prin
cipalmente a que se puede sobrevivir como rizomorfos en-
raices parcialmente descompuestas, las cuales le sirven-
de alimento, pudiendo asi sobrevivir por varios meses, y
los esclerocios permanecen viables indefinidamente bajo-
el suelo hasta que activades por aireacién, presencia de

nuevas raices y aumento en la humedad del suelo (10).

Intemperizacién y roturacidn.

McNamara, (55), reportd una reduccién en la incidencia
de la enfermedad de un 64 a un 22% después de dejar 1i--
bre de cultivo el terreno por un afio, se cree que esto se
debe a que el suelo se mantiene bajo condiciones anaer6-
bicas, por lo gque los propagulos y rizomoforos no germi-

nan ni crecen.

Se recomienda pasar la rastra sobre el cultivo de al
goddn y sobre las malezas que existen en el terreno tan-
pronto se coseche éste. Ezequiel (30) reporta que hay re
sultados favorables cuando se barbecha y subsolea el sue

1o en el otofio.

Lyle et.al. encontraron un buen método de control sem



brando e incorporando trébol dulce cada tercer afio.

Escape.

Uno de los factores importantes de la reducc¢ién de -
los dafios causados por esta enfermedad, es la utilizacién
de variedades de algoddn que maduren con rapidez, se con
sidera que las variedades tardias de alguddn reducen su-

rendimiento en un 20% a causa del hongo (82).
Incorporacidén de materia orgidnica al suelo.

Se han logrado considerables avances en el control -
de esta enfermedad utilizando distintos cultivos para --
ser incorporados en el suelo (55). King et.al. (47), lo-
gré reducir la enfermedad en un 90% después de incorpo-
rar alfalfa al suelo por 4 afios consecutivos en suelos -
infestados con esta enfermedad en Arizona, se observd -
una reduccidn de la infeccién de lasplantas en el verano
resultando en la existencia de mids plantas en estado de

madurez y un incremento en los rendimientos del 84%.

Control Bioldgico.

Eaton y Rigler (24), determinaron que la microflora-

existente en la rizéfera de las raices es un factor impor



tante en susceptibilidad o resistencia al atque del hon-
go. En los casos en que el algoddn tiene una alfa pobla-
cidén de bacterias fluorescentes, el hongo no ataca a la-
planta, estos investigadores concluyeron que la microflo
ra asociada con las raices de las plantas monocotilidé-

neas es en gran parte responsable de su aparente resis--

tencia.

El control bioldgico de esta enfermedad es uno de --
los métodos mas prometedores, sobretodo cuando se altera
el medio bioldgico del suelo, una de las formas mas efi-
cientes para lograrlo es afiadir materia orginica al sue-
lo, ya que de esta manera Se altera el equilibrio que exis
te en la microflora, aumentando su poblacibén, logrando -
asi que esta mwmicroflora destruya esclerocios y rizomor--
fos, se alimente del sustrato del cual depende el esclero
cio para germinar o crecer, o puede tener esta microflo-
ra un efecto directamente antibibético sobre el hongo (16,

11).

Taubenhauz y Ezekiel (110), comprobaron que el hongo

Trichoderma lignorum resultd antagdénico a P. omnivorum.

Algunas de las especies de hongos pertenecientes al-

género Trichoderma ofrecen posibilidades muy interesan-




tes como medio de control biolfgico, este tipo de control
sobre hongos fitopatSgenos es estudiado logrdndose resul
tados interesantes, Elad et al. (25), reportan que el --

T. harzianum es capaz de destruir el micelio de Sclero--

tium rolfsii y de Rhizoctonia solani, se observé que el-

T, harzianum crece mejor que el S. rolfsii en medio de -

cultivo artificial vy que el micelio de é&éste Gltimo es -

invadido por el T. harzianum al estar bajo condiciones de

crecimiento adversas como niveles altos de pH o bajas --
temperaturas. Se efectuaron experimentos en invernadero-
y se observ6é una incidencia menor de la enfermedad que -

causa el S. rolfsii cuando se inoculd el suelo con T. --

harzianum. En experimentos de campo se obtuvo un aumento

significativo en el rendimiento del frijol.

Harman (43), reporta que el tratamiento de semillas-
de chicharo y de rdbano con conidias de T. hamatum las -

protegid del ataque de Phytium spp y de Rhizoctonia sola-

ni casi casi tan efectivamente como lo haria un fungici-

da sintético.

Liu y Baker reportan que en el campo los propiagulos-

de Rhizoctonia solani son destruidos y reducidos en gran

cantidad al aumentar la poblacién de T. harzianum en el-

suelo.



En pruebas de laboratorio realizadas por el autor de
esta tesis (datos no publicados), seobservd que el Tri--

choderma viride crece con mayor rapidez que el Phymatotri-

chum omnivorum en medio de cultivo de papa dextrosa agar,

en los casos en que se cultivaron ambos hongos en una --

misma caja petri el T. viride (=lignorum) resulté antagd

nico al desarrollo de P. omnivorum. En pruebas de labora-

torio efectuadas con la finalidad de inducir 1la marchi--
tez permanente en plantas de alfalfa y algodén, inocula-

do P. omnivorum en la tierra, se observdé que cuando el-

T. viridae contaminaba esta tierra las plantas permane-
cian vivas atin después de haber concluido el experimento,
mientras que el resto de lasplantas si presentaban la -
marchitez. Las plantas que se desarrollaron en la tierra
que contenia ambos hongos no mostraban dafio aparente cau
sado por los hongos después de tres semanas en que se --

mantuvieron bajo observacién.

Chet y Baker (15) mencionan como un agente de control

biolégico al Trichoderma viride.

Wright, J.M. reporta que el T. viride produce un an
tibidético (gliotoxina), que tiene la capacidad de elimi-
nar la microflora y microfauna y de aumentar la disponi-

bilidad de compuestos nitrogenados y de carbono.



Los efectos antibiéticos de la microflora fueron re-
portados por Whaley y Boyle (114), examinaron la microflo
ra de plantas desérticas resistentes y encontraron 10 es

pecies de Streptomyces con efectos tbéxicos hacia el hon-

go, 6 de estas especies producen candicidina, un antibid
tico poliénico efectivo para restringir el crecimiento -
del hongo. Cuatro especies produjeron varios heptanos o-
mezclas de candicidina con cicloheximidas, los cuales --
son fuertemente tdéxicos al hongo in vitro. La exploracidn
tendiente a mantener altas poblaciones de microflora com
petitiva y antibiética al hongo, ofrece una real promesa

en el progreso del control de la Pudricidén Texana (55).

Fertilizantes y substancias inorganicas:

La observacidén de que la Pudricién Texana es menos -
severa en plantas creciendo en suelos adcidos de alta fer
tilidad, sugirid que la alteracién del pH del suelo y su
fertilidad deben ser factores benéficos para lograr el -

control de la enfermedad (99, 102).

La eficiencia de los fertilizantes comerciales como-
medio de control varia mucho dependiendo del tipo de sue
lo (33,34,66), resultados mds prometedores se han obteni
de en suelos arenosos. La enfermedad se ha logrado dismi

nuir aplicando fertilizantes que contienen distintas for



mas de nitrbégeno, este efecto parece deberse al incremen
to en el vigor de las plantas. Las sales de amonio tam--
bién resultaron estimulantes a las raices y presentan --
efectos t6éxicos al hongo. La sal que ha resultado mis efi

¢iente es el sulfato de amonio (77,78,80,81,82, 83, 85, 87).

Streets y Blinkerhoff (90,91,92,93), emplearon gran-
des cantidades de sulfato de amonio, 4,000 1b/acre en com
binacién con azufre y materia orginica logrando un con-
trol efectivo en drboles frutales, ornamentales y hogales
en Arizona. El1 tratamiento es efectivo por un afio cuando
es aplicado a d4rboles que presentan los primeros sintomas
y antes de que las raices sean.completamente invadidas por
el hongo. El1 azufre aplicado como inico tratamiento sé6lo-
resultd efectivo como una barrera quimica, impidiendo 1la

dispersidon de la enfermedad (102,105,115).

Plantas y productos quimicos utilizados como barreras.

Incorporando plantas no susceptibles al hongo en el -
suelo se han utilizado como barreras para evitar que la -
enfermedad continfie extendiéndose (86), se emplean culti
vos como el sorgo y el maiz, dos o tres sSurcos con SoOrgo
han impedido que el hongo invada campos por espacio de 5

afios o mas (105).



Para evitar que el hongo se extienda en el suelo se
han utilizado productos quimicos como aceite crudo, lig-
nita, azufre, clorato de calcio, etc. La aplicacibn de -
8,000 gal de aceite crudo por acre en suelos de Texas re
dujo la incidencia de la enfermedad de un 14% a un 2% --

(55).

Ezekiel (105), construy6 barreras con azufre que per

mitieron sobrevivir a las plantas del ataque del hongo -

por 7 afos.

Fungicidas y Fumigantes.

El primer obsticulo que se presenta en el control de
este hongo por medio de productos quimicos es la coloca-
cidén de éstos en el suelo, ya que tiene que ser a una pro
fundidad suficiente pero sin que deje de ser econdmica la
aplicacién (55). Los esclerocios y rizomorfos se pueden -
encontrar a una profundidad de casi 4 metros sobre las -
raices de drboles (55). Los productos que han tenido cfec
tos directos o que han reducido el crecimiento del hongo
o evitado la germinacién de los esclerocios son: hidréxi
do de amonio al 6%, formaldehido al 4%, sulfato de alumi
nio, &cido bérico, cloratos de sodio, boro y calcio, clo
ruro de mercurio, disulfuro de carbono, cloroformo, ben-

ceno, xileno, etc. (27,31,32). A pesar de ser una lista-



muy grande ninguno es considerado como un fungicida efi

ciente.

Ultimamente nuevos fungicidas, como son la 8 - hidroxi
quinolina y los benzimidazoles, han probado ser altamente
efectivos en su capacidad para reducir el crecimiento del
hongo, los cuales han sido aplicados principalmente en -
drboles. Hine et. at. (45) en Arizona reportd que el Ben
late (butilcarbamoil -2- benzimidazol dcido carbamico) y
el TBZ (2-4-tiazolil benzimidazolm) son altamente fungis
titicos contra el hongo en el suelo y en agar a una con-

centracidén de 1 a 5 ppm.

Hubo suficiente efecto residual del Benlate, aplica-
do de 10 a 100 ppm en el suelo, ya que se evitd el creci

miento del hongo durante 4 meses (45).

Los hidrocarburos clorados han mostrado efectos re-
siduales y han ayudado a la planta a incrementar su vi--
gor después de su aplicacidén (89). E1 fumigante 1,3-diclo
ropropeno de 25 a 50 galones/acre fué inyectado a una pro
fundidad de 8 pulgadas en el suelo y did buen control en
Nevada y en México. Se han utilizado con buenos resulta-
dos el dicloropropeno, la cloropicrina, Vapam, éste lti
mo utilizado como fumigante al momento de efectuar replan

tes de nogal (46).



El bromuro de metilo a sido GGtil para fumigar cuando

algin 4rbol ha sido eliminado por la enfermedad (55).

Tratando de eliminar la enfermedad se han inundado -
terrenos en Texas y Arizona por un periodo de 6 meses, -
sin embargo los esclerocios no murieron, por lo que no -

se recomienda este método (55).

Variedades resistentes.

La obtencidn de resistencia genéticéQha resultado --
muy dificil de obtener debido a que el hongo es capaz de
atacar a las plantas a pesar.de sus diferencias fisiold-

gicas (-5).

En algodén se ha obtenido un é&xito muy reducido (35).
Actualmente las selecciones en los hibridos de 1la F2 de-
Hopi X Sudan en algoddén son las mis prometedoras (35). -
Tambi&n resultan interesantes las selecciones hechas en-
algoddn Pima en Arizona y el algoddén hexaploide de proba
do por Muramoto en Arizona (55), Estas plantas han mostra

do mids que resistencia genética escape del hongo.

Se ha logrado un avance significativo en el control-

de la enfermedad en citricos en el suroeste de los Esta-



dos Unidos de América utilizando patrones resistentes -

como el Citrus aurantium L., el cual se emplea en el 95%

de los adrboles que se cultivan en Arizona (55).

Para vid se han reportado varias variedades resisten
tes al hongo como la Champanel, Dog Ringe, Margarite, --
Black Spanish, Mustang, etc. (59). Se considera cue se -
pueden efectuar selecciones de variedades silvestres de-

Vitis vinifera L. ya que son altamente resistentes como -

la Planch y V. longi Price (55).

Para sembrar cortinas rompevientos con arboles resis
tentes a la enfermedad las especies que se recomiendan -

son: Platanus occidentales L., Juniperus virginiana L. -

Thuja orientalis L., Bumelia lanuginosa (michx) Pers. y

Tamarix gallica L.

Cuarentenas.

Como método de prevencidn, en los Estados Unidos de-
América se han impuesto algunas regulaciones para evitar
el movimiento de tierra y plantas que puedan llevar el -

hongo en la raiz (55).

Las plantas que provienen de zonas infectadas con el



“hongo pasan por un periodo de cuarentena, se analizan las
raices para observar si existen rizomorfos, se utilizan -
plantas de crecimiento rfpido y que sean altamente suscep
tibles al hongo para deterctar su presencia, como la okra

(Hibiscus esculentus L.) y la higuerilla (Ricinus communis

L.) (55).

Método Arizona.

Un método de combate que incluye varias de las précti
cas antes citadas es el Tratamiento Arizona (55), el cual
es muy utilizado debido a que a dado buenos resultados -
en drboles y arbustos que se encuentran en estado avanza
do de ataque.”Este método consiste en la aplicacidn de -
la cantidad suficiente de nitrato de amonio para contro-
lar la enfermedad, pero sin dafiar las raices, se aplican-
fertilizantes suficientes para estimular el crecimiento-
de 1a raiz aflojando el suelo alrededor del arbol fuera -
de la zona de goteo, se coloca un a capa de 6 cm de gro--
sor de estiércol y sobre ésta capa se coloca otra de sul-
fato de amonio y sobre &sta una de azufre, después se i-
nunda el suelo con una capa de agua de 7.6 cm y si el ar
bol se estid defoliando o tiene sintomas demarchitez se po

da la mitad de su follaje.



Métodos Experimentales.
Obtencidn de esclerocios en el Laboratorio.

Dunlap (21) desarrollé un mé&todo para la obtencibn de
esclerocios en el laboratorio, los cuales fueron utiliza-

dos para inocular plantas de algoddn con el hongo.

Con el método desarrollado se pueden obtener 5 & mias
gramos de esclerocios utilizando un matraz de Erlenmeyer
de 250 ml, en este matraz se colocan 100 gramos de arci-
1lla negra deHouston secada al aire, se afiaden 30 ml de -
agua y sobre la tierra se colocan 5 gr de granos de sor-
go, el matraz se tapa con algodén, se esteriliza a 1.1--
Kg/cm2 durante una hora, después de que se haya enfriado,
se inocula con el hongo, esto se puede hacer con un tro-
zo de agar que tenga un cultivo puro del hongo de una se
mana de edad, este medio de cultivo puede ser de papa dex
trosa agar. Otra fuente de indéculo puede ser un esclero-

cio proveniente de un cultivo puro.

Los frascos inoculados se mantuvieron a temperatura-
ambiente y después de seis dias se observaron rizomorfos
blancos creciendo sobre la tierra, mas tarde estos rizo-

morfos se engrosaron y formaron esclerocios, también se



formaron bajo la superficie de la tierra del matraz, la-
miaxima cantidad de esclerocio se obtuvo en matraces en -

que se desarrollé el hongo durante 5 6 6 seéemanas.

Inoculacidén de Plantas de algoddén con P. omnivorum

bajo condiciones de invernadero y de campo.

El in6culo utilizado por Taubenhaus (100), en estos-
experimentos consistio de raices provenientes de plantas-
de algoddn con poco tiempo de haber muerto por la Pudri-

cidén Texana, las raices completamente muertas no resulta

ron efectivas como inéculo.

En el campo el indculo se coloca en una perforacidn-
hecha en el suelo a una distancia de 3 cm del tallo de -
la plabta, el indculo se cubre y presiona con tierra. La
profundidad de la perforacidn es de 2 a 5 cm, se requiere
que el suelo tenga una humedad alta, 1los sintomas de mar
chitez comienzan a aparecer entre los 19 y 14 dias, des-
pués de 3 6 4 semanas mueren entre el 40 y el 80% de las
plantas, el resto de las plantas muere en ocaciones des-

pués de 2 meses de haber sido inoculadas.

En inoculaciones realizadas en invernadero se requie

ren cantidades mucho mayores de inéculo y una humedad muy



Dunlap (20), utiliz6 en esta investigacién plantas de
algoddédn de la variedad Rogers' Acala, se sembraron en re
cipientes de 11 litros de capacidad, en arena de rtio la-
vada con adiciones diarias de un litro de una solucidn -
nutritiva de la siguiente concentracién: N - 100 ppm; P-
30 ppm; K - 40 ppm; Mg - 10 ppm; Ca - 10 ppﬁ; B - 1 ppm;
Estos elementos se seuministraron como NH4NO3, KH2P04,

MgSO4, Ca(NOS) y H,BO la solucibén nutritiva se ajustd

2 37°3°
a un pH de 5.8 con 4cido sulfarico, cuando se requeria -
se afiadid agua de pH 8, se mantuvieron en condiciones de

invernadero en donde la temperatura de la arena varid de

26 a 34°C.

Las plantas se inocularon con el hongo despué&s de tres
meses de crecimiento, el procedimiento de inoculacidn fué
el siguiente: se colocdé una pequefia masa de tierra e ind
culo alrededor del tallo de la planta a la altura de la -
superficie de arena, para lograr esto primeroc se removid
la arena junto al tallo, dejando expuestas al aire las -
primeras raices laterales, en la de presidn que quedd en
la arena se coloca arcilla negra de Houston no esteril -
formando un anillo de 2 cm de profundidad y 5 cm de dia-
metro, sobre esta capa de tierra se colocaron varios es-
clerocios cerca del tallo, aigunas semillas estériles de

algodén, después se colocd otra capa de arcilla sobre --



los esclerocios, dejando un monticulo de 6 a 8 cm de altu

ra.

El 91% de las plantas tratadas en esta forma presenta
ron sintomas de marchitez permanente a los 21 dias de 1la
inoculacidn, pero en promedio las plantas requirieron --
14.5 dias para mostrar esta marchitez. Los primeros sin-
tomas en algunos cascs aparecieron entre los 8 y 10 diag

a partir de 1la inoculacidn.

Inoculacidén de plantas de algoddn con esclerocios de

P. omnivorum.

Lyda y Burnett (49) utilizaron en estas pruebas arci
lla negra de Houston (HBC), colocaron 2 Kg de esta tie--
rra en recipientes metilicos galvanizados de 4.5 x 5 x 7
pulgadas de profundidad, la tierra se ajustd a una hume-
dad de 35% y los recipientes se colocaron en un tanque -

con agua a 28°C.

Se utilizaron de 125 a 625 esclerocios por Kg de tie

rra, los cuales fueron mezclados homogéneamente en el HBC,

Lasplantas comenzaron a morir después de tres semanas
de haber sido sembradas e inoculadas, muriendo el 100% de

ellas en 68 dias.



Inoculacidn de plantas de algoddn con el hongo

en medio liquido y en arena.

Leta Henderson utilizdé tubos de ensayo de 1.2 cm de-
didmetro por 20 cm de altura, se colocaron 40 cc de una-
solucibn nutritiva preparada de la siguiente manera: (Da
tos expresados en molaridad), .003%4 m CaClz; .00263 m -

MgSO .00005 m FeSO -00255 m KH,PO .0000S5 de citra

4
.00709 m KNO

4° 4’

to de potasio; .000079 m KZHPO y .00039-

4% 3

m (NH4)2 SO se afiade un 4% de dextrosa, el ph final es

4
de 5.1 a 5.3.

El tubo con la sustancia nutritiva se esteriliza en
autoclave durante 30 minutos, el indculo utilizado es un
cubo de 5 mm de un cultivo puro del hongo en agar. Este-
indculo se coloca en la superficie del 1liquido nutritivo
y se deja desarrollar por tres dias, después se coloca -
una semilla de algoddn con una radicula de 2 cm, la cual
se coloca en la perforacidn central efectuada en un cor-
cho estéril, este corcho se deposita sobre el 1iquido pa
ra mantenerlo en flotacidén con la semilla de algoddn en-

proceso de germinacidn.

Los tubos se colocan en un bafio de agua a 30°C. Se -

recomienda que la luz que reciban sea solar.



Las plantas mueren entre el octavo y el décimo dia -
después de colocarlas en los tubos, ademds se presenta -
el fendmeno de achaparramiento de la planta, se presenta
ron problemas en los casos en donde el in6culo cayé al -
fondo del tubo, y la planta nd resultd infectada, también
se presentaron problemas por microorganismos contaminan-
tes introducidos al momento de colocar las semillas den-

tro del tubo.

Para realizar el experimento en medio sdlido, se uti-
1lizé arena silica, 50 gr por tubo, se esterlizaron duran
te dos horas, se afiadieron 20 cc de la sustancia nutri-
tiva, se inocularon y se permitid que el hongo se desa-
rrollara por tres dias, se colocaron 10 cc de arena esté
ril seca a cada tubo y sobre esta capa de arena se colo-
c6é la semilla de algoddn, enterrando la radicula en la -
arena, se anadidé suficiente liquido nutritivo para mojar

los 10 cc de arena seca colocados anteriormente.

La marchitez se presentd entre los 8 y 15 dias, ade-
mis se observd que el hongo cultivado durante 8 meses en
medios sintéticos causaba la muerte delas plantas en 14
dias, en comparacidén con los cultivos nuevos, obtenidos
a partir de plantas enfermas de Pudricidén Texana, los -
cuales lograban causar la muerte de las plantas entre 8

y 10 dias.



Inoculacidn del hongo utilizando semillas de sorgo

infectadas con micelio.

Chédvez, McIntosh y Boyle (14) utilizaron tierra fran
co arcillosa y arena, semillas de algodén de la variedad
Pine, recipientes de vidrio de 1 1t de capacidad, la me-
todologia utilizada fué la siguiente: Se colocbH en algu-
nos frascos y arcilla en otros, los frascos se esteriliza
ron, se sembraron las semillas de algodén y al tener las
plantas 4 hojas se intfodujeron en la tierra 2 semillas-
dos semillas de sorgo infectadas con el micelio del hon-
go a una profundidad de 7 cm los frascos se mantuvieron-
a una temperatura de 28°C en bafio maria. Las pruebas con

cluyeron a los 20 dias muriendo el 100 % de las plantas.

Debido a la falta de equipo apropiado, las personas-
que han trabajado con este hongo en este Instituto, no -
pudieron definir los efectos que tuvieron los fungicidas
y extractos vegetales que probaron, siendo el principal-
problema la inconsistencia o la falta total que hubo en
la aparicidn de los sintomas de esta enfermedad en las -
plantas. En base a las recomendaciones que dan las perso
nas que han estudiado este hongo, se comenzaron a hacer-
pruebas con el objetivo de definir las razones por las -

cuales no se ha logrado inducir esta enfermedad en plan-



gas en el laboratorio, conociendo estas causas se pueden
corregir los errores y buscar un método que se adapte a -
las condiciones de equipo existente en México y poder asi
asegurar la aparicién de los sintomas de esta enfermedad

en plantas bajo condiciones controladas.



MATERIAL Y METODOS

Introduccidn

Estd investigacidon se llevd a cabo en el laboratorio
de Nematologia y Fitopatologia, en el edificio de Gradua
dos en Agricultura que se encuentra en el Instituto Tec-

noldgico y de Estudios Superiores de Monterrey.

La metodologia llevada a cabo en estos experimentos-
se basd principalmente en los trabajos que desarrolld --
Chavez (14) en 1967, quien realizd pruebas con la finali

dad de infectar plantas de algoddn con P. omnivorum ba-

jo dondiciones de invernadero, a temperatura de 28°C y en
bafio maria empleando plantas de algoddn en tierra coloca
da en recipientes de vidrio e inoculadas con semillas de

sorgo infectadas con el micelio del hongo.

Se efectuaron tratamientos en donde se observd la in
fluencia de la cantidad de tierra utilizada,del tipo de-
recipiente, de la posicidén y cantidad de materia organi-
ca estéril (granos de sorgo) empleada como substrato del
hongo, de la arcilla negra de Houston (HBC) y de la tie-

rra de Nuevo Ledn.

Todas las pruebas se realizaron con plantulas de al-



falfa y algod6n inoculandolas al momento dela siembra con
una semilla de sorgo o de mafiz infectadas con el micelio-

del hongo.

En estas pruebas se modific8 el método que recomien-
da Chédvez ya que para obtener buenos resultados no fué& -
necesdrio utilizar el bafio marfa, recipientes de vidrio
de un litro, plantas de algod6n con 4 hojas, granos de sor
go infectados con el micelio del hongo como fuente iné-
culo, introducir el in6culo a la tierra, tierra franco -

arcillosa del Estado de Arizona, ni arena.

Debido a que no se contf con el equipo especializado
que se recomienda utilizar, se adaptd la metodologia pa-
ra poder obtener buenos resultados con equipo y materia-

les mids sencillos.

A continuacién se describe eri detalle la metodologia
que se llevd a cabo en los experimentos realizados en es

te laboratorio.

Obtencidn de cultivos puros.

Con la finalidad deobtener cultivos puros de este -

hongo se extrajeron del suelo rafces de Fresno Fraxinus -



fresno enfermedades de Pudricién Texana, estas raices -
se observaron bajo el microscopio de diseccifn para detec

tar la presencia de rizomorfos, una vez localizados se --
procedid a separarlos de la corteza radicular por medio -

de dos mé&todos, uno de ellos consiste en lavar con una es
cobeta las raices, bajo un chorro de agua que cae en una
cubeta, el agua colectada contiene tierra, raicillas y -
rizomorfos, esta agua se decanta y se pasa a través de -
una malla No. 325 (abertura de 44 micras) lavando los -
residuos que quedan sobre la malla con agua corriente, -
estos residuos se colocan en una caja Petri y se observan
al microscopio de diseccidén, para lograr detectar los ri-
Xomorfos que tengan color blanco conviene colocar debajo
de 1la caja Petri un fondo de papel o tela de color negro.
Con la ayuda de unas pinzas se sacan del agua los rizomor
fos blanquecinos y se colocan en una caja Petri que con

tiene agua destilada.

Otro método eficiente para separar los rizomorfos de
la rafz es el siguiente, se colocan las rafces bajo el -
microscopio de diseccidn y con una pinza se separan los-
rizomorfos de color blanco para ser colocados en una ca-

ja Petri con agua destilada.

Una vez colectados los rizomorfos se pasan con ayuda-

de una pinza a un tubo de ensayo que contiene agua desti-



lada estéril y dos granos de detergente,-se tapa ¥y se agi
ta vigorosamente durante tres minutos con la finalidad de
separar las partfculas de tierra adheridas al hongo, des-
pués se pasan a otro tubo de énsayo que econtiene una so-
lucidn de cloralex al 2% y se agitan durante 45 segundos.
Para eliminar el cloro es necesario pasar los rizomorfos
a un tubo con agua destilada estéril y agitarlos durante
dos mintuos, esta operacifn se realiza dos veces y para-
evitar que se contaminen con otros hongos o bacterias --
conviene realizar el paso de rizomorfos dentro de un cuar
to de transferencias esterilizado o una cimara de inocu-

lacibn.

Debido a que las contaminaciones bacterianas son muy
frecuentes y perjudiciales conviene pasar los rizomorfos
a un tubo de ensayo que contenga agua destilada esté&ril-

con 200 ppm de sulfato de estreptomicina,

Estos rizomorfos se colocaron en tubos de ensayo so-
bre medio de cultivo estéril de papa dextrosa agar que -
contiene 200 ppm de sulfato de esterptomicina. Debido a-
que las contaminaciones son muy frecuentes conveniente -
conveniente colocar un rizomorfo por tubo y Trealizar la-

operacién con la mayor rapidez posible.

Tomando en cuenta que uno de }los principales proble-



mas que presentan e€s el nulo crecimiento del hongo debi-
do a que el rizomorfo no es viable, se realizaron las ope
raclones antes descritas y en el Gtlimo paso los rizomor
fos que estfiin sumergidos dentro del agua con sulfato de
esterptomicina, se dejaron en ella durante 24 horas, al -
observarse estos rizomorfos a simple vista y al microsco
pio de diseccidén algunos presentaron un crecimiento muy
notorio de micelio principalmente en los extremos de este
éstos riiomorfos se seleccionaron y se sembraron en los-

tubos en la forma antes descrita.

Utilizando el mé€todo del lavado de raices con agua -
se sembraron con rizomorfos 250 tubos de ensayo, los cua
les se incubaron a 28°C. Mediante el método de la separa
cibn de rizomorfos directamente de la raiz bajo el micros
copio, se sembraron 350 tubos dentro de un periodo de --
tres meses. Con el método de separar con pinzas los rizo
morfos, lavarlos, desinfectarlos y dejarlos reposar duran

te 24 horas, se sembraron 30 tubos.

Las observaciones que se hicieron fueron: tubos con-
presencia de contaminantes, tubos con un crecimiento nu-
lo del hongo y tubos en donde se desarrolld el P. omnivo-
rum mediante la observacién del material e intervalos de

24 y 48 horas.
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FIGURA 1. Diagrama que muestra el proceso que se utilizd

rara la desinfeccidn y siembra de rizomorfos -

de P. omnivorum con la finalidad de obtener -

cultivos puros.

Multiplicacién de Phymatcotrichum omnivorum

El objetivo de multiplicar el hongo es mantener culti



vos puros viables constantemente y forma- material para -

utilizarlo como in6culo en pruebas futuras.

E1l substrato utilizado para multiplicar el hongo fué

tierra, grrnos de sorgo de mafiz, y agua. Los recipien-

tes que se emplearon fueron tubos de ensayo, matraces Er

lenmeyer de 250 ml y frascos planos de 250 ml.

Durante un perfiodo de 4 meses se Tealizaron 120 siem-
bras del hongo en distintos recipientes, los métodos mis
utilizados fueron:

a) Método de Dunlap modificado con semillas de sorgo.

En un frasco plano de 250 ml se colocan 80 gramos
de tierra cernida y secada al aire, teniendo el-
frasco en posicidn horizontal se colocan sobre -

la tierra 35 gr de sorgo y se afiaden 50 ml de agua

destilada, los frascos se mantienen horizontales-

para que la superficie expuesta de sorgo sea la -

mixima y para que sea facil extraer el indculo --

con las pinzas. En este método se utiliza tierra-

Yy sorgo para multiplicar el hongo, basindose en el

método Dunlap (21).

Para evitar contaminaciones bacterianas es convenien

te afiadir al agua que se utiliza 200 ppm de sulfato de -



esterptomicina. Los frascos se tapan con algoddén y se es
terilizan en una autoclave a 1.1 kg/cm2 durante 45 minu-
tos, al enfriarse se abren junto a la flama del mechero
bunsen y se inoculan con un trozo de agar que contenga-
micelio del hongo, o se utiliza una semilla de sorgo in-
fectada con el hongo. El inbculo se coloca sobre la capa

de semillas de sorgo.

b) Método de Dunlap modificado con semillas de mafz,
El método de multiplicacién que mis se utilizé fue -
similar al descrito anteriormente, con la diferencia
de que en vez de utilizar semillas de sorgo se empea
ron granos de mafiz y en vez de 50 ml de agua se afia-
dieron 60 ml. Esta modificacidn al método anterior-
se 1llevd a cabo debido a que los granos de maiz re-
sultaron mas eficientes como medio de indculo y mis
faciles de manejar con las pinzas. La comparacidn -
experimental de estos dos tipos de indculo se descri

be mads adelante en la prueba No. 6



80 gr Tierra

35 gr Sorgo

50 ml Agua

80 gr Tierra

35 gr Mai:z

60 ml Agua

FIGURA 2. Diagrama que muestra la forma en que se multi

plica el hongo utilizando frascos planos de -

250 ml.

Induccién de marchitez en plantas de alfalfa.

a) Prueba 1. Efecto de dos niveles de tierra en 1la

marchitez de alfalfa.

El principal objetivo de esta prueba fué determinar-
el efecto que tienen dos cantidades distintas de tierra-
sobre la induccién de la Pudricidédn Texana en plantas de al

falfa. E1 objetivo secundario fué observar si la planta Yy



el hongo son capaces de desarrollarse bien dentro de un-

tubo de ensayo, infecténdose la planta con el hongo.

Se utilizé arcilla negra Houston (HBC) tubos de ensa
yo de 50 ml de capacidad y semillas de alfalfa de la va-
riedad comercial Velluda Peruana. Las plantas fueron ino
culadas con una semillas de sorgo infectado con el mice-
lio del hongo, la cual se colocd sobre la tierra al momen
to de sembrar las semillas de alfalfa, se colocaron dos-
semillas de alfalfa a 3 mm de profundidad junto a la pa-
red de vidrio del tubo, estas sémillas se desinfectaron-
previamente con lavado en cloro al 2% durante dos minu--
tos. Los tubos fueron llenados con 20 y 30 gr de HBC, se
afiadieron 5 ml de agua y algodén y se esterilizaron en -
la autoclave a 1.1 kg/cm2 durante 45 minutos, al enfriar
se se sembr6 e inoculd simultaneamente junto a la flama-
del mechero bunsen. Los tubos se volvieron a tapar con -
el algoddn y se colocaron con una ligera inclinacién --
(70°) estando las semillas en lado inferior del tubo. Se
incubaron a 28°C en una cimara biocliméitica Biotronette-
Mark III, y se expusieron a un fotoperiodo de 12 horas -

luz durante tres semanas. Los tratamientos se resumen en

la Tabla 1.



TABLA 1 Efecto de 20 y 30 gr de HBC en la marchitez -
de alfalfa (Variedad comercial Velluda Perua-

na a 28°C.

No. de Tubos Cantidad de Tierra (gr) Inoculacidn
15 20 *
15 20 -
15 30 *
15 30 -

(+) Plantas inoculadas con el hongo

(-) Plantas no inoculadas, testigos



FIGURA 3 Diagrama que muestra la forma en que se colo
caron los tubos deensayo con el objetivo de -
observar el efecto de dos niveles de tierra-

sobre la marchitez de la alfalfa.

Lo Indculo: semilla de sor
go esterilizada e infec

tada con el micelio del

hongo.
-~
.
L Y
‘Dos semillas de
Alfalfa.
20 gr de HBC 30 gr de HBC

Los datos que se tomaron de este experimento fueron:

NGamero de dias a la marchitez.

La prueba se realizb con plantas de alfalfa por dos-
razones, es una planta altamente susceptible al hongo y-

su reducido tamafio permite la utilizacidn de recipientes

de f4cil manejo.



Se escogibé trabajar en tubos de ensayo debido a que -
tradicionalmente ha dado buenos resultados para cultivar-

hongos en forma pura.

El HBC se utilizé basindose en la recomendacion de -

Dunlap (21) acerca de la multiplicacidén del hongo.

Las semillas de alfalfa se sembraron en nfimero de dos,
para evitar la pérdida de la unidad experimental a causa
de fallas en la germinacifn de las semillas, éstas se co
locaron junto a la pared inferior del tubo inclinado pa-
ra que las raices se desarrollaran sobre esta pared sien
so asi fdciles deiobserVar, ademis de que se nota con --
claridad la forma en que éstas se ven afectadas por el -
ataque del hongo. La inclinacidén del tubo permite la en-

trada de luz eléctrica directamente.

Después de muertas las plantas tratadas, se siguieron
obsgrvando durante 7 dias mAs para confirmar que la plan-

ta vive bien bajo esas condiciones.

b) Prueba 2. Efecto de la luz sobre el desarrollo

del hongo y su patogenicidad.

El objetivo de esta prueba fué determinar si la luz-
tiene influencia importante sobre el desarrollo del hong

go y la enfermedad que produce en alfalfa.



En esta prueba se utilizé papel aluminio para cubrir
el tubo en la regién que tiene tierra, para evitar la en
trada de luz, se empled HBC y tubos de ensayo de 50 ml,-
la metodologia para el establecimiento de este experimen
to fué idéntica a la utilizada en la prueba anterior, --

ambas pruebas se realizaron simultéineamente.

La Tabla No. 2 muestra los tratamientos efectuados.

TABLA No. 2 Efecto de l1la luz sobre el desarrollo del --

hongo y su patogenicidad.

No. de Tubos Tratamiento Inoculacibn
18 con luz +
15 sin luz +
15 con luz -
(+) Inoculados con P. omnivorum

-) N& inoculados, testigo

En esta prueba se utilizaron para todos los tratamien
tos 20 gr de HBC ya que en la prueba anterior se definibd
que es suficiente tierra para el buen desarrollo de rai:z

de la planta, y tambi&n asi hay espacio suficiente para-



que crezca s$in problemas la parte aerea de la alfalfa.

El aluminio se coloc8 cubriendo por completo la par
te inferior del tubo hasta el nivel superior de la tierra,

para evitar la falta de luz en la planta.

Losdatos que setomaron fueron los dias en que se tar
48 en morir la primera planta y el tiempo en que murié -
la 4ltima planta. La duracién de esta prueba fué de tres
semanas, debido a que se desed confirmar que las plantas

no inoculadas no murieran por falta de agua, 1luz o aire.

c) Prueba 3. Comparacidn de suelos de Nuevo Lebn y
arcilla negra de Houston (HBC) en el-

desarrollo de l1la enfermedad.

El objetivo de esta prueba es determinar si es nece-
sario utilizar HBC en todas las pruebas de laboratorio e
invernadero, o0 si se pueden obtener buenos resultados con
tierra de Nuevo Ledn, la cual es mas ficil de conseguir-

Yy tiene la caracteristica de ser arcillosa y alcalina,

como el hongo lo requiere.

En esta prueba se utilizaron los dos tipos de tierra

mencionados en forma esterilizada y dentro de tubos de en



sayo de 18 x 150 mm (25 ml de capacidad). Los tubos fue-
ron llenados de arcilla deambos tipos hasta la mitad de-
su capacidad, se humedecieron con 4 ml de agua destilada

Z duran-

taparon y esterilizaron en autoclave a 1.1 kg/cm
te 45 minutos, se sembraron dos semillas de alfalfa y en
ese mismo momento se inoculd con una semilla de sorgo in
fectada con el micelio del hongo, no fué necesario tapar
ningdn tubo con papel aluminio, se colocaron los tubos -
ligeramente inclinados por razones antes descritas y se-
mantuvieron en camara bioclimdtica a 28°C y con 12 horas
diarias de luz, como en las dos pruebas anteriores no ha

sidoc necesario introducir los tubos en bafio marfa. En 1la

tabla No. 3 se muestran los tratamientos efectuados.

TABLA No. 3 Tratamientos efectuados con la finalidad de
determinar el efecto de dos tipos de tierra

sobre el desarrollo de la Pudricidn Texana.

No. de Tubos Tipo de Tierra Inoculacidn
15 HBC +
15 HBC -
15 N.L. +
15 N.L. -
(HBC) Arcilla negra de Houston
(N.L.) Tierra de Nuevo Ledn
(+) Plantas inoculadas con el hongo

(-) Plantas no inoculadas, testigos.



d) Prueba 4. Influencia de la materia orglnica esté

Til sobre el desarrollo del hongo.

El objetivo de esta prueba fue determinar si 1la mate

ria orgdnica estéril influye de alguna manera sobre el de

'
sarrollo del hongo, se espero aumentar el vigor del cre-

cimiento del hongo para inducir a marchitez las plantas-

de
la

de
de

se

alfalfa en menos tiempo del que se habia logrado sin-

adicidn de esta materia al suelo.

Como fuente de materia orginica se utilizaron granos
sorgo, se colocd un gramo de sorgo por tubo de ensayo
18 x 150 mm, la cantidad de tierra de Nuevo Ledn que

emple6d por tubo fué de 18 gr. El gramo de sorgo se --

colocd dentro del tubo en distintas posiciones, un trata

miento consistidé en colocarlo en la superficie de la tie

rra, otro en colocarlo en la parte media, otro al fondo-

del tubo y un cuarto tratamiento consistid en mezclar el

gramo de sorgo homogéneamente en todo el volumen de la-

tierra.

Estos tubos fueron tapados con algodén, humedecidos,

esterilizados e inoculados como en las pruebas anterio-

Tes, en estos tratamientosno se sembrd ninguna planta. -



Estos tubos se colocaron en posicién vertical. Los trata
mientos efectuados en esta prueba se resumen en la tabla

No. 4.

TABLA No. 4 Efecto de la materia orgdnica estéril (gra

nos de sorgo estériles) sobre el desarrollo

del hongo.
No. de tubos Posicidn de un gramo de sorgo
10 Superficie de 1la tierra
10 Mitad del tubo
10 ' Fondo del tubo
10 Mezclado homogéneamente

La duracibén de esta prueba fué& de 8 semanas y los da
tos que se tomaron fueron: Regidn del tubo en donde se -
desarrollé mejor el hongo, la existencia de un aumento de
la cantidad de rizomorfos o una disminucidn de &stos, pre
sencia de esclerocios y zona donde se observaron dentro-

del tubo.



FIGURA No. 4

Diagrama que muestra la colocacidn de un-
gramo de sorgo dentro de los tubos de en-
sayo, para observar la influencia que tie
ne la materia orgdnica estéril sobre el -

desarrollo del hongo.

— e
[ .-—-..
" - ..'0
- ~ ~ e 2
= — . %, 9
- ®
- e o _
- - e & ¥ 9
- _‘..o
e ]
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la tierra ~del tubo Tubo homogéneamente
e) Prueba 5. Efecto de niveles de sorgo en la mar-

chitez de la alfalfa.

Con el objeto de determinar si la cantidad de granos

de sorgo estéril influye en la induccidén de la enferme--

dad, se probaron 0,10,20,30 y 40% de granos de sorgo en

peso mezclados con tierra de Nuevo Ledn, se utilizaron-

tubos de ensayo de 18 x 150 mm, se llenaron con las mez

clas hasta la mitad de la capacidad del tubo fueron ta-

pados con algoddén, esterilizados y sembrados con alfalfa



Velluda Peruana e inoculados con una semilla de sorgo in
fectada como testigos los mismos tratamientos pero sin -
inocular con el hongo. La colocacién, temperatura y foto
pericdo en que colocaron fué la misma que en pruebas an-

teriores. Los tratamientos efectuados se resumen en la -

tabla No. §.

TABLA No. 5 Efecto de 0,10,20,30 y 40% de sorgo esté-
ril sobre el desarrollo de la enfermedad -

en plantas de alfalfa.

No. de tubos % de sorgo (en peso) Inoculacién
10 : 0 +
10 0 -
10 10 +
10 10 -
10 20 +
10 20 -
10 30 +
10 30 -
10 40 +
10 40 =

(+) Inoculadas

(-) No inoculadas, testigos



La duracién del experimento fué de tres semanas y -

los datos que se tomaron fueron dias a la marchitez y --

desarrollo de la planta.

£f) Prueba 6. Comparacibén de dos tipos de inbculo

El objetivo de esta prueba es determinar si el grano
de maiz infectado con el hongo es méds eficiente como ind
culo que un grano de sorgo ya que es deseable que el -
hongo se desarrolle en el 100% de los tubos inoculados-

con semillas infectadas de este hongo.

Para realizar esta prueba se utilizd tierra de Nue-
vo Ledn, tubos de ensayo de 18 x 150 mm, y un 10% de --
sorgo mezclado en la tierra, los procesos de tapado con
algodén,esterilizacidédn, siembra y forma de colocar los
tubos es igual a laspruebas anteriores. En todos los tu
bos se sembraron dos semillas desinfectadas de alfalfa-

variedad Velluda Peruana. Los tratamientos se Tresumen €n

la tabla No. 6.

TABLA No. 6 Comparacidn entre las emillas de sorgo y

de maiz infectadas con el hongo, empleadas

como 1inbéculo.

No. de Tubos Semilla utilizada como inbculo
15 Sorgo
15 Maiz




La duracién de esta prueba fué de tres semanas y co-
mo datos se tomaron los dias a marchitez y presencia de-

P. omnivorum en la tierra del tubo.

Se escogi6 como una alternativa posible el grano de-
maiz porque ofrece la ventaja de que se puede manejar --
mias facil en el momento de la inoculacidén y debido a su-
volumen, mucho mayor que el del sorgo, tiene mias posibi-
lidades de permanecer humedo Y lograr el desarrollo del-

hongo dentro de la tierra de 1los tubos.

g) Prueba 7. Comparacidn de tres tipos de recipien-

tes.

Para determinar la influencia que tiene el tipo de -
recipiente sobre la induccidén de la enfermedad, se utili
zaron tubos de ensayo de 18 x 150 mm, matraces Erlenme--
yer de 250 ml y frascos planos de 250 ml. Todos los reci
pientes se llenaron hasta la mitad de su capacidad con -
una mezcla de tierra de Nuevoléon con 10% de sorgo, se -
regaron, taparon con algodén, esterilizaron, sembraron--
con dos semillas de alfalfa e inocularon con una semilla
de maiz infectada con el micelio del hongo. Los tratami-

entos efectuados se resumen en la Tabna No. 7
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TABLA No. 7 Comparacibén entre tubos de ensayo, matraces

y botellas planas como recipientes emplea--

dos en la induccién de la enfermedad en al-

falfa.

No de recipientes Tipo de recipientf Inoculacién
10 Tubo ensayo 18x150 mm *
10 Tubo ensayo 18x150 mm -
10 Matraz Erlenmeyer 250 ml +
10 Matraz Brlenmeyer 250 ml -
10 Frasco plano 250 ml +
10 Frasco plano 250 ml -

(+) Inoculadas

(-) No inoculadas, testigos

La duracidén de esta prueba fué de tres semanas, como

datos se tomaron los dias a marchitez y desarrollo de las

pldntulas de alfalfa.

Estos recipientes se escogieron para la prueba porque

ofrecen la ventaja de que son de fiacil manejo y no ocupan

mucho espacio dentro del laboratorio,

ademids de que las -

plantas de alfalfa se pueden observar perfectamente.



FIGURA 5. Diagrama que muestra la comparacidn que se -
realizd entre tubos de ensayo, matraces y -
frascos planos, utilizados como recipientes-

en la induccidn de 1a Pudricidn Texana en --

Al falfa.

. —Alfalfa
- oTierIa N.L.
10% sorgo

Frasco plano 250 ml

Matraz 250 ml

Tubo de ensayo
18 x 150 mm

Induccidén de marchitez en plantas de algodén.

a) Prueba 8. Efecto de dos tipod de tierra sobre 1la

Marchitez del algodédn.

El objetivo de esta prueba fupe determinar si existe-
influencia importante en el desarrollo del Produccidn Te

xana en algoddén al utilizar arcilla negra de Houston (HBC)

y tierra de Nuevo Ledn.

Se utilizaron botellas de boca de 6 cm de diametro con



capacidad de un litro, la tierra se cirnibé, se coloch en
los frascos y se regf, se taparon con papel para meterlos
en la autoclave y esterilizarlos a una presidn de 1.1 Xg/
cm2 durante 45 minutos, al enfriarsese sembraron en cada-
botella tres semillas de algodén de la variedad comercial
Deltha Pine, previamente desinfectadas con un lavado de -
dos minutos en una solucidon de2% de cloralex, en forma -
simultdnea a la siembra se inoculé con una semilla de maf:z
infectada con el micelio del hongo, colocandola sobre la-

superficie de la tierra.

Los frascos se colocaron en una cimara bioclimatica-
Biotronette Mark III a 28°C, con un fotoperiodo de 12 --
horas luz durante cuatro semanas. Desde el momento de la
siembra hasta la emergencia de las plantulas, los frascos
se mantuvieron cerrados con tapa de metal, al emerger é&s-
tas los frascos se dejaron destapados. Los tratamientos -

se resumen en latabla No. 8.



TABLA No. 8

Efecto de la tierra de Nuevo Lebn y-
la arcilla negra de Houston (HBC) en
el desarrollo de la enfermedad en al

godén (v.c. Deltha Pine).

No. botellas 1 1t Tipo de tierra Inoculacién
7 HBC +
4 HBC =
7 N.L. +
4 N.L. &

(HBC) Arcilla
{(N.L.) Tierra

negra de Houston

de Nuevo Ledn

(+) Plantas inoculadas

(_

) Plantas no inoculadas, testigos

Los datos que se tomaron fueron dias a la marchitez-

Y presencia de contaminantes. Se utilizaron semillas de-

algodén porque son altamente susceptibles al ataque de -

este hongo y se emplearon de un litro en base a la reco-

mendacidén hecha por Chavez (14) en 1967. Uno de los tra-

tramientos consisitid en sembrar las plantas en arcilla-

negra de Houston,

esta tierra se recomienda utilizar en-

los experimentos efectuados por Lyda y Burnett (49) en -

1969.



b) Prueba 9. Efecto de la tierra esterilizada y no es
terilizada sobre la marchitez del algo-

doén.

El objetivo deesta prueba fué determinar si es impor

tante en la induccidén de la enfermedad esterilizar la tie

rra.

La metodologia utilizada en esta prueba fué la misma
que se empleS en la prueba anterior, con la diferencia de
que no se sembraron plantas en HBC algunas unidades expe
rimentales no se esterilizaron. La tabla 9 resume los tra

tamientos.

TABLA No. 9 Efecto de la tierra de Nuevo Lebn estéril y
no estéril sobre la Pudricién Texana en algo

dén (v.c. Deltha Pine).

No. Botellas 1 1t Esterilizacibén Inoculacién

7 ++ +
4 ++ .
7 -- +
4 - -

(++) Tierra esterilizada

(--) Tierra no esterilizada

(+ ) Plantas inoculadas con el hongo

(- ) Plantas no inoculadas, testigos.



Los datos tomados fueron dias a la marchitez y presen
cia de contaminantes. Se utiliz6 unicamente tierra de Nue
vo Ledn ya que en pruebas anteriores se observfé que es un

medio efectivo para desarrollar el hongo.

¢) Prueba 10. Induccién de la enfermedad en algod6n
utilizando tubos de vidrio de 3.6 cm-

de difmetro.

El objetivo de esta prueba fu€ inducir la enfermedad

en plantas de algoddén evitando la presencia de contaminan

tes.

Los recipientes utilizados fueron tubos de vidrio de-
3.6 cm de diametro, estos tubos originalmente fueron focos

de gas nebn y se prepararon de la siguiente manera:

~ Envolver el tubo en un costal u otra tela.
= Seccionar el tubo golpeéhdolo ligeramente con un varilla
= Sacar el tubo del costal y ajustar la altura del tubo-
a 30 cm a partir de la base de metal.
- Exponer a2 la flama del mechero bunsen el extremo corta
do durante dos minutos para eliminar el filo de los -

bordes.

# Introducir 100 gr de arena y 200 cm3 de agua y agitar



vigorosamente el contenido, con esta prictica se des
prende la capa de talco adherida a las paredes del -
tubo.

Enjuagar el tubo con agua limpia.

Una vez secos se llenaron de una mezcla de tierra de-
Nuevo Le6n con 10% de sorgo (en peso) hasta una altura de
15 ¢m y se afiadieron 75 ml de agua, se taparon con algo--
dén, se esterilizaron en la autoclave a una presién de -

1.1 kg/cm2 durante 45 minutos.

En cada tubo se sembraron 2 semillas de algodén (v.c.
Deltha Pine) previamente desinfectadas con una solucidn -
de cloralex al 2 % durante dosminutos. La siembra se hizo
con pinzas de 20 cm de longitud, en forma simultidnea a la
siembra se inoculd con una semilla de maiz infectada con-
el micelio del hongo. La siembra y la inoculacidn se rea-

lizaron junto a la flama del mechero bunsen.

Los tubos permanecieron tapados con algoddn durante -
las tres semanas que durd el experimento, estuvieron a -
temperatura ambiente de 26 a 31°C y con un fotoperiodo de
12 horas, se colocaron ligeramente inclinados (70°C). Los

tartamientos se resumen en la tabla 10.
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TABLA 10. Induccidén de la Pudricién Texana en plantas-
algoddédn (v.c. Deltha Pine) utilizando tubos -

de vidrio de 3.6 cm de diametro.

Numero de Tubos Inoculacién
15 +
15 -
+ Plantas inoculadas

Plantas no inoculadas, testigos.

Los datos que se tomaron fueron dias a marchitez y -
presencia de contaminantes. Se utilizaron tubos de neén-
con la finalidad de mantener a la planta y al hongo en -

un ambiente estéril, evitando asi el efecto perjudicial

an—
—

Tapbn de -
Algoddn

Plantulas de =
Algodén

Tierra N.L. + -~
10% de sorgo

FIGURA 6. Diagrama que muestra el tubo de vidrio utilizan
do en la induccién de la enfermedad en plantulas
de algoddn.



RESULTADOS Y DISCUSION

1} Obtencidn de cultivos puros.

Para obtener cultivos puros de este hongo se extrajeron

rizomorfos de raices enfermas de fresno (Fraxinus fresno) la--

vando las raices y tamizando losresiduos, los rizomorfos se -
desinfectaron y sembraron en PDA, mediante este método se sem
braron 250 tubos de ensayo y finicamente se obtuvo un cultivo-

puro del hongo.

Con el mé&todo de 1s separacibén de rizomorfos directamen
te de las rafices puestas bajo el microscopio se sembraron 350
tubos de ensayo, obtenfendose dos tubos con cultivo puro del-

hongo,

Utilizando el m&todo en donde los rizomorfos desinfecta
dos se mantuvieron dentro del agua durante 24 horas, se sem-=
braron 30 tubes, obteni&ndose cultivos puros del hongo en 4 -
de ellos, Los resultados obtenidos en estos procedimientos =-

se resumen en la tabla 11.
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+ Rizomorfos separados de la rafz bajo el microscopio

++ Rizomorfos desinfectados colocados en agua durante-

24 horas.

El principal problema que se tuvo fué la presencia de =
hongos contaminantes, ya que al estar presentes no permiten -

el desarrollo del P. omnivorum por ser &€ste un competidor muy

pobre en medios de cultivo sintéticos, los contaminantes en--
traron al tubo de ensayo en la mayor parte de las ocaciones -
al estar adheridos al rizomorfo, este problema se disminuy6 -

en los casos en que se escogieron para la siembra rizomorfos-

de color blaquecino,

La mayor parte de los rizomorfos de color café& nunca =--

presentaron crecimiento de micelio, debido a gue no eran via-

bles, lo gque se evitaba en gran parte utilizando rizomorfos -

jébvenes de color blanco, la metodologia utilizada para asegu-

rar la viabilidad de los rizomorfos resultd muy pr&ctica ya -

que estando 24 horas bajo el agua, se vié claramente cufles -

de ellos estaban vivos y eran aptos para ser sembrados, sin -

embargo el problema de las contaminaciones no se resolvié del

todo con este método.

La forma de encontrar rizomorfos blancos es extrayendo-

rafces delgadas a una profundidad m&s de 20 cm. bajo el sue~-



lo, en zonas en donde el suelo presentZ humedad la mayor par-

te del afio.

El crecimiento del hongo sobre PDA es f&cil de recono=--
cer, el micelio es blanco transclficido y no es algonoso ni ==
denso, a simple vista se observan los rizomorfos que ¢omien--
zan a crecer a partir de las 24 horas de haber sido colocado-
el rizomordo en el medio de cultivo. Después de tres ocuatro
de dfas de crecimiento el cultivo toma una coloracibén blanca-
Y los rizomorfos crecen sobre las paredes del tubo, el hongo-
en este medio no esporula ni forma esclerocios, &1 28°C pre~--
senta una gran velocidad de crecimiento, pudiemdo cubrirla su
perficie de una caja Petri en 7 dias,. Después de una semana
de crecimiento el cultivo comienza a tomar una coloraciédn ca-
fé claro y el PDA se tifie de color caf& obscuro. A los 15 --
dfas de crecimiento la colonia presenta color café& y tiene as

pecto algonoso compacto.

Multiplicacifn de_ Phymatotrichum omnivorum.

a) Método de Dunlap modificado, con semillas de sorgo.

El Método original de Dunlap miltiplicando el hongo en-
matraces de 250 ml. present8 problemas debido a que al ex—~=-

traer las semillas de sorgo el cultivo se contaminaba, proba-



blemente debido a que el matraz tiene boca muy ancha y a que-
es necesario meter las pinzas a casi 10 cms. de la boca, con-

lo es f8cil introducir hongos contaminantes.

Las contaminaciones se lograron evitar cuando se colocd
el mismo medio de cultivo en tubos de ensayo, pero cada tubo-

puede contener una cantidad muy pequenia del cultivo,

El mejor método que se utilizb para la multiplicacién -
del hongo sobre sorgo fu& cuando el medio tierra-sorgo-agua -
se introdujo en las botellas planas de 250 ml., estos envases
paresentaron la ventaja de que cabfa gran cantidad de inbculo
en su interior y 'extraerlo con pinzas resltabha ficil ya que -
las semillas de sorgo estaban muy cerca de la entrada, tam—-~=<
bié&n se evitd en gran parte el problema de las contaminacio--
nes ya que la entrada de la botella es muy estrecha y se redu

cen asi las posibilidades de gque los contaminantes entren.

En este medio de cultivo se observaron gran cantidad de

esclerocios dentro de la tierra.

El problema que se present$ al utilizar este m&todo fué
el manejo de las semillas con las pinzas, ya que son muy pe--
quenas y se aglomeran adhiri&ndose unas a otras a causa del -

micelio del hongo que se ha desarrollado sobre ellas. Por es



ta razén se decidi8 modificar el método utilizando semillas-

de mayor tamafio como se describe a continuacién.

M&todo de Dunlap modificado ¢on semillas de mafz.

El método de multiplicacién del hongo utilizado ante-~~-
riormente result® problem&tico debido a reducido tamafio de —=
las semillas de sorgo, por esta razbén el método se modificd -
utilizando semillas de mafz, de esta forma fué m4s flcil mane

jarlas con las pinzas ~1 sacarlas de la botella.

E1l hongo se desarrnlld con gran rapidez sobre estas se-
millas, cubriendo su totalidad en una semana y presentando un
crecimiento algonoso y de color café a las dos semanas de cre
cimiento, también se observaron gran cantidad de rizomorfos -
creciendo sobre las paredes del recipiente y esclerocios for-
mindose en los espacios porosos de la tierra, los cuales fue-
ron pequefios y blancos en un principio, torn&ndose después —-
grandes, esféricos o amorfos de color café, presenténdose en-
ocaciones en forma de cadena. El hongo tampoco esporuld en -

este medio de cultivo.

Induccibn de marchitez en plantas de alfalfa.



ta raz8n se decidis modificar el m&todo utilizando semillas-

de mayor tamafio como se describe a continuacibn.

Mé&todo de Dunlap modificado con semillas de mafz.

El método de multiplicacién del hongo utilizado ante~--
riormente result® problemftico debido a reducido tamafio de =-=
las semillas de sorgo, por esta razbdn el método se modificd -
utilizando semillas de mafz, de esta forma fué mis ficil mane

jarlas con las pinzas Al sacarlas de la botella.

El hongo se desarrnlld con gran rapidez sobre estas se-
millas, cubriendo su totalidad en una semana y presentando un
crecimiento algonoso y de color café a las dos semanas de cre
cimiento, también se observaron gran cantidad de rizomorfos -
¢creciendo sobre las paredes del recipiente y esclerocios for-
mindose en los espacios porosos de la tierra, los cuales fue-
ron pequefios y blancos en un principio, torn&ndose después --
grandes, esféricos o amorfos de color caf&, presentindose en-
ocaciones en forma de cadena. El1l hongo tampoco esporuld en -

este medio de cultivo.

Induccibn de marchitez en plantas de alfalfa.



a) Prueba 1, Efecto de dos niveles de tierra en la =

marchitez de alfalfa.

Este m&todo consisitis en la siembra e inoculacién de ~
las plantas de alfalfa en tubos de ensayo que contenfan 20 y=
30 grs, de HBC, sa inocularon ¢on una semilla da sorgo infec-

tada con el micelio del hongo y los tubos se colocaron ligera
-mente inclinados en cfmara bioclim&tica a 28°C y con 12 horas

de luz al dfa. No se utiliz8 el bafio marfa.

En esta prueba la cantidad de tierra utilizada no mos--
trd efecto sobre la induccibébn de la enfermedad, ya que todas-
las pléntas inoculadas murieron a causa de 1 hongo, el 100%-
de las plantas murieron entre el noveno y el décimo quinto --

dfa, los resultados se resumen en la tabla 12.
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TABLA 12, Dfas a la marchitez de la alfalfa sembreada en tu-
bos de ensayo con 20 y 30 gr de arcilla negra de -
Houston (HBC), '

No. de tubos | Gramos de tierra| Inoculacién| Dfas de marchitez4
15 20 & 9 a 15
15 20 - ' [ -“
i5 30 + 9 a 15
18 30 - E—

(+) Inoculadas con el hongo
(=) No inoculadas, testigos

* Tiempo que tardan en morir el 100% de las plantas

En los tubos inoculados se observ® crecimiento del hon-
go en forma de rizomorfos que llegaron al fondo de é&ste en 5~
dfas y crecieron también sobre la pared del tubo, no se obser
varon esclerocios. Las plantas inoculadas mostraron un crecil
miento iento, seguidas de una marchite; permanente, el hongo-
se observd creciendo en la base del tallo de la plﬁntula Y 80
bre las raices de &sta, causiaridole necrosis en forma de man--

chas de color café, el aspecto del hongo sobre las rafces fué

algodonoso blanco compacto.

Las primeras plantas murieron al noveno dfa y el resto-



murié antes de los 15 dfas. Las plantas no inoculadas mostra
ron un crecimiento normal, pero en los tubos que contenfan 30
gr de HBC tuvieron el problema de la falta de espacio a&reo -
suficiente para crecer, ya que en pocos dfas llegaron al ta-~
pén da algodsén, por esta razén en la prueba 2 se utilizaron =
20 gr de tierra, con esta cantidad la planta no tiene proble-

mas por falta de espacio radicular ni aéreo.

b) Prueba 2. Efecto de la luz sobre el desarrollo del

hongo y su patogenicidad.

El objetivo de la prueba fué& determinar si la luz tiene
alglin efecto sobre el desarrollo del hongoe y la enfermedad, -
para lo cufll se sembraron plantas de alfalfa en tubos de ensa
yo con 20 gr de arcilla negra de Houston, se inocularon y co-
locaron a 28°C, los testigos y plantas inoculadas se dejaron-
expuestos a la luz, pero 15 tubos con plantas inoculadas se -
cubrieron con papel aluminio para evitar la entrada de la luz
a la 2ona radicular, la forma en que los resultados se eleva-
ron fué tomando como datos el tiempo que tardaron las plantas

en morir a causa de la Pudriciédn Texana.

En esta prueba no se observ® ninglin efecto importante de
la luz sobre el desarrollo del hongo y la enfermedad, ya que -
todas las plantas murieron entre el noveno y decimoquinto dia.

lLog resultados se resumen en la tabla 13.



TABLA 13, Dfas a la marchitez de la alfalfa sembrada en tu--
bos de ensayo con 20 gr de HEC con y sin luz.

~

ko. de tubos| Tratamiento Inoculacidn |Dfas a la marchitez?*

e

15 con luz + 9 a 15
1% sin luz + 9 a 15
15 con luz - - - -

(#) Plantas inoculadas con el hongo
(=) Plantas no inoculadas, testigos-
{(*) Dfas que tardaron en morir el 100% de las plantas.

En esta prueba no se observd ninguna diferencia en el --
comportamiento del hongo, por lo que se determind que no es -
necesario cubrir los tubos y que evitar la luz né fomenta un-—

desarrollo més vigoroso del hongo.

¢) Prueba 3. Comparacién de suelos de Nuevo Leén y ar
cilla negra de Houston (HBC) en el desa--

rrollo de la enfermedad.

El objetivo de esta prueba fué determinar si era necesa
rio utilizar HBC o era posible emplear tierra de Nuevo Lebn -
con los mismos resultados, para esto se sembrf alfalfa en tu-

bos de ensayo de 18 x 150 mm que contenfan HBC y ern otras =—-—=



tierras de Nueyo Lebn, re inocularon y se coleocaron en la ca-

mara bieclimética 28°9C,

En esta prueba ho se observd diferencia en el desarro=-=-
110 de la enfermedad ya que las plantas murieron en el mismo-
tiempo ean ambos tratamientos. Los resultados se resumen en -

la tabla 14.

TABLA 24, Dfas a la marchitez de la alfalfa sembrada en tude
bos de ensayo con arcilla negra de Houston (HBC) y
tierra de Nuevo Leén.

e St

Pko. de tubos | Tipo de tierra | Tnoculaci8n | Dfas a marchitez *

15 HBC + 9 a 15
4] HBC - - - -
15 Nuevo Léén + 9 a 15
is : Nuevo Lebn - - -

o . N Fad

(+) Plantas inoculadas con el hongo
(=) Plnatas no inoculadas, testigos

* _Dfas que tardaron en morir el 100 % de las plantas

Los resultados indican que s{ es posible utilizar w=e~«

tierra de Nuevo Lebn para obtener los mismos buenos resulta--

dos e




Se obgerv$ un nfimero ligeramente mayor de rizomorfos -
dentro de la tierra de Nuevo Ledn, probablemente debido a la
mayor porosidad de este tipo de tierra, ya que los rizomor=-
fos crecen con mayor vigor en los espacios poroscos de la =-=-

tierra.

d) Prueba 4. Influencia de la materia org8nica esté-

ril sobre el desarrollo del hongo.

El objetivo de esta prueba ful determinar si era posi-
ble aumentar el vigor y desarrollo del hongo incorporando ma
taria orgénica estéril a la tierra. Para efectuar esta prue
ba g8e rolocd un aramo de sorgo en la parte superior, media y
al fondo del tubo, y otro gramo fué mezclado en todo el vold
men de tierra, se utilizd tierra de Nuevo Lefn en tubos de -
ensayo de 18 x 150 mm, se tomaron como datos los dfas a la -

marchitez de la alfalfa y el desarrollo del hongo.

1.0s resultados de esta prueba indican que el hongo si-
se vé efectado en su desarrollo por la presencia de la mate-
ria orginica est&ril en la tierra, en cada tubo se observd -
un gran desarrollo de rizomorfos en la zona en dénde se colo
c8 el gramo de sorgo, también se presentd un abundante creci
miento micelia en forma algodoncsa y blanca que cubria por -

completo a los granos de sorga, en esta regién se observaron

esclerocios form&ndose a partir de los rizomorfos existentes.



En el caso en donde el gramo de sorgo se mezcld en la =
tierra Be observd un crecimiento abundante del hongo en todo-
el tubo, se desarrollaron gran cantidad de rizomorfos y escle
ricios.

Los resultados se resfimen en la tabla 15,

TABLA 18, Efectos que presentaron en el desarrollo del hongo
al incorporar materia org&nica estéril en la +~—=-

tierra en diferentes posiciones dentro del tubo de
ensayo.

"

kot de tubos | Posicidn del sorgo [Krecimiento uniforme

——

10 Superficial no
10 Mitad del tubo no
10 Fondo del tubo ne
10 Mezclado en tierra s

I.o8 resultados indican que si es conveniente incorporar
materia orgé&nica estéril a la tierra en forma de granos de -
sorgo, ya gque el hongo se desarrolla con mds vigor, se produ-
cen mds rizomorfos, el grosor de &stos es mayor y se presen--
tan esclerocios, estos fenfmenos pueden deberse a que el soxr
go es utilizado como fuente de alimento para el hongo y a ==
que el sorgo provee de una mayor porosidad al suelo, con lo -

que este crece con mis libertad.



Los resultados demuestran que la mejor forma de incorpo
rar el sorgo es mezclindolo homogéneamente en todo el volfi«=w
men, ya que asf se obtiene un desarrollo aumentado y uniforme
dentro del tubo, por esta razé4n en las pruebas posteriores se

utilizb la tierra mezclada con sorgo.

@) Prueba 5. Efecto de niveles de sorgo en la marchi-

tez de la alfalfa,

Con el objetivo de determinar cbmo afectan al desarro-
1lo del hongo y su patogenicidad las diferentes cantidades de
sorgo mezcladas en la tierra, se probaron 0, 1€, 20, 30 y 40%
de sorgo en la tierra dentro de tubos de ensayo, utilizando -
tierra de Nuevo Ledn, se esterilizaron, se sembraron dos semi-
de alfalfa desinfectadas y se colocaron en cfimara bioclim&ti-
ca, los datos que se tomaron fueron dfas a la marchitez, de-

sarrollo del hongo y de la planta.

Los resultados de esta prueba indican que al mezclar -
40% de sorgo en la tierra existen problemas para el desarro--
110 del hongo, probablemente debido a que el grano de sorgo -
infectado con micelio utilizade como inéculo, se seca debido-~
a que la tierra en donde fué colocado es demasiado porosa, =~-
evitindose que el micelio comience a crecer, en este caso sb-

lo hubo 60% de mortalidad, en el tubo donde se mezcld 30% de-



sorgo sucedid el mismo fen&Smeno en menor escala, existiendo -
uh B0% de mortalidad, en los de 0 y 20% de sorgo en la tierra
existid un 90% de mortalidad,

Cuando se mezcld 10% de sorgo todas las plantas murie--
tons En las mezclas de sorgo del 10 al 40% las plantas que =-
8t resultaron infectadas murieron entre el octavo vy el décimo
cuarto dfa, logr&ndose el objepivo de aumentar la patogenici-

dad del hongo con la incorporacifn de materia orgfnica esté--~

¥il a la tierra.

dose

TABLA 16.

clado en la tierra,

Yy la enfermedad en plantas de alfalfa.

La tabla 16 muestra los resultados resumi--

Efecto de 0, 10,20,30, y 40% de sorgo estéril mez-
sobre el desarrollo del hongo

ko. de tubos | $ de sorgo | Inoculacién | § mortalidad| dias a -
marchitez
10 0 + 90 9 a 15
10 0 - — = W =
10 10 + 100 8 a 14
10 10 - - - - -
10 20 + 90 8 a 14
10 20 - - P
10 30 + 80 8 a 14
10 30 - - - -
10 40 + 60 8 a 14
10 40 - - - - -




(+) 1Inoculadas con el hongo

(=) No inoculadas, plantas testigo

Los resultados de estas pruebas demuestran que €l 10% o
de sorgo mezclado én la tierra es la mejor cantidad, ya que =
no se presentaron problemas por falta de mortalidad y todas -

las plantas inoculadas con este porcentaje murieron entre los

8 a 14 41as.

El hongo se vid muy bien desarrollado en todos los tu--
bos en que &ste se presentd, formindose gran cantidad de rizo

morfos y esclerocios.

El problema de la baja mortalidad que se presentf en el
resto de los tratamientos se debid a que la planta né fué in--
fectada con el hongo, por la falla que hubo en la inoculacién

al sacarse el grano de sorgo con micelio del hongo.

Todas las plantas testigo mostraron un desarrollo nor--

male.

£) Prueba 6. Comparacién de dos tipos de inéculo.

Con el objetivo de evitar los problemas que presenta el

drano de sorgo como fuente de inbSculo, se probd y se compaib—



con éste el grano de mafz, para lo cufl se sembrs alfalfa en
tubos de ensayo, 15 de ellos fueron inoculados con una semi<=
lla de sorgo y otros 15 con una semilla de mafz infectada con

micelio de Phymatotrichum omnivorum. Los datos que se toma-=-

ronh fueron dfas a la marchitez y desarrollo del hongo.

Los resltados indican que cuando se inocula con una se-
milla sorgo la mortalidad es de 80%, y cuando se inocula con-
una de mafz la mortalidad es del 100%. La tabla 17 resume —-

los resultados.

TABLA 17. Dfas a d1a marchitez de alfalfa y % de mortalidad -
comparando semillas de sorgo y mafz infectadas con
el micelio del hongo, utilizadas como in&culos.

No., de tubos Inbculo Dias a marchitez % de mortalidad
15 sorgo 8 a 14 80
15 maiz 8 a 14 100

El 80% de mortalidad al inocular con semillas de sorgo-
con micelio del hongo se debe a que por ser é&sta una semilla-
pequenia, en ocaciones se seca y no se desarrolla el hongo en-

la tierra.



El grano de mafz ofrece la ventaja de que es més ficil
manejarlo con las pinzas y al colocarlo sobre la tierra mez~
clada con sorgo, debido a su volfimen, no se seca y permanece
el micelio viable, logr&ndose asf el desarrollo del hongo ==

dentro del tubo,

Prueba 7. Comparacibdn de tres tipos de recipientes.

Con la finalidad de determinar la influencia que tiene-
el tipo Qe recipiente sobre la induccién de la enfermedad, se
utilizaron tubos de ensayo, matraces Erlenmeyer de 250 ml y -
botellas planas de 250 ml, se llenaron hasta la mitad de su -
capacidad con una mezcla de tierra con 10% de sorgo, se este-—
rilizaron tapados con algodbén, se sembraron dos semillas de -
alfalfa desinfectadas y se inocul8 con una semilla de maiz. in
fectada con el micelio del hongo., Los datos que se tomaron -

fueron dias a la marchitez y desarrollo de la planta.

Los resultados indican que cualguiera de los tres enva-
ses es eficiente - para producir el 100% de mortalidad, la di-
ferencia que se aprecia es en los dfas a la marchitez ya que-
en el tubo de ensayo las plantas murieron entre el octavo y -
el décimocuarto dia, mientras que en los otros dos recipien--
tes las plantas murieron entre el décimo y el décimosexto dia.

los resultados se resumen en la tabla 18.



TABLA 18, Comparacisn de tres tipos de recipientes en su =-
efectd sobre los dfas a marchitez de alfalfa y & -
de mortalidad, utilizando tierra de Nuevo Lé&on.

ko. de Tipo de Inoculacién Dfas a % de mor-
recipientes recipientes marchitez talidad
10 Tubo de ensayo + 8 a 14 100
18 x 150 mm
10 Tubo ensayo - - - - ---
10 Matraz Erl. + 10 a 16 100
250 ml.
10 Matraz Erl, 8= - - - - -
10 Botella plana + 10 a 16 100
250 ml
10 Bot, plana - - - - - -

(+) Plantas inoculadas
(-) Plantas no inoculadas, testigos

En los matraces y botellas planas, las plantas de alfal
fa tardaron m&s dfas en morir probablemente debido a que exis

ti8 menos contacto de las rafces de alfalfa con el hongo, pe-

ro: presentaron la ventaja de que las plantas testigo se de---
sarrollaron perfectamente, adem&s es posible observar el de -
sarrollo de las rafces en las botellas planas, lo que no es -

posible hacer con los matraces.



Introduccién de la marchitez en plantas de algodén.

a) Prueba 8, Efecto de dos tipos de tierra sobre la =~

marchitez del algodén.

Con el objetivo de determinar si existe influencia im--
portante en el desarrollo de la enfermedad en algodfn al utili
ligzar arcilla negra de Houston y tierra de Nuevo Lebn se uti-
lizaron botellas con boca de 6 cm. de difimetro con capacidad-
de 1 litro, se llenaron de tierra, se esterilizaron, se sem—-
braron tres semillas de algoddn desinfectadas y se taparon -
las botellas con tapa met&lica, se incubaron a temperatura de

28°C.

Las botellas se destraparon al emerger las plantas.

Los datos gue se tomaron fueron dfas a la 'marchitez y =

precencia de ¢contaminantes.

Los resultados de esta prueba indican que ninguna plan-
ta murid® a causa de la Pudricibn Texana, muriendo el 30% de -
ellags antes de las tres semanas por causa del ataque de hon-
gos contaminantes el resto de las plantas no murieron en -
las tres semanas que durd el experimento. Los resultados se-

resumen en la tabla 19.



TABLA 19. Dfas a la marchitez del algodbn y % de mortalidad
comparando los efectos de la arcilla negra de =~=-
Houston con la tierra de Nuevo Lebén en botellag =
de 1l 1lt.

No. de botellas | Tipo de tierrajInoculacién|bfas a % de moy]
marchitez| talidad

7 HBC + - - 30
4 HBC - - -
7 N.L. + - 30
4 N.L - - - -

(HBC) Arcilla negra de Houston
(N.L.) Tierra de Nuevo Lebn

(+) Plantas inoculadas con el hongo
(=) Plantas no inoculadas, testigos
(--) No existieron estos datos

En este experimento no se pudo evaluar el efecto de los
dos tipos de tierra ya que los frascos se contaminaron y el -

P, omnivorum no se desarrollé bien, ademds los hongos contami

nantes causaron la muerte del 30% de las plantas en ambos tie
pos de tierra, estas contaminaciones se deben a que los fras-

cos permanecieron abiertos desde que la planta de algodbn =-

emexgild.



b) Prueba 9. Efecto de la tierra esterilizada y no es
teralizada sobre la marchitez del algo--
dén .

El objetivo de esta prueba fué determinar si la esteri-
lidad de la tierra es un factor importante para inducir la Pu
dricifn Texana en algodén. Se utilizaron frascos de 1 lt y -
tierra de Nuevo Lebn, se sembraron tres semillas desinfecta--
das de algodbn y hubo dos tratamientos, tierra esterilizada y
tierra noesterilizada, los datos que se tomaron fueron dias a

la marchitez y presencia de contaminantes.

El efecto de la tierra no esterilizada mostré que aumen
ta la cantidad de hongos contaminantes, ya que todas las plan

tas murieron a causa de hongos distintos al P. omnivorum, en-

el caso de la prueba en donde s{ se esterilizé la tierra el -
60% de las plantas murieron a causa de hongos contaminantes y
el resto de ellas n6 murif en las tres semanas que durd el ex
perimento. Se observd que al quinto dfa de desarrollo del --
hongo &ste dejd de crecer y no se desarroll$ sobre las rafces

de la plantula. Los resultados se resumen en la tabla 20.



TABLA 20.

Dfas a la marchitez y % de mortalidad en plantas~
de algodbn en tierra esterilizada y no esteriliza

da, utilizando botellas de 1 1lt.

EQ. de botellas | Tratamiento [Inoculaci8n| Dfas a L d;_::;
marchitez| talidad.

7 T. estéril + - - - - 60

4 T. estéril - - - - - -

7 Ts NO estériﬂ + - - - - 100

4 T. no estériﬁ - -~ - - - - -

(T. estéril)
(T. estéril)

(+)
(=)
=)

Tierra de N.L,

Plantas inoculadas con el hongo

'Tierra de Nuevo Lebfn esterilizada
no esterilizada

Plantas no inoculadas, testigos

No existieron esos datos

Con esta prueba se determind que no es posible trabajar

bajo condiciones de no esterilidad, ya que los hongos contami

nantes afectan de manera importante el desarrnllo del hongo y

la planta.

La esterilizacidn del suelo ayuda a controlar el proble

ma de los contaminantes pero no es posible trabajar con fras-

cos de boca ancha abiertos, ya que se contaminan con gran fa-

cilidad, alternando grandemente los resultados experimenta---



les.

¢) Prueba 10. Induccifn de la enfermedad en algodén =
utilizando tubos de vidrio de 3.6 cm. -
de difmetro.

El objetivo de esta prueba fué inducir la marchitez de-
las plantas de algod&n evitando la presencia de hongos y bac-
terias contaminantes., Para efectuar esta prueba se utiliza--
ron secciones de focos de nebdn, se lavaron y se utiliz8 =—===
tierra de Nuevo Lebfn con 10% de sorgo, tapadas con algodobn,-
sembradas con semillas desinfectadas de algodbn e inoculadas-
junto a la flama del mechero bunsen con un; semilla de mafz -
con el micelio del hongo, se tomaron como datos dfas a la mar

chitez,

Los resultados de esta prueban demuestran gue este tipo
de recipiente es muy efectivo para evitar las contaminaciones

va que el 100% de las plantas murieron a causa del P. omnivo-

rum,

Se observd en la tierra un gran cantidad de rizomorfos-
Yy esclerocios, la rafz se vid envuelta en micelio y rizomor-

fos de P. omnivorum y esto casb subsecuentemente la marchitez



de planta,

TABLA 21, Difas a la marchitez y/o de mortalidad de algodén. -

sembrado en tubos de vidrio de 3.6 cm de difmetro=-
con tierra de Nuevo Lebn y 10 & de sorgo estéril.

E;. de tubos | Inoculacién | Dfas a marchitez | % de mortalidad

15 + 9 a 15 100
15 - - am  an

(+) Plantas inoculadas
(-) Plantas no inoculadas, testigos.
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CONCLUSIONES

St es posible inducir la Pudricifn Texana en pléntulas-
de alfalfa y algodfn bajo condiciones controladas de=-~

luz, temperatura, Himedad y substrato.

Los racipientes de vidrio cerrados con tapbn de algo--
dén son muy eficientes al ser utilizados an pruebas de

induccifn de marchitez en alfalfa y algodén.

El tubo de ensayo de 18 x 150 mm (25ml) fué€ el recipien
te que resultd m8s efectivo en la induccién de la enfer

dad en alfalfa.

El tubo de vidrio de 3.6 cm de didmetro fué el recipien

te mAs efectivo para inducir la Pudricién Texana en al-

godén.

El mejor método para evitar la presencia de hongos y --
bacterias contaminantes fué la esterilizacién de la —---
tierra hfimeda dentro de los recipientes de vidrio tapa-

dos con algodébn.

El mejor substrato gque se utilizé para inducir esta en-

fermedad en alfalfa algoed5n fué la tierra de Nuevo ~--
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Leén; mezclada con 10% de sorgo (en peso):

No es necesario utilizar el bafio marfa para mantener =--
las unidades experimentales a una temperatura constan--
te de 2850, vya que la temperatura puede estar entre los

26°y 32°C sin que se afecten de manera importante los -

resultados.

No es necesario utilizar la arcilla negra de Houston ~-

(HBC) ni arena para inducir esta enfermedad en algodén-

o alfalfa.

La presencia o ausencia de luz no afecta de manera im~-

portante la induccibn de esta enfermedad.

La corta edad del algodbén no impide que &ste sea ataca-

do por el hongo,

El mejor m&todo para la otencibn de cultivos puros del-
hongo fué la separacifn con pinzas de los rizomorfos de
la ra¥fz, lavando, desinfectando y dejando sumergidos --

los rizomorfos bajo agua estéril durante 24 horas.

£l frasco plano de 250 ml fué el recipiente que results
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més eficiente para multiplicar el hongo.

El grano de mafz infectado con el micelio del hongo fué
el material de 1inoculacibn m&s eficiente que se encon--

trb.

Para obtener esclerocios en el laboratorio es necesario
afiadir altas cantidades de materia orginica estéril a -~

la tierra que se utilize.



RESUMEN

Esta investigacién se 1levé a cabo en el laboratorio de Nemato
logfa y Fitopatologfia, en la seccién de Graduados en Agricultu

ra del Instituto Tecnolégico y de Estudios Superiores de Monte

rrey.

La Pudricidn Texana causada por el hongo del suelo Phymatotri-

chum omnivorum €8 una enfermedad de las plantas muy destructi-

va y 8su control eficiente no se ha logrado ain en México, la -
principal barrera que existe para investigar este hongo es 1la

falta de un método de laboratorio que asegure la muerte de las
plantas inoculadas con el hongo, una vez establecido el método
se podridn llevar a cabo Bioensayos con fungicidas, resistencia
genética de las plantas, control biolbgico, etc. E1l objetivo

de esta tesis es establecer el mé&todo 6ptimo para inducir esta
.enfermedad en alfalfa y algodén bajo condiciones controladas.

La metodologia recomendada por distintos investigadores se sim
plificd y adaptd a las condiciones de material y equipo senci-

l1lo existentes en este laboratorio.

1) Obtencidén de cultivos puros.

Con esta finalidad se extrajeron raices de fresno (Fraxinus --
fresno) atacadas por el hongo, se separaron los rizomorfos de
las raices en dos formas, lavando las raices y tamizando el --

agua con residuos de tierra y rizomorfos, el método mis efi- -
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ciente fue separarlos directamente con una pilnza colocando 1la
raiz bajo el microscopio de diseccidn, los rizomorfos se lava
ron mediante agitacidn mecidnica con soluciones jabonosas y de
sinfectantes, después se pasaron a medio de cultivo de papa -
dextrosa agar con 200 ppm de sulfato de estreptomicina dentro
de tubos de ensayo, mediante las dos metodologilas descritas se
sembraron 600 tubos de ensayo, de los cuales sdlo tres resulta

ron con cultivo puro.

Un método més eficiente fue el que se aplicd en el Gltino paso
del lavado, donde se dejan sumergidos los rizomorfos en agua -
durante 24 horas, logrindose asi sembrar Ginicamente rizomorfos
con crecimiento micelial visible, por este método se sembraron

30 tubos y se obtuvieron 4 cultivos puros del hongo.

2) Multiplicacién de Phymatotrichum omnivorum.

Para multiplicar el hongo se modificd el método Dunlap utili--
zando para ello frascos planos de 250 ml, en donse se coloca--
ron 80 gr de tierra, 35 gramos de sorgo y 50 ml de agua desti-
lada, después de esterilizados se inocularon con el hongo. De
bido a que las semillas de sorgo utilizadas presentaron proble
mas de manejo por su reducido tamafio y a que no siempre se lo-
graba inducir marchitez con ellas, se utilizaron para la multi
plicacidn del hongo semillas de maiz, en este caso se afadie--
ron 60 ml de agua, inoculando el frasco previamente esteriliza

do con el contenido de suelo-semillas-agua con un trozo de ---
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agar llevando el cultivo del hongo. El1 hongo se desarrolld -
bien sobre este substrato formando gran cantidad de rizomor--
fos y esclerocios, el grano de maiz infectado con el micelio

del hongo result6 ser un in6culo muy eficiente.

3) Induccidn de la marchitez en plantas de alfalfa.

a) Efecto de dos niveles de tierra en la marchitez de al--

falfa.

Con el objetivo de determinar si existe un efecto importante

en la induccidn de la enfermedad al utilizar dos cantidades -
distintas de arcilla negra de Houston (HBC), se colocaron 20

y 30 gr de arcilla en tubos de ensayo de 50 ml, se regaron, -
se taparon con algoddn y se esterilizaron en autoclave, al en
friarse se sembraron dos semillas de alfalfa (v.c. Velluda Pe
ruana) previamente desinfectadas, simultineamente a la siem--
bra se efectud la inoculacidn con una semilla de sorgo infec-
tada con el micelio del hongo, coloc&ndola en la superficie -
de la tierra, los tubos se mantuvieron tapados con algodén en
cimara bioclimatica a temperaturas de 26 a 30°C y con 12 ho--
ras de luz al dia. Como testigos se dejaron plantas gin ino~

cular, cada tratamiento consté de 15 repeticiones.

No se observd ninguna influencia de la cantidad de tierra uti
lizada sobre el desarrollo de la enfermedad, ya que todas las

plantas inoculadas murieron entre el noveno y el décimo quinto
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dia, mientras que los testigos permanecieron vivos.

b) Efecto de la luz sobre el desarrollo del hongo y su pa-

togenicidad.

Con el pbjetivo de determinar si la luz afecta el desarrollo
del hongo se efectud esta prueba, en donde se utilizdé la mis-
ma metodologia que en la prueba anterior, con la diferencia -
de que 15 tubos con alfalfa inoculada fueron envueltos en pa-

pel aluminio para evitar la entrada de luz a la seccidn del -

tubo que contenia tierra.

En esta prueba el 100% de las plantas inoculadas murieron en-
tre el noveno y el décimoquinto dia a partir de la inocula- -
cidn, con lo que se concluye que la presencia o ausencia de -
luz no afecta de manera importante el desarrollo del hongo ni

su patogenicidad.

c) Comparacidén de suelos de Nuevo Ledn y arcilla negra de

Houston (HBC) en el desarrollo de la enfermedad.

Con la finalidad de determinar la posibilidad de utilizar tie
rra de Nuevo Leén en vez del HBC sin dejar de obtener buenos

resultados en la induccidén de la enfermedad, se sembraron dos
semillas de alfalfa desinfectadas en los dos tipos de tierra,

dentro de tubos de ensayo de 18 x 150 mm, se regaron con 4 ml
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de agua y el resto de la metodologia es la misma de las prue-

bas anteriores.

Los resultados obtenidos en esta prueba indican que utilizando
cualquiera de los dos tipos de tierra se obtienen los mismos -
resultados, todas las plantas inoculadas murieron entre los 9

y los 15 dias, los testigos presentaron un crecimiento normal.

d) Influencia de 1a materia orgfnica estéril sobre el desa-

rrollo del hongo.

El objetivo de esta prueba fue aumentar el grado en que se de-
sarrolla el hongo y conocer de que manera es €ste afectado por

la adicibdn de materia orgénica estéril a la tierra.

Para realizar esta prueba se incorpord a cada tubo de ensayo -
un gramo de sorgo, las posiciones en que éste se colocd fueron:
sobre la tierra, a mitad del tubo, en el fondo del tubo y un -
gramo mezclado en todo el volumen de la tierra, se utilizd tie
rra de Nuevo Ledén, tubos de ensayo de 18 x 150 mm, en esta - -
prueba no se sembrd ninguna planta, los procesos de humedeci--
miento, tapado con algoddn, esterilizacion e inoculacidén son -
iguales a los anteriormente descritos, la incubacidn fue a 28°

C.

El hongo, después de 10 dias de observacitn, se desarrolld in-
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tensamente en la regidén del tubo que contenia sorgo, mostrando
gran cantidad de rizomorfos y esclerocios, pero en el tubo don
de se mezcld el gramo de sorgo en la tierra, el hongo se desa-
rr0lld con un gran crecimiento en todo el tubo, concluyé&ndose

que la materia organica estéril provoca un aumento en el vigor
de crecimiento del hongo y que para lograr este efecto en su -

mayor expresidn es mejor mezclar el sorgo en la tierra.

e) Efecto de niveles de sorgo en la marchitez de la alfalfa.

Con el objetivo de determinar si la cantidad de sorgo mezclado
en la tierra influye en la enfermedad, se probaron mezclas de

sorgo de 0, 10, 20, 30, y 40% en peso, dentro de tubos de ensa
yo, se utilizé tierra de Nuevo Lebn y se sembraron dos semi- -
llas desinfectadas de alfalfa en cada tubo, se colocaron con -
un fotoperiodo de 12 horas de luz y a una temperatura de 26 a

31°C. Se prepararon 10 tubos por tratamiento y 10 tubos con -

alfalfa sin inocular por cada uno de estos tratamientos.

En esta prueba se presentd el problema de que no en todos los

tubos inoculados se desarroll$ el hongo, por lo que s6lo se --
presentd el 100% de mortalidad en el caso donde se mezcld en -
la tierra 10% de sorgo, con 0 y 20% de sorgo hubo 90% de morta

lidad y con 40% sorgo la mortalidad s6lo fue del 60%.

En los casos donde el hongo si se desarrolld, &ste mostrd un -

desarrollo profuso de rizomorfos y esclerocios, todas las plan



- 109 -

tas infectadas murieron entre el octavo y el décimocuarto dia,
excepto en los tubos en donde no se mezclé sorgo, ya que la --
planta tardd en promedio un dia m&s en morir, los testigos mos
traron crecimiento normal observindose que el sorgo mezclado -
con la tierra no altera el crecimiento de la plintula de alfal

fa.

De esta prueba se concluye que la mejor cantidad de sorgo a --

mezclar en la tierra es del 10% en peso.

f) Comparacidn de dos tipos de inéculo,
Con el objetivo de evitar los problemas que causd§ el grano de
sorgo utilizado como inbculo, ya que €ste se secaba, se compa-
rd su eficiencia con .la de granos de malz infectados con el mi
celio del hongo, para lo cual se sembraron 15 tubos de ensayo
con alfalfa y se inocularon con una semilla de sorgo y otros -
15 tubos se inocularon con semilla de mafz. Se utiliz6 tierra

de Nuevo Lebn mezclada con 10% de sorgo.

Cuando se inoculd con grano de sorgo la mortalidad de las plan
tas de alfalfa fue del 80%, mientras que al utilizar semilla -
de maiz fue del 100% por lo que se concluye que &sta es mejor

forma de efectuar las inoculaciones.

g) Comparacidn de tres tipos de recipientes.

Con 1la finalidad de determinar cual recipiente es mas eficien-

te al utilizarlo en pruebas de induccidén de la enfermedad en -
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alfalfa, se compararon tubos de ensayo de 18 x 150 mm, matra-
ces Erlenmeyer de 250 ml y frascos planos de 250 ml, se utili
26 tierra de Nuevo Lebn mezclada con 10% de sorgo y se colocd
esta mezcla hasta la mitad de la capacidad de los recipientes,
se regaron, taparon con algodbn, esterilizaron, sembraron con
alfalfa y se inocularon con una semilla de sorgo infectada --
con el micelio dei hongo., Para cada tratamiento se ocuparon

10 recipientes inoculados y 10 no inoculados, como testigos.

Las plantas inoculadas en tubos de ensayo presentaron un 100%

de mortalidad, muriendo entre los 8 y 14 dias.

En los matraces y botellas probadas las plantas tambié&n pre--
sentaron un 100% de ﬁortalidad pero tardaron entre 10 y 16 --
dias en morir. Se concluye que el mejor recipiente para indu

cir la marchitez en alfalfa es el tubo de ensayo.

4) Induccifn de la marchitez en plantas de algoddn,
a) Efecto de dos tipos de tierra sobre la marchitez del al-

godbdn.

Con el objetivo de determinar si existe un desarrollo distinto
de la enfermedad al emplear tierra de Nuevo Ledn y arcilla ne-
gra de Houston (HBC), se utilizaron botellas de boca de 6 cm -
de didmetro, se llenaron de tierra, se esterilizaron, en cada
botella se sembraron tres semillas de algoddn desinfectadas y

se inoculd con una semilla de maiz infectada con el micelio --
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del hongo y se mantuvieron tapadas las botellas hasta que 1la
planta emergid de la tierra. Se colocaron a una temperatura

de 26 a 31°C y fotoperiodo de 12 horas.

Ninguna planta murid a causa de la Pudricién Texana, el 30% -
de ellas muri6 antes de tres semanas a causa del ataque de --
hongos contaminantes, se concluye que este mé&todo no fue efi-
ciente en la induccién de la enfermedad en algodbn debido a -
la presencia de una gran cantidad de contaminantes, los cua--
les entraron a la botella al ser destapados cuando la pléntu-

la de algoddbn emergid.

b) Efecto de la tierra esterilizada y no esterilizada so--

bre la marchitez del algodén.

Con el objetivo de determinar si este factor es importante en
la induccidn de la enfermedad, se utilizaron botellas de boca
de 6 cm de didmetro de 1 1t y tierra de Nuevo Lebn, se reali-
z6 el mismo procedimiento de la prueba anterior, con la dife-

rencia de que 7 botellas no se esterilizaron.

En el caso en que se esterilizf la tierra, el 60% de las plan
tas murid® a causa de hongos contaminantes, cuando no se este-

rilizd murieron todas las plantas por contaminaciones.

Se concluye que no es posible inducir la enfermedad en algoddn

con este método, debido a que los contaminantes alteran grande
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mente el desarrollo del hongo y la planta.

¢) Induccidn de la enfermedad en algodén utilizando tubos -

de vidrio de 3.6 cm de difimetro.

El objetivo de esta prueba fue inducir la enfermedad en algo--

d6n evitando la presencia de contaminantes,

Para realizar esta prueba se utilizaron secciones de tubo pro-
venientes de focos de gas neén, los cuales fueron cortados y -
lavados en el laboratorio, la longitud del tubo utilizado fue

de 30 cm, se introdujo en ellos tierra de Nuevo Leén mezclada

con 10% de sorgo hasta una altura de 15 cm, se afiadieron 75 ml
de agua, se taparon con algodén y se esterilizaron, se sembra-
ron con dos semillas de algodSn desinfectadasy 15 tubos se ino
cularon con una semilla de maiz con micelio del hongo, 15 tu--
bos no se inocularon quedando como testigos. Se mantuvieron a

una temperatura de 26 a 32°C.

En los tubos inoculados hubo un 100% de mortalidad y no se pre
sentaron contaminaciones, las plantas murieron entre el noveno
y el décimoquinto dia a partir de la siembra e inoculacidén. --

Las plantas testigo mostraron un crecimiento normal.

Se concluye que para nuestras condiciones de laboratorio €ste

fue el mejor recipiente utilizado en la induccién de la enfer-

medad en algoddn.
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