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RESUMEN

Micorrizacion de Pinus greggii Engelm. como una medida de
prevencion del establecimiento de tres cepas de Fusarium oxysporum
Schlecht. causantes de “damping-off”.

Se estudiaron las relaciones de competencia entre tres especies de
hongos ectomicorricicos (Cantharellus cibarius Fr., Scleroderma verrucosum
Pers. y Lepista nuda Bull. ex Fr. Cooke) y tres cepas de Fusarium oxysporum
Schiecht causantes de “damping-off’ en coniferas. Se implementaron varios
ensayos experimentales in vitro para observar la eficiencia de los hongos
ectomicorricicos en el control del crecimiento y accién del patdgeno. Estos
son: 1) pareados de cultivos de hongo ectemicorricico vs cepas patogenas,
donde solamente Cantharellus cibarius mostro la inhibicion del crecimiento
de las tres cepas de F. oxysporum, 2) Produccién de metabolitos antibidticos
producidos por los hongos ectomicorricicos difusibles a través de
membranas de dialisis, donde los resultados muestran que todos los hongos
micorricicos influyeron en forma negativa en el crecimiento de los patogenos.
Cantharellus cibarius mostré una reduccion mayor formando tambieén una
evidente zona de inhibicion; 3) Efecto de filtrados de cultivos de los hongos
ectomicorricicos en el crecimiento de las cepas patégenas, en el cual se
registré un aumento en la biomasa de las cepas del patdgeno, asi como
variaciones significativas en el pH del medio donde se cultivé originalmente a
L.nuda; 4) Ensayo de patogenicidad, os resultados de este estudio muestran
que hubo un diferente grado de patogenicidad entre las cepas de F.
oxysporum;, y 5) Pareado de plantulas preinoculadas con hongos
ectomicorricicos contra cepas de F.oxysporum, los resultados muestran que
S.verrucosum mostré un comportamiento patogenico con P. greggii, en tanto
que C. cibarius disminuyd la mortalidad de las plantulas en todos los casos
con respecto del control. Se discuten los posibles mecanismos de

resistencia involucrados.
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ABSTRACT

Mycorrhizal inoculation of Pinus greggii Engelm., a strategy to prevent the
establishment of three strains of the damping-off fungus Fusarium oxysporum
Schlecht.

The patterns of competition between three ectomycorrhizal fungl
(Cantharellus cibarius Fr., Scleroderma verrucosum Pers. y Lepista nuda
Bull. ex Fr. Cooke) and three strains of the damping-off fungus Fusarium
oxysporum Schlecht in conifers were studied. Fusarium oxysporum Schelcht.
strains were isolated from conifer roots. Bioassay of the ectomycorrhizal
fungi in vitro was used for showing potential control of ectomycorrhizal fungus
on pathogen growth and function: 1) Pairing of ectomycorrhizal fungus and
pathogen fungus in culture, results showed that Cantharellus cibarius was the
only fungus that inhibited growth of the three strains of Fusarnium oxysporum,
2) Production of diffusable extracellular antibiotic metabolites in culture,
pathogen growth was diminished by all ectomycorrhizal fungus. Canthareflus
cibarius showed a greater growth reduction and a circle of growth inhibition
surrounding the colony; 3) Culture filtrates effect, was pathogens dry weigth
increased by all ectomycorrhizal fungi (P < .0001), at the same time pH
changes occurred only for treatment L nuda; 4) Pathogenicity assay, a
different pathogenicity degree for all strains of F. oxysporum was found, and
5) Seedlings of Pinus greggii Engelm. were inoculated with ectomycorrhizal
fungus and confronted with different concentration of F.oxysporum
(spores/ml), S.verrucosum showed a pathogenic influence in P. greggii
seedlings, while C. cibarius was deterrent against the strain A of F.
oxysporum in all treatments. Possibles resistance mechanisms are discused.

VIII



CAPITULO 1

Introduccioén.

La infeccion de partes aéreas y subteraneas de plantas por hongos
se puede considerar ubicua, y es la regla en biologia vegetal mas que la
excepcion. La definiciéon de enfermedad se ilustra por el desarrollo de
sintomas obvios, por esta razén y por cuestiones econémicas, los estudios
en microbiologia vegetal en los ultimos dos siglos y medio han sido
realizados en topicos fitopatologicos, sin embargo, la mayoria de las
infecciones que se observan en las piantas son de naturaleza micorricica, las
cuales no evidencian sintomas aéreos y resultan benéficas para las plantas,
a menudo incluso determinando su distribucion ecolégica (Pegg & Ayres,
1987).

Casi todas las especies de arboles han coevolucionado con hongos
micorricicos en una fuerte interdependencia simbidtica (Harley & Smith,
1983). En un hospedero solamente, Pseudotsuga menziesii, Trappe, (1977)
estimé que cerca de 2000 especies de hongos pueden formar
ectomicorrizas.

Generalmente se acepta que los hongos ectomicorricicos benefician a
sus hospederas, en primer lugar por mejorar la nutricion mineral, a la vez que
aumentan la resistencia a la sequia y a patégenos (Duchesne et al., 1988,;

Nouaim & Chaussod, 1997).



Los hongos micorricicos son considerados como una extension del
sistema radicular de las plantas a las cuales se asocian, ya que exploran un
volumen mayor de suelo para la obtencién de nutrientes, que el explorado
por las raices mismas.

Las raices de coniferas se asocian a los hongos micorricicos
formando ectomicorrizas, las cuales estan caracterizadas por la formacion de
una capa fungica alrededor de las raices denominada manto, en este tipo de
micorriza €l micelio penetra intercelularmente en la corteza del hospedero,
ademas de inducir cambios en la morfologia de la raiz de la planta
hospedera debidos principalmente a la produccién de hormonas por el hongo
(e.g. auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, terpenos) (Thimann,1969;
Slankis,1973; Gogala,1971; Krupa & Fries, 1971).

Esta relacién cobra importancia al tomar en cuenta a los hongos
patégenos que atacan el sistema radicular de gran cantidad de plantas de
importancia forestal, a nivel de produccidn de plantas enlos viveros,
principalmente en la fase de almacigos, (e.9. hongos del complejo damping-
off: Rhizoctonia solani, Phytophthora, Pythium, Cylindrocarpon, Fusarium), ya
que es bien conocido que la micorrizacién representa una marcada ventaja
en la competencia por el establecimiento y un buen crecimiento en plantulas
y plantas maduras de especies forestales; dada ésta por un aumento en la
superficie de absorcion de agua y nutrientes (e.g. nitrégeno, fosforo, potasio
y calcio), ademas de un aumento en la proteccién contra organismos

patGgenos del suelo (Marx, 1969).



Las relaciones de competencia que se presentan en la naturaleza
entre plantas y animales tales como antagonismo, neutralismo y mutualismo,
también pueden observarse en relaciones fdngicas inter e intraespecificas.
Las asociaciones neufrales y mutualistas pueden ser estudiadas en el
laboratorio; pero no se sabe que tanto de estos resultados pueda aplicarse a
condiciones naturales; en contraste con las antagdnicas, de las cuales se
conoce a un amplio espectro de hongos involucrados en este tipo de
simbiosis (Cooke, 1977).

Los hongos que colonizan las raices incluyen los muy conocidos
patégenos y los mutualistas o micorricicos, y la comparacion de sus
caracteristicas biolégicas (e.g. velocidad de crecimiento, produccién de
metabolitos secundarios) evidencian tanto similaridades como diferencias
entre el parasitismo y simbiosis {Marx, 1973).

En simbiosis con |as raices de las plantas, los hongos ectomicorricicos
forman una barrera fisica para evitar la penetracion de patégenocs, y cambian
las condiciones en la rizésfera, lo que permite el establecimiento de otros
organismos, ademas de estimular a las células de la raiz para la produccién
de sustancias inhibidoras de los patdgenos (Zak, 1964).

Particularmente las relaciones de competencia que se establecen
entre hongos ectomicorricicos y hongos patégenos se llevan a cabo por
circunstancias, como el uso de carbohidratos y otras sustancias quimicas
que pudieran ser utilizadas por los patégenos, asi como por la secrecién de
compuestos antibiticos que inhiben o matan a éstos (Marx & Davey, 1969;

Marx, 1971).



Algunos investigadores han encontrado que algunas especies de
hongos ectomicorricicos (ECM) producen compuestos antibidticos de bajo
peso molecular, que pueden reducir o controlar el desarrollo de la infeccion
de algunas especies agresivas de patégenos radiculares en el suelo (Marx,
1969 y 1972, Kope & Fortin, 1989; Stack & Sinclair, 1975; Sinclair et al.,
1982; Sylvia & Sinclair, 1983b; Bianco, 1988; Duchesne ef a/., 1987)

De esta manera, |la proteccién de las plantas como consecuencia de la
asociacion simbidtica tipo micorriza, esta representada por mecanismos de
defensa inducidos, los cuales pueden ser vistos desde varios niveles:
defensa fisica dada por el manto que proporciona una barrera para la
entrada de organismos patdgenos; defensa bioguimica par la producciéon de
compuestos fendlicos y antibiéticos (Sylvia & Sinclair, 1983b) y defensa
estructural, ya que existen también cambios morfolégicos en la raiz como la
formacién de papilas y estructuras phi (Marx,1969; Marx & Davey,1969;
Bonello, 1991).

Existe gran cantidad de evidencias que indican el antagonismo
existente entre patdégenos radiculares (e.g. Fusarium  oxysporum,
Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani) y hongos ectomicorricicos (e.g.
Paxiflus involutus, Laccaria laccata, Cantharellus cibarius, Suillus granulatus,
Cenoccoccum graniforme, Pisolithus tinctorius) en coniferas, y el papel que
desempenan los hongos ectomicorricicos en |la proteccion de plantulas en
vivero, al reducir drasticamente la severidad del ataque de estos patéogenos y
la mortalidad en las plantas, aun antes de que se forme la micorriza (Stack &

Sinclair, 1975; Sylvia & Sinclair,1983a; Tang et al.,1988; Duchesne et



al. ,1988,198%9a,b; Chakravarty & Unestam,1987; Chakravarty et al.,1989;
Natarajan & Gorindasamy,1990; Sampangiarmaiah & Perrin, 1990;
Farquhard & Peterson,1990,1991; Chakravarty & Huang, 1991; Garza,1991;
Bonello,1991; Cellerino, 1996; Hwang et al, 1996; Yakimenko &
Grodrnitskaya, 1997).

Las asociaciones micorricicas y las patogénicas tienen una importante
semejanza, esta es, que ambas son tipos de parasitismo relacionado
intimamente con las finas raicillas de sus hospederos. Los hongos ECM son
estimulados por las raices de sus hospederos, infectan simbidticamente y
eventualmente transforman |as raicillas en érganos duaies en los cuales las
células corticales estan encerradas en la red de Hartig, aisladas del contacto
con el suelo por el manto fungico; durante la sintesis de la ectomicorriza, el
hospedero responde fisiclogicamente a |a infeccion y al simbionte con ciertas
transformaciones.  De manera parecida, los patégenos de raiz son
estimulados por las raicillas, infectan patogénicamente el tejido
meristematico y el cortex primario inmaduro, ramificandose a todos los
tejidos y causando posteriormente necrosis limitada o extensiva, alcanzando
los tejidos vasculares solamente en los estados de necrosis avanzada. Al
parecer |a endodermis altamente suberizada de Ias raices limita la dispersion
de simbiontes y patégenos en tejido vascular (Marx, 1973).

Las micorrizas incrementan la longevidad de las raicillas debido a la
prevencion del establecimiento de patdgenos del suelo en éstas, mediante
varios mecanismos: a) la utilizacién de los exudados de raices, reduciendo

con esto la cantidad de atrayentes para los patogencs; b) formacion de un



manto y la red de Hartig, que puede ser una barrera fisica para la
penetracion; c¢) produccién de diatretinonitrilo, antibiéticos y quimicos como
las quinonas y los terpenos, que son difundidos © traslocados y que inhiben
la germinacién o el crecimiento de esporas de hongos patdgenos; d)
alteracion de las composicion de la rizésfera, ya que los exudados
micorricicos pueden diversificar la poblacibn microbiana y e) resistencia
inducida en células del hospedero, a través de la formacion de novo de
sustancias protectoras, o la alteracion estructural de las paredes celulares
(Marx, 1973; Barea, 1986, Duchesne et al., 1987).

Los estudios realizados sobre las ectomicorrizas y su efecto en la
resistencia proporcionada contra patégenos del suelo muestran diferentes
hongos ECM, diferentes porcentajes de micorrizacion, variaciones en las
condiciones fisicas en las cuales crecen las plantulas (e.g. pH, temperaturas
diferente) (Cline et al., 1987, Schisler & Linderman, 1989; Strobel & Sinclair,
1991); y al parecer la ectomicorrizacion disminuye la infectividad del suelo;
sin embargo, la eficiencia de la inoculacién con hongos ectomicorricicos
pudiera vanar al ser confrontados con diferente cantidad de indculo de
patégenos.

Del mismo modo, trabajos anteriores han demostrado que los
mecanismos que confieren la resistencia a las plantulas pueden ser muy
distintos, siendo dificil determinar cual es el mas importante (Marx, 1973).

El “damping-off’, es una enfermedad comun ocasionada por un
complejo de hongos, que afecta semillas y plantulas de muchas especies de

plantas, no siendo la excepcion las plantas lefiosas. Tradicionalmente se



reconccen dos tipos principales: el pre-emergente, que afecta a semillas y
semillas recién germinadas antes de emerger de la linea del suelo; y el post-
emergente, que afecta plantulas jovenes hasta que éstas empiezan a
desarrollar tejidos lefiosos. Ambas formas aparecen en viveros y son
causadas por el mismo grupo de hongos. {Landis, 1989).

El “damping off post-emergente*, “caida’, “mal de los almacigos”,
“ahogamiento de las planiulas” o “secadera” se presenta en primer lugar con
una coloracion café amarillenta de la parte basal del tallo (hipocdtilo), casi
inmediatamente después la planta cae, debido a que en la zona del cuello de
la raiz se produce un anillo necrético compuesto de células parenquimaticas
totalmente colapsadas. Tal efecto se presenta por las toxinas caracteristicas
de los hongos patégenos y por la degradacién de la celulosa (Butin &

Peredo, 1986).

1.1 Justificacion,

Se considera que el “damping-off” se presenta frecuentemente en los
viveros y es una de las principales causas de mortalidad en plantulas de
ciertas especies, esta enfermedad ocupa el segundo lugar entre las
enfermedades fungicas de viveros forestales en contenedores en los Estados
Unidos y Canada (Landis, 1989). En Espafa ha sido reportada como
causante de considerables pérdidas tanto en vivero como en invernaderos
(Soldevilla, 1996); por lo cual resulta conveniente estudiar y evaluar aspectos
de competencia entre los hongos ECM y algunos de los patégenos que la

ocasionan. Lo anterior, con el fin de considerar (previa seleccion), a los



primeros como posibles elementos de control biolégico de esta enfermedad,
representando una interesante alternativa bioldgica que puede reemplazar al
tratamiento qQuimico, utilizado frecuentemente en sustratos de viveros que

reproducen especies forestales.

1.2 Hipdtesis.
Algunos hongos ectomicorricicos tienen la capacidad de prevenir el
crecimiento y establecimiento de hongos causantes de “damping-off’ en

VIVeros.

1.3 Objetivos.

Realizar experimentos in vifro con el proposito de observar diferentes
aspectos de competencia entre hongos ectomicorricicos y hongos patégenos
de coniferas.

Caracterizar el crecimiento en cultivo de los hongos ectomicorricicos y
patégenos, ademas de evidenciar la posible produccidén de compuestos
metabdlicos antibidticos por los hongos ectomicorricicos y su accién en el
control del crecimiento de los hongos patégenos.

Evaluar el efecto de la inoculacién de hongos ectomicorricicos en la
prevencién o supresién del “damping-off” en Pinus greggii ocasicnado por
Fusarnium oxysporum en diferentes concentraciones de inoculo, asi como
tratar de establecer el o los posibles mecanismos de control que podrian

estar participando.



CAPITULO 2

Materiales y Métodos.

2.1. Material fungico.
2.1.1 Hongos ectomicorricicos seleccionados.

La seleccidn de los hongos ectomicorricicos se hizo en base a la
amplitud de su rango de hospederos reportada en literatura, a la rapidez de
su crecimiento en medio de cultivo y a los registros existentes sobre posible
actividad antibidtica.

Se emplearon tres especies de hongos ectomicoricicos, que se
asaocian con coniferas y encinos en los bosques del Estado de Nueva Ledn
(Garza et al, 1985, Garza, 1986). Las especies seleccionadas son:
Cantharellus cibarius Fr., Lepista nuda (Bull. ex Fr.) Cooke y Scleroderma
verrucosum Pers.

C. cibarius es una especie secundaria que tiene un alfo nivel de
especificidad, ademas se asocia con arboles maduros y ha sido reportada
con propiedades antibiéticas (Garza, 1991); Moore et al. (1989) lo registran
como simbionte de Pinus sylvesitns y Picea abies.

Lepista nuda es un hongo comun en los bosques de pino y encino de
Nuevo Ledn (Garza, 1985,1986), ademas presenta un amplio rango de
hospederos con los cuales forma ectomicorriza, Trappe (1962) lo registra

como simbionte de Pinus spp., Corylus avellana L. y Fopulus deltoides Bartr.
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Scleroderma verrucosum s una especie pionera que se asocia
frecuentemente con arboles jévenes y posee un amplio rango de hospederos
(Garza, 1991).

El material fungico fue colectado en las localidades “cerro El Potosi”
del municipio de Galeana y “El Encinal” del municipio de lturbide, en el
estado de Nuevo Ledn. El material de referencia se encuentra depositado en
el herbario micolégico de la Facultad de Ciencias Forestales (FCF) de la
UANL.

Cantharellus cibarius y Scleroderma verrucosum se obtuvieron del

cepario de la UANL.

2.1.2 Hongo patégeno seleccionado.

Se emplearon tres cepas de Fusanum oxysporum Schliecht. Que
fueron aisladas de raices de plantulas de Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco, Pinus pseudostrobus Lindl. y Pinus culminicola Andresen & Breaman
afectados por “damping-off” en el vivero del Bosque Escuela de la FCF,
UANL.

La identificacion de la especie de este patégeno se realizd utilizando
las claves especializadas de Booth, (1971); Barnett y Hunter, (1972); y Von
Arx, (1987).

Las cepas fueron seleccionadas por su rapidez de crecimiento en
condiciones de cultivo y por ser mas abundantes (num. de colonias por caja
Petri), ademas de presentarse en las tres especies de coniferas muestreadas

para su aislamiento.
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2.1.3 Medios de cultivo y buffer.

Se utilizaron los siguientes medios: Extracto de Malta Agar (EMA),
Melin-Norkrans Modificade (MMN), Agar-Agua 1% con estreptomicina (AA);
empleandose para su preparacion agua desionizada y purificada. Para la
sintesis de ectomicorrizas in vitro se utilizo el sustrato de “Peat Moss’— perlita
1:4 humedecido con MMN sin extracto de levadura, ni dextrosa. Se empled
una solucion buffer de acido citrico y fosfato para ajustar el ph a 7 (Garza,

1991).

2.1.31 Aislamiento y mantenimiento de cepas de los hongos
ectomicorricicos.

Los cultivos puros fueron obtenidos a partir de porciones del contexto
de los cuerpos fructiferos inoculadas en cajas Petri plasticas estériles (9 cm
diam.) con medio modificado Melin-Norkrans (MMN) como el descrito por
Marx, (1969). Estos se mantuvieron a 25 °C, realizandose transferencias
sucesivas para eliminar contaminantes (Straatsma ef a/.,1985). Los cultivos
se mantuvieron como “stock” en el mismo medio almacenados a 5 °C y se
efectuaron resiembras cada 4-6 meses para reducir los cambios fisiolégicos

que pudieran resultar de resiembras continuas (Marx, 1869).

2.1.3.2 Aislamiento y mantenimiento de cepas del hongo patogeno.
Las raicillas de las plantulas infectadas fueron tratadas con hipoclorito

de sodio * y alcohol * para su desinfeccion superficial (Agrios, 1986). Cada
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raicilla se secciono en 10 partes, las cuales posteriormente fueron colocadas
en cajas Petri de plastico estériles (9 cm diam.) con medio de Extracto de
Malta Agar (EMA) al 2% y MMN. Cada cepa se obtuvo en cultivo puro en
medios de EMA y MMN, y se incub6 a 25°C antes de ser utilizadas en los

experimentos.

2.2 Material vegetal.
2.2.1 Seleccion.

Se selecciond a Pinus greggii debido a que e€s una de las especies
que mas se producen en los viveros de la regidn Noreste de México, ademas
de que en el vivero de la FCF de |la UANL se tienen registros de bajos
porcentajes de germinaciéon y problemas muy frecuentes de “damping-off’.
Esta especie de pino se encuentra asociado con los bosques de P.
cembroides del estade de Nuevo Ledn, junto con enebros (Juniperus spp-) ¥

madrono (Arbutus xalapensis), principalmente (Rzedowski, 1978).

2.2.2 Obtencion de semillas.
Se emplearon semillas de Pinus greggii Engelm., lote registrado en el
Banco de Germoplasma de la FCF de la UANL, con fuente geogréfica “Las

Placetas”, 18 de Marzo, Galeana, N.L." con fecha de colecta de 1997.

2.2.3 Germinacion de las semillas.
Las semillas se estratificaron durante dos dias en H>Oz2 al 1 % a bajas

temperaturas {46 °C), enseguida se realizd la desinfeccidon superficial con
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H>0, al 30 % por 45 min. y finalmente se lavaron agitandose en dos
ocasiones con agua destilada estéril. Posteriormente se transfirieron a cajas
Petri con agar-agua 1 % con estreptomicina (80 ppm} y s€ mantuvieron en la
obscuridad a 25 °C hasta su germinacion (Bonello, 1981).

Se emplearon las plantulas recién germinadas que presentaban una

raiz primaria no mayor de 2 cm de longitud.

2.2.4 Sintesis de ectomicorrizas.

Se emplearon frascos de vidrio de 200 ml conteniendo sustrato
compuesto por “Peat Moss” - perlita 1:4 humedecido con MMN sin agar, ni
carbohidratos en una proporcién de 0.25, los cuales fueron inoculados e
incubados por 1 semana a 25°C en la obscuridad antes de introducir las
plantulas (Garza, 1991).

En los frascos anteriormente descritos se introdujeron las semillas
germinadas asépticamente, posteriormente se sellaron con parafim y se
mantuvieron por una semana en la obscuridad a 25 °C. Los frascos se
colocaron en una camara con un fotoperiodo de 16 hrs luz = 8 hrs
cbscuridad, a una temperatura promedio de 28 °C. La iluminacion fue
provista por una ldmpara Gro-Lux de 20W ubicada a ca. 30 cm de los

frascos.

2.3 Interacciones hongos ectomicorricicos-patégena.
Las fuentes de indculo de los hongos consistieron en discos de micelio

con crecimiento activo en agar MMN de 0.5 cm o 1 cm de didametro, los
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cuales se obtuvieron con sacabocados estériles de los bordes de las colonias

(Garza, 1991).

2.4 Interacciones hospedero-honge ectomicorricico-patégeno.

Se emplearon 4 discos de micelio de los hongos micorricicos y 1 ml de
una suspensién de conidios del patdgeno seleccionado (10°, 10* y 10°
conidios por ml. de agua destilada estéril} para la inoculaciéon de plantulas
(Graham & Linderman, 1983; Duchesne ef a/.,1988).

La suspension se obtuvo afiadiendo 10 ml de agua destilada estéril en
1 caja Petri con el micelio activo del patégeno. Con ayuda de un asa se froto
la superficie de la caja y posteriormente los 10 ml de agua se recuperaron
con una pipeta estéril y se conservé en frasquitos viales de 20 ml con tapén
de rosca (solucion 1). De la solucion 1 se obtuvo 1 ml y se diluyé en 9 ml de
agua destilada estéril {solucién 2), de ésta se tomd una alicuota con una
pipeta Pasteur y se colocd en un portaocbjetos y se cubrid con un
cubreabjetos procediéndose a realizar un conteo directo en 20 campos con el
objetivo de 40 X, en los cuales se registrd el nimero de conidios y se obtuvo
asi un total para los 0.04 ml que representd el volumen examinado.
Posteriormente se multiplicd para obtenerlo para un volumen de 1 ml de la
solucion 2 y después de igual forma para la solucidn 1. Finalmente se

105,463

obtuvo la dilucién requerida ( conidios / ml) mediante dilucién de la

solucion 1 (Farquhar & Peterson, 19380).
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2.5 Cristaleria.

El material de vidrio utilizado en la preparacion de los medios de
cultivo (e.g. matraces Erlenmeyer, tubos de ensaye, frascos de vidrio, pipetas
volumeétricas, agitadores), asi como en el experimentos con medio liquido, se
lavé con detergente y se enjuagl por dos veces para eliminar rastros del

detergente que pudieran alterar el pH de los medios.

2.6 Esterilizacion.

Los medics de cultivo y cristaleria fueron esterilizados en autoclave a
121°C por 15 min. (Blanchard & Tattar, 1981), en el caso del sustrato de
“Peat Moss’ - perlita se prolongd el tiempo de esterilizacion a 1 hora (Molina
& Palmer, 1982). Existen reportes de que sustratos artificiales, como el” Peat
Moss”, perlita y la vermiculita, @ menudo se encuentran infestados con
especies de Pythium, Rhizoctonia y Fusarium, asi como por otros hongos y

bacterias no patogenas (Landis, 1989).

2.7 Descripcion de hongos en cultivo.

Se realizaron descripciones de los cultivos de hongos ECM y de las
cepas patégenas tomando caracteristicas de color de la colonia, forma de
crecimiento, coloracion del medio de cultivo, asi como las caracteristicas del
micelio (e.g. hifas, color en KOH 5%) (ver seccion 3.1).

La velocidad de crecimiento de los hongos se midié en EMA y MMN,

inoculando centralmente cajas Petri de MMN y EMA con cilindros de micelio
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de 0.5 cm de didmetro, registrandose el crecimiento diariamente, hasta que
se llend completamente la caja de Petri o hasta que se detuvo el crecimiento

(Garza, 1991).

2.8 Estudio de competencia.

2.8.1 Pareados de cultivos (hongos ectomicorricicos vs cepas del
hongo patégeno).

Se establecieron pareados en medio de cultivo entre los hongos
ectomicorricicos y las cepas del patégeno, el indculo de cada hongo se
colocé en lados opuestos ca. 4 cm de distancia entre si, en una caja Petri
con medio sélido MMN. Se incubaron a 25°C en la obscuridad por 2
semanas o hasta que su crecimiento se estabilizé. En las combinaciones
establecidas en |a tabla 2.1 y como testigos se tuvieron cultivos individuales
de las especies. Se registré el ancho de la zona de inhibicion en cada
combinacidn establecida (Park, 1970).

Asimismo se registraron caracteristicas sobre el crecimiento del
micelioc de ambos hongos y particularmente en las zonas de contacto, si lo
hubo o en las zonas inhibicion de crecimiento. Las determinaciones visuales
se hicieron cuando los hongos habian estabilizado su crecimiento (Garza,

1991).
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Tabla 2.1

Tratamientos de hongos ectomicorricicos y cepas del hongo patégeno.

HONGO PATOGENO
Fusarium oxysporum
HONGO Cepa A Cepa B CepaC Testigo

ECTOMICORRICICO Micorricico
1 C.cibarius 17A 1/B 1/C 10
2 L. nuda 2/A 2/B 2/C 2/0
3 S. Verrucosum 3/A 3/B 3/C 3/0
Testigo Patégeno 0/A 0/B g/C 0/0

2.8.2 Produccion de compuestos antibioticos difusibles in vitro.

2.8.21 Medio sélido (Membranas de Dialisis).

En cajas Petri se emplearon membranas de dialisis sobre el medio
solido (20 ml MMN), las cuales se incubaron 48 hrs antes y después de
introducir la membrana; en éstas, se inoculd centralmente un disco de S mm
de diametro del hongo ectomicorricico en cuestion, el cual se incubd a 25 °C
en la obscuridad por 14 dias.

Posteriormente se retiraron las membranas con micelio y se
inocularon centralmente con el patdégeno correspondiente a las
combinaciones ya establecidas.

Como testigos se utilizaron cajas inoculadas con cilindros de agar
estéril sobre las membranas de didlisis, las cuales fueron retiradas de la
misma manera que los demas tratamientos y se inocularon con los

patégenos probados (ver tabla 2.1).
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En cada caja se marcaron lineas ortogonales sobre las que se midi6 el
crecimiento radial a intervalos de 24 hrs por 7 dias (Garza, 1991). Como
valor comparativo se considerd el 100 % de crecimiento del patégeno una

colonia de 4.25 cm de radio (promedio del testigo).

2.8.2.2 Medio liquido.

Para estos experimentos se cultivaron los hongos ECM en tubos de
ensaye con 50 ml de MMN estéril ajustado a pH 7, inoculando discos de ca.
1 cm de diametro de indculo. Los tubos estuvieron sellados con torundas de
algodén y gasa y cubiertos con papel aluminio para su incubacion a 25 °C en
la obscuridad por un mes.

El medio se colectd bajo condiciones de presién reducida con bomba
de extraccion en tubos de ensaye de las mismas caracteristicas a través de 2
capas de papel filtro Whatman no. 1 estériles. EIl micelioc recuperado se peso
en fresco y en seco en una balanza analitica para obtener ia biomasa por
diferencia de peso.

Posteriormente, de acuerdo a las combinaciones de los tratamientos
(ver tabla 2.1) se inoculd un disco de 5§ mm de diametro ca. de cultivo puro
de! hongo patégeno correspondiente; se incubaron por 8 dias a 25 °C en la
obscuridad. EIl micelio se recuperd de la misma manera y se cuantificd la
biomasa de cada combinacion.

En ambos experimentos se tuvieron 7 unidades de muestreo para

cada tratamiento (Bonello,1991).
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2.9 Ensayo de patogenicidad.

En frascos de vidrio con sustrato de “Peat Moss™ - perlita 1:4 se
colocaron a crecer plantulas obtenidas asépticamente como se describe en
la seccién 2.2.4, pero sin inéculo del hongo ECM. Posteriormente se
inocularon con 1 ml de una suspension de conidios de las cepas patogenas
(10* conidios / ml) (seccién 2.4) y se mantuvieron en una cimara de
crecimiento. Se registrd la sobrevivencia diariamente (toméndose como
muertas, aquellas plantulas que presentaban micelio scbre su radicula y
oscurecimiento de tejido) (Farquhar & Peterson, 1990). Se emplearon 15

plantulas por cada cepa y el testigo.

2.10 Plantulas preinoculadas con hongos ectomicorricicos vs cepas

de F. oxysporum.

2.10.1 Material fangico.

Se utilizaron las cepas de Cantharellus cibarius y Scleroderma
verrucosum, que mostraron cierto grado de control del crecimiento de las
cepas patdégenas (ver seccion 3.3y 3.4} y la cepa A de Fusarium oxysporum,

que resulto ser la mas agresiva en el ensayo 2.9 (ver seccion 3.5).

2.10.2 Plantulas con in6culo ectomicorricico vs cepas de F. oxysporum.
Se mantuvieron, 10 & mas plantulas por tratamiento (ver tabla 2.2) en
frascos (ver seccion 2.4). Primeramente las plantulas obtenidas de la

germinacion aséptica fueron inoculadas con hongos ECM por 7 dias.
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Posteriormente las plantulas fueron inoculadas con conidios en suspension a
diferentes concentraciones (ver tabla 2.2), posteriormente se mantuvieron en
una camara de crecimiento y se registro la sobrevivencia diariamente, por 10
dias (Stack & Sinclair, 1975). Al décimo dia de la inoculacion, se registré la
fongitud radicular y de la parte aérea de las plantulas sobrevivientes, de
éstas, asi como de las plantulas muertas, se obtuvieron las raices para
realizar preparaciones temporales en KOH 5 %, reactivo de Melzer y Azul de

tripano en lactofenol.

Tabla 2.2

Tratamientos de diferente cantidad de indéculo de cepa A de
F. oxysporum en plantulas inoculadas con C. cibarius y S. verrucosum.

Fusarium oxysporum (conidios/ ml )

HONGO 10° 10° 10° Testigo 0
ECTOMICORRICICO
1 C.cibarius 1/10° 1/10°% 1/10° 1/0
3 S, verrucosum 3/10° 3/10% 3/10° 3/0
D Testigo Qo> 0/10* 0/10° 0/0
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CAPITULO 3

Resultados.

3.1 Descripcion de cultivos puros de hongos ectomicorricicos.

3.1.1 Scleroderma verrucosum Pers,

Creciendo en medio MMN moadificado se observa una colonia de 8.8 a
9 cm de didmetro en 8 dias, color blanco opaco, margen muy irregular al
inicio del crecimiento, que después se uniformiza, con cordones miceliares,
los cuales en algunas partes de la colonia se aglomeran y dan el aspecto de
granulado, no presenta exudados conspicuos, crece superficialmente sin
levantarse mucho del medio, llenando répidamente la caja en pocas
semanas, invadiendo incluso las paredes de la caja, el revés de la colonia
presenta tonos amarillo claro, no se evidencian cambios de color en el medio
de cultivo (ver figura 3.1).

Micelio con abundantes fibulas, con hifas delgadas de color hialino en

KOH 5 %.

3.1.2 Lepista nuda (Bull. ex Fr.) Cooke.
En cultivo desarrolla colonias de 6.8 a 8.3 cm de didmetro en 9 dias,
zonada, de color blanco con tintes vicletas, margen ondulado con

abundantes cordones miceliares de color lila, presenta gotas de agua
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condensadas entre el micelio, de consistencia algodonosa creciendo de una
manera moderada, llenando la caja en pocas semanas, el revés de la colonia
es zonado, con tintes amarillentos, no se evidencian cambios de color en el
medio de cultivo (ver figura 3.2).

Micelio con abundantes fibulas, con hifas gruesas de color hialino en

KOH 5 %.

3.1.3 Cantharellus cibarius Fr.

En culiivo, C. cibarius exhibe diferentes coloraciones de tono blanco
amarillo-naranja, la cepa empleada desarrolla colonias de 1.4 a 3 cm de
diametro en 30 dias, zonadas, de color amarillo-naranja a café rojizo, margen
ondulado, creciendo por debajo de la superficie del medio, el revés de la
colonia es del mismo color, el medio de cultivo cambia a un color mas
obscuro y se licua en algunas partes (ver figura 3.3).

Micelio con abundantes fibulas, hifas delgadas, color amarillo clarc en

KOH 5 %.

Scleroderma verrucosum

Figura 3.1  Cuiltivo puro de Scleroderma verrucosum en MMN.
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Figura 3.3  Cultivo r de Cantharellus cibarius en MMN.

3.1.4 Velocidad de crecimiento de hongos ectomicorricicos.

La velocidad de crecimiento de los tres hongos ectamicorricicos
seleccionados es diferente, ya que L. nuda y 8. verrucosum registraron un
crecimiento rapido con un promedio de 0.840 mm y 0.990 mm por dia,
respectivamente, en tanto que C. cibanus presentd un crecimiento lento
registrando un promedio diario de 0.073 mm. (ver grafica 3.1). Las medias

de crecimiento de los hongos ectomicorricicos seleccionados son diferentes

significativamente (P < 0.05) (ver apéndice 1.1).
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Crecimiento radial (mm)
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Tiempo (dias)

. Sv J

Grafica 3.1  Crecimiento de hongos ectomicorricicos en MMN.

Cc = Cantharellus cibarius, Ln= Lepista nuda y Sv = Scleroderma
verrucosum.

3.2 Hongo patogeno.

Las fres cepas seleccionadas de Fusanum oxysporum Schlecht.
Emend. Snyder & Hansen tienen como principal caracteristica la formacion
de macroconidios lunados o falcados, incoloros y multicelulares (3-5 septos)
de 2760 x 3,5 um que se originan en esporodoquios de color rosado; los
microconidios son uni- o bicelulares en medio de cultivo y miden de 5-12 x
2,2-3,5 pm; presentan clamidosporas esféricas con paredes gruesas aisladas

0 en pares en forma intercalar (ver figura 3.4).
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3.2.1 F. oxysporum cepa A.

La colonia alcanzd 6.44 cm de didametro en 7 dias en MMN, de color
rosa, con crecimiento superficial. Micelio extensivo y algodonoso en cultivo,
con tintes de color violeta, rosa y rojizo, septado, hifas delgadas, hialinas en
KOH & %, con clamidosporas intercalares, macronidios en forma de canoa y
microconidios globosos. Crecimiento promedio diario de 4.6 mm (ver figura

3.5a)

3.2,2 F. oxysporum cepa B.

La colonia alcanzé 7.84 cm de diametro en 7 dias en medio de MMN,
color blanco crema, crece adherida al medio de cultivo, sin formar
prolongaciones aéreas, el micelio es septado, con hifas delgadas, septadas
hialinas en KOH 5 %, conidiéforos cortos con microconidios globosos y
macroconidios lunados con septos transversales.  Crecimiento promedio

diario de 5.6 mm (ver figura 3.5b).

3.2.3 F. oxysporum cepaC.

La colonia alcanzd 6.86 cm de diametro en 7 dias en MMN, color
rojiza, creciendo adherida al medio de cultivo, al madurar con algunas hifas
elevandose formando pequefios monticulos, tiene micelio septado, delgado,
hifas hialinas en KOH 5 %, macronidios en forma de canoa y microconidios

globosos. Crecimiento promedio diario de 4.9 mm (ver fig. 3.5c).
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3.2.4 Velocidad de crecimiento.

La velocidad de crecimiento de las cepas A, B y C de Fusarium
oxysporum resultd ser de 4.6, 56 y 49 mm/dia, respectivamente. Sin
embargo, demostraron ser iguales estadisticamente al 95 % de confianza

(ver gréfica 3.2, y apéndice 1.2).

Crecimiento radial (mm)

Tiempo (dias) —s B

Grafica 3.2 Crecimiento de las cepas A, B y C de F. oxysporum en MMN.



27

Figura 3.4  Principales caracteristicas de Fusarium oxysporum Schiecht.

a) clamidosporas intercalares, b) macroconidios lunados con septos transversales y
microconidios globosos, ¢) Pinus greggii mostrando sintomas de “damping-off’ en el
laboratorio.



Figura 3.5 Caracteristicas macroscopicas de las cepas A, B y C de
Fusarium oxysporum en medio de cultivo de Extracto de Malta Agar (EMA) y
Melin Norkrans Modificado (MMN).
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3.3 Pareados de cultivos (hongos ECM vs cepas del patégeno in
vitro),

El experimento se efectué como se describe en la seccién 2.8.1,
observandose tres tipos de interacciones (sin sobrecrecimiento, con
sobrecrecimiento e inhibicién de crecimiento). Solamente C. cibarius mostré
tener un efecto de disminucion del crecimiento de las tres cepas de F.

oxysporum estudiadas.

3.3.1 Lepista nuda vs cepas del patogeno.

L. nuda no disminuyé el crecimiento de las tres cepas probadas. En
todos los casos se registro contacto entre las colonias, solamente se registro
sobrecrecimiento en el pareado L.n. vs cepa C. No se formé zona de
inhibicidn.  El medio de cultivo mostro ligeros cambios de coloracion

solamente en la confrontacidn con la cepa C (ver figura 3.6 a, tabla 3.1).

3.3.2 Scleroderma verrucosum vs cepas del patégeno.

S. verrucosum no disminuyo el crecimiento de los patégenos. En todos
los casos se registré contacto entre las colonias, sin sobrecrecimiento. En el
area de contacto se observoé lisis de hifas acompanada de un oscurecimiento
del medio de cultivo. No se formé zona de inhibicién (ver figura 3.6 b, tabla

3.1).
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3.3.3 Cantharellus cibarius vs cepas del patégeno.

C. cibarius disminuyd el crecimiento de los tres patégenos probados.
No se registré contacto entre las colonias, ya que C. cibarius produjo
sustancias que se difundieron en el medic de cultivo, dichas sustancias
inhibieron el crecimiento de los hongos patégenos, teniendo la zona de
inhibicién un promedio de 4.8, 5.6 y 6.7 mm de ancho para el patdgenc A, B
y C, respectivamente. En el area de contacto se observé lisis de hifas y
algunas se observaron retorcidas. El medio de cultivo mostré cambios de

coloracion, de un amarillo claro a un color amarillo café (ver figura 3.6 ¢, tabla

3.1).
Tabla 3.1
Tipos de interacciones en cultivo in vitro.
TRATAMIENTOS TiPO DE INTERACCION AREAS DE INTERACCION
L. nudavs

"""" CepaA | 8insobrecrecimiento de | Hifas en confaclo, sin caracteristicas’
.................................... Asobreln | ... Gistintivas

Cepa B Sin sebrecrecimiento de Hifas en contacto, sin caracteristicas
................................... Bsobreln ) ...............dstintives ...

CepaC Con sobrecrecimiento Hifas en contacto, sin caracteristicas

de C sobre Ln distintivas

---------------------------------------------------------------------------------

crecimiento de C por Cce

Cepa A "Sin sobrecrecimiento de | Hifas de contacto con lisis, area oscurecida
.................................... Asobre BY
Cepa B Sin sobrecrecimiento de Hifas de contacto con lisis, area oscurecida
____________________________________ R L TN | S S —
Cepa C Sin sobrecrecimiento de Hifas de cantacte con lisis, area oscurecida
C sobre Sv
C. cibarius vs
"""" Cepa A~ | inhibicibnde | No hubo contacto entre hifas, se observéd
crecimiento de A por Cc lisis de hifas y algunas retorcidas.
........................................................................... area deinhibicion
CepaB Inhibicion de No hubo contacto entre hifas, se observa
crecimiento de B por Cc lisis de hifas y algunas retorcidas
_________________________________________________________________________ érea de inhibicion
CepaC Inhibicion de No hubo contacto entre hifas,

se observé lisis de hifas y algunas
retorcidas. Area de inhibicién
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S. verrucosum vs cepa A S. verrucosum vs cepz B 8. verrucosum vs cepa C

b)

C. cibarius vs cepa A €. cibariys ys cepa B C. cibarius vs cepaC ,
Figura 3.6 Pareados de cultivos en medio MMN. a) Lepista nuda vs cepas A,By
C de F. oxysporum, b) Scleroderma verrucosum vs cepas A, By C de F.
oxysporum, c)Cantharellus cibarius vs cepas A, By C de F. oxysporum.
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34 Efecto de metabolitos producidos por los hongos
ectomicorricicos en el control del crecimiento del patégeno.
3.4.1 Metabolitos difusibles en medio sélido a través de membranas de
dialisis.

El experimento se realizé como se indica en la seccion 2.8.2.1,
encontrandose que dependiendo de las combinaciones flngicas, se obtuvo
una disminucién en mayor o menor grado del crecimiento de las cepas del

patégeno probado (ver tablas 3.2 y 3.3, y grafica 3.3).

Tabla 3.2

Porcentaje de disminucion de crecimiento en las combinaciones fangicas.

Tratamientos Reduccién de Crecimiento (%)
Fusarium oxysporum
2cepa A 2cepa B Z2cepaC
L. nuda’ 3.6 46 4.4
S verrucosum’ 46.9 53 315
C. cibarius ' 34.4 39.1 65.3
Testigo 0 0 0

Y Hongo cultivado sobre la membrana de dialisis.
2 - Hongo cultivado sobre el agar después de la eliminacién de la membrana de didlisis

Tabla 3.3

Medias de crecimiento en las combinaciones fungicas establecidas.

Tratamientos Crecimiento radial (mm)
Fusarium oxysporum
2 cepaA 2cepa B 2cepaC
L nuda’ 30.4a 38.09a 29.46 a
S verrucosum ' 173 b 23.89b 2113 b
C. cibarius ' 494 b 23.98b 10.71b
Testigo 32.2 a 40.04 a 30.83¢

1 = iz s
.- Hongo cultivado sobre la membrana de dialisis.

2. Hongo cuitivado sobre el agar después de la eliminacion de la membrana de dialisis

Las medias acotadas con letras comunes ho son significativamente diferentes (P < _05).




3.4.1.1 Lepista nuda vs cepas patogenas.
L. nuda mostré una pequeria disminucion del crecimiento en los cepas
patogenas confrontadas (A, B y C), un 3.6, 46 y 4.4 %, respectivamente

(figura 3.7, gréfica 3.4a).

L nuda vs cepaA I nuda vs cepaB L nuda vs cepaC

Figura 3.7 Metaboliitos difusibles a través de membrana de dialisis
Lepista nuda vs cepa A, B y C de Fusarium oxysporum.

3.41.2 Scleroderma verrucosum vs cepas patdgenas.
S. verrucosum mostrd una pequefia disminucién del crecimiento de la
cepa B en un 5.3 %; en tanto que las cepas A y C fueron reducidos en un

46.9 y un 31.5 %, respectivamente. (figura 3.8; grafica 3.4b).
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S. verrucosum vs cepa C

Figura 3.8  Metabolitos difusibles a través de membrana de dialisis
S. verrucosum vs cepa A, B y C de Fusarium oxysporum.

3.413 Cantharellus cibarius vs cepas patégenas.

C. cbanus mostré una marcada disminucion del crecimiento de todos
los patogenos, aun cuando estos udltimos muestran un crecimiento muy
rapido. Lacepa A redujo su crecimiento enun 34.4 %, la cepa B presento
una disminucién de 39.1 %; en tanto que la cepa C, fue reducido en un

65.3 %. (figura 3.9; grafica 3.4c).



C.cibsrius vs cepa A C.cibanus vs cepaB C.cibanius vs cepaC

Figura 3.9  Metabolitos difusibles a través de membrana de dialisis
C. cibarius vs cepa A, B y C de Fusarium oxysporum.

E

E

5 Patégenos
g CcvsCP

_E; Lnvs CP

5 Svvs CP

o

0O 1 2 3 4 5 6 7
Tiermpo (dias)
Grafica 3.3 Efecto de los metabolitos producidos por los hongos

ectomicorricicos en el crecimiento de Fusarium oxysporum in vitro.
Cc= Cantharellus cibanus; Ln=Lepista nuda, Sv=Scleroderma verrucosum; y
CP= cepas patdégenas (promedios)



Grafica 3.4

Crecimiento radial (mm)

LnvsA
—1InvsB
——IlnvsC

Crecimienio radial /mm)

=3

? 3 4 5

Tienmpo (dias)

—Sv s A

——SvvsB

SvysC

Crecimiento radial (mm)

Tiempo (dias)

Efecto de los metabolitos producidos por los hongos
ectomicorricicos en el crecimiento de Fusarium oxysporum in vitro.

a) Lepista nuda vs cepas patdgenas, b) Sclerodernma verrucosum vs cepas

patogenas, c) Cantharellus cibarius vs cepas patogenas.
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3.4.2 Produccién de metabolitos de los hongos ectomicorricicos
difusibles en medio liquido.

El! experimento se lievé a cabo como se especifica en la seccidon
2.8.2.2, observandose que los hongos patégenos al ser cultivados en
filtrados de cultivos de hongos ectomicorricicos aumentaron en diferente
proporcién su crecimiento (biomasa), resultando diferentes del testigo,
aungue no entre si (ver tabla 3.4, grafica 3.5); se registraron también ligeras
variaciones del pH del medio de cultive al final del experimento en algunas
combinaciones fungicas, los filtrados de L. nuda mostraron ser diferentes del

resto (ver tabla 3.5, grafica 3.6).

3.4.2.1 Filtrados de cultivo de Lepista nuda vs cepas del patogeno

L. nuda mostrd tener un efecto positivo (i.e. sinergistico) en el control
del crecimiento de las cepas del patégenao probado (ver tabla 3.4).

La cepa A registré un peso seco promedio de 0.2414 gr; la cepa B
registré un peso seco promedio de 0.23689 gr; en tanto que la cepa C registrd
un peso seco promedio de 0.2421 gr, comparados con el testigo que reportd
un promedio de 0.0462 gr, esto representa un 523.46, 512.21 y 521.95 % de
aumento del crecimiento, respectivamente (ver tabla 3.4).

Respecto de los cambios de pH en el medio, se pudo observar que fue
en estas combinaciones donde se mostré una reduccidén mayor respecto del
resto de las confrontaciones, siendo el valor de 6.33 el registrado para Ja
combinacion Ln vs C, seguido por 6.36 de Ln vs A, y finalmente, 6. 38 en Ln

vs B (ver tabla 3.5).



38

3.4.2.2 Filtrados de cultivo de Scleroderma verrucosum vs cepas
del patégeno

S. verrucosum registré un efecto positivo (i.e. sinergistico) en el control
del crecimiento de las cepas patdgenas probadas (ver tabla 3.4).

La cepa A registrdé un peso seco promedio de .2331 gr; la cepa B
registré un peso seco promedio de 0.2349 gr; en tanto que la cepa C registro
un peso seco promedio de 0.2463 gr, comparados con el testigo que reporid
un promedio de 0.0322 gr, esto representa un 722.79, 728.37 y 763.72 % de
aumento del crecimiento, respectivamente (ver tabla 3.4)

En relacién a los cambios de pH del medio se regisird un valor
promedio de 6.40 para Sv vs A |, este mismo valor se regisiré para Svvs B, y

un valor muy cercano de 6.44 para Sv vs C (ver tabla 3.5),

3.4.23 Filtrados de cultivo de Cantharellus cibarius vs cepas del
patogeno

C. cibarius también resulté en un efecto positivo (i.e. sinergistico)
sobre el crecimiento de algunos de los patégenos probados (ver tabla 3.4).

La cepa A registré un peso seco promedia de 0.2873 gr; la cepa B
registré un peso seco promedio de 0.2869 gr; en tanto que la cepa C registro
un peso seco promedio de 0.2069 gr, comparados con el testigo que reportb
un promedio de 0.0365 gr, esto representa un 787.12, 786.02 y 566.85 % de

aumento del crecimiento, respectivamente (ver tabla 3.4).
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Los cambios de pH del medio observados registraron valores
promedio que variaron en unas centésimas, para Cc vs A fue de 6.50, en
tanto que para Cc vs B y Cc vs C fue de 6.46 y 6.43, respectivamente (ver

tabla 3.5).

Tabla 3.4

Biomasa de Fusarium oxysporum (cepas A, B y C) creciendo en filtrados de
cultivos de los hongos ectomicorricicos

Biomasa
Tratamientos Fusarium oxysporum
2 cepaA 2cepa B 2cepaC
{qn % (gn % (@n %

L. nuda’ 2414a | 52346 | 2369a |51221| 2421a [521.9
S verrucosum ' 2331a | 72279 | 2349a |72837] 2463a |7637
C. cibarius ' 2873a | 787.12 | 28692 |786.02 | 2069a |[566.8
Testigo 0365b | 10000 | .0322b [100.00| .0462b | 100.0

"= Hongo cultivado en pnmer lugar por 30 dias

2 - Hongo cultivado después en el fittrado del cultivo del HEM
Las medias acotadas con letras comunes no son significativamente diferentes (P <.05).

Tabla 3.5

Cambios de pH del medio al final del crecimiento de F.oxysporum
(cepas A, By C)

Tratamientos

pH

Fusarium oxysporum

2 cepaA “cepa B 2cepaC
valor % valor % Valor %
cambio cambio cambio
L. nuda’ 6.36 a 9.14 6.38 a 8.86 6.33a 9.57
S verrucosum’ 6.40b 8.57 6.40 b 8.57 6.44b 8.00
C. cibarius ' 8.50 b 7.14 646 b 7.71 6.43b 8.14
Testigo 6.65b 4.96 645b | 836 6.512b 6.96

Ve Hongo cultivado en pnmer lugar por 30 dias
2 - Hongo cultivado después en el filtrada del cultivo del HEM

Las medias acotadas con letras comunes no son significativamente diferentes ( P<.05).




Biomasa
@n

Hongos ectomicorricicos

Grafica 3.5 Biomasa de F. oxysporum (cepas A, B y C) en fiitrados de
cultivos de C. cibarius (Cc), S. verrucosum (Sv), L. nuda (Ln) y Testigo (T)

Sv
Hongos ectomicormricicos

Grafica3.6 pH del medio de cultivo después del crecimiento de F.
oxysporum (cepas A, B y C) en filtrados de cultivos de C. cibarius (Cc), S.
verrgcosum (Sv), L. nuda (L.n) y Testigo (T)
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3.5 Patogenicidad de las cepas de Fusarium oxysporum.

La cepa A de F. oxysporum resulté ser la mas patogénica, seguida
por la C y finalmente por la B. Teniendo porcentajes de mortalidad a la
semana de 100, 61.1 y 45.8 %, respectivamente, en comparacion al 0 % del
testigo. (ver grafica 3.7). Las tres cepas resultaron ser estadisticamente

diferentes del testigo y entre si (ver tabla 3.6; apéndice 1.7).

100 «

Snhrevivencia (%
*
(=]
{

dias después de la inoculacion

Grafica 3.7 Sobrevivencia de plantulas de Pinus greggii con 3 cepas de
Fusarium oxysporum. Las letras A, B y C corresponden a las diferentes
cepas probadas, T es el testigo sin inéculo fungico.

Tabla 3.6

Mortalidad de Pinus greggii con tres cepas de Fusarium oxysporum in vitro

Cepas de Fusanum oxysporum
repeticion A B Cc Testigo
1 100 458 62.5 o
2 100 1.7 53.7 0
3 100 50.0 66.7 0
Promedio 100 a 45.8 b 61.1c 0d

Las medias acotadas con letras comunes no son significabvamente diferentes (P<.01)
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3.6 Plantulas preinoculadas con hongos ECM vs cepa A de Fusarium
oxysporum.

La sintesis de ectomicorrizas in vitro solamente se obtuvo con
Cantharellus cibarius, ya que Scleroderma verrucosum mostré un
comportamiento patogénico en la primer semana de desarrolio (ver figura
3.10), por lo cual el experimento con F. oxysporum cepa A se aplicod
solamente a plantulas inoculadas con C. cibarnus.

El experimento se realiz6 como se describe en la seccién 2.10,
observandose diferencias significativas tanto entre los tratamientos con
diferentes concentraciones de inéculo de F.oxysporum (P= 0.0116) como
entre los tratamientos con/sin C.cibarius (P=0.0045) (apendice 1.8).

Los porcentajes de mortalidad registrados fueron menores en todos
los tratamientos con C. cibanus {Cc) comparados a sus respectivos sin
indculo ectomicorricico (0), respecto de la concentracidon de inéculo de F.
oxysporum cepa A, se observd que los parcentajes de mortalidad registrados
en ambos blogues, la concentracion 10° resulté diferente del testigo y de las
concentraciones 10° y 10* (ver tabla 3.7; grafica 3.8).

Al comparar la mortalidad registrada en el bloque tratado con Cc con
el no inoculado, se observé una disminucién incluso en las concentraciones
menores de F. oxysporum (e.g. 0/10%= 42.9 %, 0/10*= 50 %), con las
concentraciones mayores combinadas con C.cibarius (e.g. Ccl10°= 33.3 %,
Ccl10%=35.3 %) (ver tabla 3.7; grafica 3.9).

Los sintomas de |a enfermedad se presentaron en el tercer y cuarto

dia después de la inoculacion, siendo mas agresiva en el bloque no
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inocuiado con C. cibanus (ver grafica 3.10 b y c); esto se observa mas
claramente en las concentraciones 10%, 10° y 0; en la concentracion 10° se
observé un comportamiento similar pero hasta el sexto dia y séptimo dia (ver

grafica3.10dy e).

Tabla 3.7

Porcentaje de mortalidad en plantulas con y sin C.cibarius (Cc y NM) y
diferente cantidad de inéculo de F.oxysporum

Bloque |Indculo de F.oxysporum (conidios/ml)
10° 10* 108 0

Cc 3333, | 3529, | 1670, | 4.44.

NM 50.00,1 | 50.00 55 | 42.90p1| 25.004

Las medias acotadas con letras comunes no son significativamente diferentes (P<.01)

Figura 3.10 Comportamiento patogénico de S. verrucosum en plantulas
de P. greggii.
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Mortalidad acumulada al décimo dia (%)

(0] 03] (o4 (157

Concentracion de indculo de F.oxysporum (conidios/ml)

Grafica 3.8 Mortalidad de plantulas de P. greggii por diferentes
concentraciones de indculo de F. oxysporum.
Cc= Inoculadas con C. cibarius, NM= No inoculadas con Cc.

Mortalidad acumulada al décimo dia (%)

Plantulas de Pinus greggii con/sin C cibarius

i
Grafica 3.9 Mortalidad de plantulas de P. greggii con C. cibarius (Cc) y
sin inéculo ectomicorricico (NM).

(10 *]= Diferentes concentraciones de F. oxysporum.
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Al medir las plantulas sobrevivientes, se pudo observar que en la
altura, se registraron valores desde 78.1 mm en Cc¢/[10%] hasta 63.5 mm en
NM/[10%, y en la longitud de la raiz, los valores fueron desde 29.25 mm en
NM/O hasta 16.5 mm en Cc/[10%]; aunque en ningln caso se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (ver tabla 3.8, apéndice 1.9 y
1.10). El crecimiento radicular se mostrd muy bajo en todos los tratamientos

(ver figura 3.11).

Tabla 3.8

Longitud de raiz y aitura de plantulas de P. greggii con y sin inéculo de
C. cibarius (Cc y NM) y diferente cantidad de in6culo de F. oxysporum

Tratamiento raiz (mm) Altura (mm)
Conidios/ml [10° ~ [10%  [10° [0 10° [10* T10° O

Cc 16.6 [18.36 [244 (2244 {709 |78 781 [76.27

NM 153 12838 [26.25 [29.25 |67.83 |63.5 |75.75 |73.18

* Medias diferentes estadisticamente con P<.01

Los cortes de raices de las plantulas inoculadas con Cantharellus
cibarius mostraron en la mayoria de los casos solamente el crecimiento de
hifas de C. cibarius en la superficie, sin que hubiera penetracion, incluso
algunas no mostraron crecimiento superficial (ver figura 3.12 c¢); por otro lado,
las no inoculadas con C. cibarius, presentaron una digestion parcial o
completa de los tejidos vasculares caracteristica del “damping-off’ por F.

oxysporum (ver figura 3.12 a y b).




Figura 3.11 Plantulas de P. greggii. Cc = Inoculacién de C.cibanus; A'%=
Cantidad de in6culo de F.oxysporum (conidias/ml). a){0]; b){107]: ¢)[107] y d){10%)
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Figura 3.12 Cortes transversales de raices de plantulas de P. greggii
ay b) con cepa A de F.oxyspérum y sin C. cibarius, c)con cepa A de F.
oxysporum y can C. cibanus y d) testigo.
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Gréfica 3.10 Mortalidad acumulada de plantulas de Pinus greggii por
Fusarium oxysporum cepa A. Cc = C. cibarius; 0 =Sin inoculo micorricico; 10°,
10*, 10% y O = Concentraciones de conidios de F.oxysporum
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CAPITULO 4

Discusion.

Se debe senalar que los hongos ectomicorricicos difieren
marcadamente en sus efectos sobre sus hospederos;, su diversidad
fisiolégica influencia la cantidad de desarrollo micorricico y |la respuesta de
crecimiento de los hospederos (Trappe, 1962; Harley & Smith, 1983). Del
mismo modo varian en la magnitud y naturaleza de su influencia protectora y
en su efectividad contra diversos patégenos (Sarjala, 1990). Por lo que las
diferencias respecto a la adaptabilidad de un hongo micerricico a su
hospedero y a un sitio en particular (Trappe, 1977), su capacidad de control
de patégenos (Sarjala, 1990), asi como la facilidad de aislamiento,
crecimiento en cultivo puro, efectividad como inéculo micelial, rango de
hospederos (Malina & Trappe, 1984), su sobrevivencia y competitividad en
campo (McAfee & Fortin, 1986) deben de considerarse durante la seleccidn
de hongos micorricicos para inoculaciones artificiales de semillas o plantulas.

Los hongos micorricicos crecen lentamente, en comparacion a los que
presentan un habito de crecimiento distinto; sin embargo, el crecimiento entre
ellos mismos es diferente, como lo pudimos observar en la velocidad de
crecimiento de los hongos seleccionados; Melin (1930) senala la intensidad
de crecimiento de los hongos ectomicorricicos en una escala de tres grados:
débil, moderada y buena. Asi, los hongos utilizados en este ftrabajo:
Cantharellus cibarius se ubica en la categoria débil, Lepista nuda como

moderada y Sclerodema verrucosum comao buena (grafica 3.1).
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Por otro lado, han sido reportados con actividad antibictica: C.
cibarius, antibacterial (Marx, 1973) y antifungica (Garza, 1991); L. nuda,
antibacterial y antifungica y Scleroderma spp, antifingica (Marx, 1973); sin
embargo en este estudio, solamente C. cibarius corroboro tal informacion.

Las tres cepas patdgenas aisladas correspondieron a la especie
Fusarium oxysporum. Las especies del género Fusarium son registradas por
Landis, (1989) como las causantes de “damping-off’ en viveros productores
de coniferas en contenedores en Estados Unidos y Canad3; y por Fookhon,
(1996) junto con Pythium spp. en Sarawak. Por ofro lado, F. oxysporum es
reportada como la especie mas abundante en viveros de Pinus radiata con
prablemas de “damping-off’ en Chile (Butin & Peredo, 1986), causando
pudricidn de raiz, achaparramiento y muerte de Pseudotsuga menziesii en
viveros forestales (Stack & Sinclair, 1975, Graham & Linderman, 1983); en
Pinus spp. ( Duchesne et al., 1989b); ademas fue registrada como la mas
patogénica de 6 especies de Fusarium en plantulas de Pseudotsuga
menziesii (Axelrood et af., 1995).

Les sintomas de necrosis observados en las raices y base del tallo de
las plantulas muertas en el laboratorio, son al parecer el resultado de la
produccion de etileno (Swart & Kamerbeek, 1976), la secrecion de toxinas
caracteristicas de las especies de Fusarium y de su capacidad para
descompaner celulosa (Butin & Peredo, 1986).

La interaccidn de microorganismos es una consecuencia de su
crecimiento y desarrollo en el ambiente. Estas interacciones pueden ser

benéficas o perjudiciales; en el primer caso, el aumento del inéculo potencial
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o biomasa para ayudar a un microorganismo a dominar un sustrato en
particular; por otro lado, en el segundo caso, el microorganisme fracasara en
su establecimiento y podria ser eliminado o no del sitio. El término
antagonismo abarca un numero de mecanismos cuyo resultado es la
disminucion o supresion de algunas especies en el suelo, en la rizdsfera o en
procesos de infeccion (Malajczuk, 1983), tal parece ser el caso que nos
compete al hablar de las relaciones que se establecieron en los
experimentos del laboratorio con los cultivos en medio sdlido de los hongos
ectomicorricicos seleccionados y las cepas de F. oxysporum., sin embargo,
en el medio liquido se podria considerar como sinergistica para las cepas del
patégeno.

Las retaciones que se establecen entre hongos ectomicorricicos y
patégenos de raiz generalmente se consideran como antagdnicas, los
estudios que reportan tal hecho sugieren diferentes mecanismos de
resistencia, en donde el manto fungico que forman los hongos ECM es una
barrera mecénica a la penetracién; pero aun en la ausencia de éste, fambién
se observa resistencia, lo que indica una funcidn guimica; a este respecito, la
produccidn de antibiéticos parece ser el mejor candidato (Marx, 1873).

La produccion de sustancias antibidticas por hongos ECM, ya sea
antibacteriales (Marx, 1972; Bianco, 1988) como antifungicas (Marx, 1973,
Pena & Valdéz, 1973, Sylvia & Sinclair, 1983 a, b; Kope & Fortin, 1989; Kope
& Fortin, 1990) ha sido reportada ampliamente; sin embargo, es importante

distinguir entre antibidticos producidos por el hongo simbionte en cultivo puro
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o en basidiocarpos y los que se producen en la asociacidn micorricica
(Rudawska, 1990).

La mayor parte de las confrontaciones realizadas en este estudio
mostraron el control del crecimiento de los patégenos, aunque solamente
Cantharellus cibarius, resultd significativo. Las observaciones directas en
cultivo, en general, no registraron sobrecrecimiento, excepto en el caso de
Lepista nuda con la cepa C, la formacion de una zona de interaccién en el
caso de Scleroderma verrucosum vs A, B y C, ademas de la notoria zona de
inhibicidn en los pareados con Cantharelius cibarius, estas observaciones
también fueron realizadas por Garza, (1991) quien registré la formacién de
una zona de inhibicidon al parear C. cibarius con Pythium oligandrum, otros
pareados con Cylindrocarpon destructans registraron disminucién del
crecimiento y sobrecrecimiento de C. cibarius, este fenémeno lo registra para
Suillus tormentosus con ambos patégenos radiculares. también otros hongos
micorricicos, como Laccaria laccata (Sylvia & Sinclair, 1983b), Leucopaxillus
cerealis var. piceina (Marx, 1969), Lactanus deliciosus, Suillus luteus (Marx,
1969, Pratt, 1971) producen sustancias difusibles que inhiben el crecimiento
micelial y/o la germinacion de esporas de patogenos en cultivo.

La naturaleza de |la antibiosis observada se traté de evidenciar en los
experimentos con membranas de dialisis y filtrados de cultivos, en el caso de
los metabolitos difusibles a través de membranas, los resultados obtenidos
corroboraron los resultades obtenidos en las interacciones directas en

cultivo.
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En el caso de los filtrados se registraron datos inversos, esto es, un
aumento del crecimiento de las cepas patdgenas, menor en los filtrados de L.
nuda y mayor en los filtrados de C. cibanus; Bianco (1988) registrd la
actividad antibidtica de basidiomicetos, sin embargo, algunos de elios (e.g.
Clitocybe infundibuliformis, Scleroderma aurantium, Mycena polygramma)
registraron este fendmenoc solamente en los pareados, no asi en sus
filtrados, 1o mismo ocurrié en los experimentos realizados por Pena & Valdéz
(1973) con aislamientos de hongos micorricicos. Sylvia & Sinclair (1883)
encontraron que las concentraciones de filirados de cultivos de una variedad
micorricica de Laccaria laccata suprimia la germinacién de F. oxysporum en
una relaciéon inversa, a mayor concentracion se presentd una menor
germinacion. Kope & Fortin (1990) registraron actividad antibidtica de
filtrados de cultivos de Pisolithus tinctorius, acompanada de lisis celular e
inhibicion de germinacién de conidias. En 1985, Sampangi & Perrin,
registraron también el antagonismo de L. laccata; perc no el de P. tinctorius.

Estas observaciones nos muestran que son los compuestos
producidos por los hongos ectomicorricicos los responsables de la
disminucién del crecimiento de los patdgenos.

En relacién al aumento del crecimiento en los filtrados de cultivos,
podemos apreciar que tal vez las condiciones de crecimiento no fueron las
adecuadas para el desarrollo eficiente de los hongos micorricicos o para la
conservacion de sus subproductos. Esta evidencia de sinergismo también
podria ser explicada por el desdoblamiento de los carbohidratos presentes a

azucares mas simples en el medio por la accién de los hongos ECM que
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fueron cultivados antes; se ha reportado que el cambio de las condiciones
fisicas y quimicas del suelo (e.g. pH, relacién C/N) altera la disponibilidad de
nutrientes para los microorganismos, incluyendo hongos ECM y patégenos;
los hongos ECM son fuertemente afectados por gradientes ambientales, con
lo que al haber un cambic en tales condiciones se da lugar a la sucesion
fingica, esto es, hongos que requieren compuestos complejos son
sustituidos por hongos que se desarrolian mejor en presencia de compuestos
simples (Bledsoe, 1992).

Los resultados obtenidos en este trabajo al compararlos con los ya
realizados, nos llevan a afirmar la variacién inter- e intraespecifica que
ocurre en los hongos ectomicorricicos, en el particular de la magnitud y
naturaleza de su influencia protectora en las plantulas de pino.

La diferencia observada en la velocidad de crecimiento entre los
hongos ectomicorricicos senala una relacion inversa con su capacidad de
controlar el crecimiento de patdgenos radiculares in vitro.

Y al parecer, la lentitud de crecimiento de C. cibarius, se ve
compensada por la produccién de sustancias inhibidoras, asi como |a rapidez
en L. nuda sin producir compuestos antifungicos, podrian ser estrategias de
adaptacion que les permiten competir por los recursos (e.g. espacio,
nutrientes, hospederos) contra hongos patégenos y otros hongos ECM.

Los cambios celutares y la lisis de hifas observados en las
interacciones directas con los hongos ECM no son nuevos, ya que Kope &
Fortin (1988) registraron la gemacion, ramificacion y aumento de la

septacion, asi como la lisis, con lo que se indica la naturaleza fungitéxica de
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los compuestos producidos. Estos resultados fueron obtenidos también en
medios de cultivos libres de micelio del hongo ectomicorrico, pero con sus
metabolitos; y aunque no se ha establecido que estos cambios tengan
influencia sobre la patogenicidad; se puede asumir que el fenémeno litico
resulta fatal, ya que afecta el desarrollo del hongo (Kope y Fortin, 1989).

La reduccién o inhibicion del crecimiento del patégeno por los hongos
ectomicorricicos acompanada de lisis celular, como la observada en los
experimentos de interacciones directas en cultivo y de metabolitos
ectomicorricicos en medio sdlido fue documentada por Malajczuk (1983) y
Hwang et al. (1996), quienes atribuyen este comportamiento a la produccion
de compuestos antibidticos u otros metabolitos toxicos.

Es indiscutible que los hongos patogenaos siempre han representado
serios problemas en los viveros forestales, y la prevencién de su
establecimiento requiere un manejo cuidadoso de las condiciones de
crecimiento de las plantulas en el mismo (e.g. control quimico) (Huang &
Kuhlman, 1990; Enebazk, ef al., 1990; Wardlaw & Phillips, 1990).

Frecuentemente las formas de produccidon de plantas destruyen la
flora natural de la rizdsfera, incluyendo los hongos micorricicos naturales
(Molina, 1982). Estos disturbios pueden predisponer a las pléntulas al
ataque de patégenos oportunistas, con lo cual la seleccion de hongos
ectomicorricicos para la inoculacién en vivero, no solamente debe basarse
en el beneficio del crecimiento proporcionado al hospedero, sino también en

su capacidad protectora (Chakravarty & Unestam, 1987).
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Los hongos micorricicos exhiben variacién inter- e intraespecifica, del
mismo modo, las cepas de F. oxysporum estudiadas en este trabsjo
mostraron diferencias, no en la sintomatologia que ocasionarcn, sino en su
virulencia, estos resultados confirman los estudios realizados por Pawuk,
(1978) quien encontré que no todas las especies de Fusarium aisladas por
él, tuvieron la capacidad de causar “damping-off’ pre- y/o postemergente en
especies de pino; Graham & Linderman, (1983) obtuvieron resultados
similares al probar 8 aislados de F. oxysporum, de los cuales solamente uno
no ocasiond “‘damping-off’ preemergente. James et al, (1989) tambien
encontraron variaciones en la patogenicidad de diferentes aislados de la
misma especie,

En relaciéon a la patogenicidad de S. verrucosum en plantulas de P.
greggii, Marx (1973) establece similaridades entre las asociaciones
simbidticas con las parasiticas, donde el hospedero controla el grado de
desarrolio de los hongos a través de la secrecién de compuestos. Esie
efecto ha sido asociado con una sustancia activa denominada factor M, y su
identidad y actividad esta relacionada con fosfatidos (Melin & Ramma Das,
1954), citocininas y auxinas (Barea, 1988), etileno y otros metabolitos
intermediarios, los cuales son sintetizados también por los hongos
ectomicorricicos (Kruppa & Fries, 1871; Kruppa et al.,1973; Harley & Smith,
1983).

La reaccion patogénica mostrada por Scleroderma verrucosum al
intentar la sintesis micorricica in vitro con Pinus greggii, puede explicarse con

las evidencias de incompatibilidad entre hongos micorricicos y hospederos
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que se ha observado en otros estudios, las cuales van desde diferencias en
porcentajes de micorrizacidon, como las registradas por Duchesne ef al.
(1987) y Lundeberg (1968) en diferentes procedencias de las mismas
especies de coniferas, inoculadas con las mismas especies de hongos
ectomicorricicos, hasta la acumulacion de taninos en los tejidos hospederos
que induce la muerte de células corticales (Molina, 1982; Molina y Trappe,
1982; Garza, 1990).

La interface hospedero-hongo micorricica en la ectomicorriza no es
una estructura estatica, ya que implica etapas de desarrollo, maduracion y
senescencia; asimismo, su formacion puede ser alterada por la
compatibilidad y el estado fisiolégico de ambos simbiontes y también por las
condiciones ambientales (Duddridge, 1985). Bjérkman, (1970) registré que
plantulas de pino jovenes murieron al ser inoculadas con un hongo
micorricico y que la misma inoculacién en pilantulas de 1 a 2 meses de edad
resultd en un crecimiento muy saludable. Este parece ser el caso que se
presenté con S. verrucosum y P. greggii, ya que en otros estudios realizados
por Arias, (1997) la inoculacidn de plantulas de pino de varios meses de
edad con la cepa de S. verrucosum utilizada en este estudio resulté en una
micorrizacion exitosa.

En relacién a la proteccion proporcionada por C. cibarius en plantulas
de P. greggii premicorrizadas contra F. oxysporum, es importante considerar
el tiempo en el que ocurren las infecciones patogénicas, el cual se da en un
periodo de 6 semanas después de la germinacion (Bloomberg, 1973), y en

virtud de que en este estudio el porcentaje maximo de mortalidad por la cepa
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A del patégeno F. oxysporum en el ensayo de patogenicidad fue registrado al
sexto dia; el estudio examint el efecto protector de C. cibarius contra la cepa
A de F. oxysporum en un periodo de incubacion de 10 dias, previa
micorrizacion por 7 dias.

Muchos investigadores en las Ultimas décadas han mostrado que los
hongos ectomicorricicos son esenciales para el establecimiento y crecimiento
de muchas especies de arboles (Marx, 1971). Ademas su posible uso en el
control biolégico de hongos fitopatégenos ha sido sugerido por Marx (1972),
Duchesne et al. (1988), Chakravarty et al. (1989), Kope & Fortin (1989, 1990),
Bhat et al. (1998), entre otros.

La mortalidad de plantulas en las diferentes concentraciones de
inéculo del patégeno se comporté de la misma manera en ambos
tratamientos (inoculados con Cc y no inoculados), aunque fue menor en la
concentracién baja {[10%]) y mayor en las altas ([10* y 10°]), siendo estas dos
ultimas iguales estadisticamente, a pesar de que la ultima es 10 veces mas
concentrada que la primera, tales resultados permiten concluir que las
enfermedades epidémicas como el “damping-off*, quizé dependan solamente
en su inicio de la concentracion del indculo.

Los resultados obtenidos sugieren el control de F. oxysporum por C.
cibanius, al mostrar la disminucion de la enfermedad en plantulas de P.
greggii. Sin embargo, la forma en que se proporciona esta resistencia puede
ser discutida al comparar los diferentes mecanismos propuestos por Zak,

(1964):
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1°.- La ectomicorrizacion entendida como la penetracion intercelular
en los tejidos del hospedero (red de Hartig) y la formaciéon de un manto que
proporcionara una barrera fisica, no fue importante en este caso ya que en la
mayoria de las raices examinadas |la micortiza aun no se habia establecido o
era incipiente, esto tal vez al tiempo con el que fueron preinoculadas, que fue
de 7 dias, y por el lento crecimiento de C. cibarius, ya registrado en los
experimentos anteriores.

2°.- La hipétesis de competencia por carbohidratos tampoco puede ser
considerada debido al rapido crecimiento del F. oxysporum (4.6 mm/dia) al
compararlo con C. cibarius (0.5 mm/dia), esto es 9.2 veces mas répido el
patégeno que el micorricico; el crecimiento mas acelerado en los patdgenos
a pesar de parecer ventajeso, en este estudio fue disminuido en su actividad.

3°%- La competencia con otros organismos de la rizosfera se puede
descartar debido al tipo de sistema usado.

4°.- El antagonismo mostrado por el micelio de C. cibarius pudo haber
influido en la disminucién del ataque, aunque no siempre se encontraba en
simbiosis, sin embargo, quiza pudo haber desencadenado mecanismos de
defensa previos a la infeccion radicular.

5%~ La proteccion observada debid ser el resultado de la resistencia
inducida en las plantas por las interacciones micorricicas o premicorricicas
que debilitaron el ataque del patégeno, como lo registran también otros
estudios (Sylvia, 1982; Sylvia & Sinclair, 1983 a, b; Chakravarty & Unestam,

1987; Duchesne et a/., 1987).
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La notable reduccion del crecimiento radicular en todos los
tratamientos, podria atribuirse al papel que desempefian algunos
compuestos volatiles como el etileno, que inducen la produccién de raices
laterales (Graham & Linderman, 1979; 1981) y/o inhiben dicho crecimiento,
tal actividad esta estrechamente vinculada a la presencia de auxinas (Abeles,
1973). Ya se ha anotado que entre los productos secundarios de los hongos
ectomicorricicos se encuentran las auxinas, por tal situacién, es posible que
exista alguna relacion entre los datos observados y las cantidades de estos
compuestos en el sistema empleado aunque aqui no se estudiaron. De la
misma manera, F. oxysporum y otros patégencs tienen la capacidad de
producir este gas relacionado con la aparicidn de sintomas de necrosis
(Linderman & Gilbert, 1975; Graham & Linderman, 1979).

El etileno también ha sido reportado como estimulante de la
resistencia de las plantas a infecciones fungicas (Pegg, 1976), sin afectar el
desarrollo de la ectomicorriza (Graham & Linderman, 1981); incluso se han
registrado niveles de produccion de este gas 40 ¢ 30 veces mayor en plantas
micorrizadas al ser comparadas con no micorrizadas (Krupa et al., 1973).

La diferencia enire la relacion patogénica con F. oxysporum y la
simbidtica, es fundamental en los niveles de etileno producidos por la
interaccién hongo-hospedero y en la funcion de éste en el desarrollo de la
enfermedad contra el establecimiento y mantenimiento de la micorriza

(Abeles, 1973).
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CAPITULO 5

Conclusiones.

Los hongos ectomicorricicos seleccionados tienen la capacidad de
controlar el crecimiento de las diferentes cepas de Fusanum oxysporum
probadas.

Los hongos ECM probados mostraron diferente velocidad de
crecimiento, asi como diferente capacidad de control del crecimiento de 1as
cepas patogenas en las confrontaciones directas y en medio sdlido.

Los metabolitos producidos por los hongos ECM en medio liquido
demostraron un efecto sinergistico en el crecimiento de las cepas patégenas.

Las cepas de Fusarium oxysporum mostraron igual comportamiento
en relacién a su crecimiento en medio de cultivo, y un grado diferente de
patogenicidad sobre las plantulas de Pinus greggil.

Algunos hongos ectomicorricicos como la cepa de Cantharellus
cibarius empleada tienen el potencial de producir sustancias antibidticas
contra Fusanum oxysporum, sin embargo, la existencia de variacién
interespecifica de hongos ectomicorricicos en la disminucién del crecimiento
de las cepas de Fusarium oxysporum probadas y en la mortalidad
ocasionada por el ‘damping-off’ que éstas ocasionan, que se observa en
este trabajo, evidencia lo dificil de extrapolar estos resultados a otros hongos
que muestran el habito micaorricico; sin embargo también alerta sobre la

necesidad de que las investigaciones realizadas sobre los métodos
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biolégicos de control de plagas deben incorporar la inoculacion de plantulas
con hongos ectomicorricicos que tengan potencial de proteccion (e.g.
produzcan antibiéticos), ademas de |la conveniente seleccién de aquelios que
tengan altos niveles de rendimiento en cuanto a la estimulacion del
crecimiento de las plantulas; esto debido a que no siempre, esta ultima
caracteristica o la frecuencia de micorriza esta correlacionada con el nivel de
proteccion.

Los resultados aqui obtenidos apoyan en parte el mecanismo de
resistencia propuesto por otros investigadores contra el desarrollo de
patégenos, el cual se ha definidoc como resistencia inducida por la
acumulacién de sustancias antibidticas alrededor de las células coriicales de

la raiz, tales sustancias han sido descritas como compuestos fendlicos.
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APENDICES

Analisis de varianza
11 Crecimiento de HEM.
[ Fv SC Gl CM F Prob. Valor critico
HEM 689 481892 2| 344.740946| 4.40368818| 0.02211934| 3.3541312
ERROR 2113.68407 27| 78.2845951
Total 2803.16596 29
1.2 Crecimiento de cepas patégenas.

FV SC gl CcM F Prob. Valor critico
PATOGENOS | 86.4363225 2| 43.2181612| 0.2871493| 0.74600549| 3.46679485
ERROR 3054.29424 21| 145.442583
Total 3140.73056 23
1.3 Pareados in vitro de hongos ectomicorricicos y cepas de F.

oxysporum

FV sC GL cM F Prob. Valor crit. F
Cepasde F.o. 0.44 3 0.147 1 0.043629 3.863
HEM 97.13 3 32.38 220.7 9.6E-09 3.863
ERROR 1.32 9 0.147
Total 98.89 15
1.4 Efecto de metabolitos micorricicos difusibles a través de

membranas de dialisis en el crecimiento de F. oxysporum (cepas
A, ByC)
FV SC [/} CcM F Prob. Valor critico
Cepas de F.0. 111.28 2 55.64 2.08 0.2088 514
HEM. 772.32 3 257.44 9.52 0.0107 476
ERROR 162.33 6 27.06
Tatal 104593 11
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1.5 Valores de Biomasa de cepas patégenas en filtrados de cultivos
de HEM.
FV SC [¢l] CM F Prob. Valor critico
Cepas de F.o. 0.0005 2 0.0002 0.354 0.715 3.463
HEM, 0.0981 3 0.0327 48.659 0.0001 3.289
ERROR 0.0040 6 0.0007
Total 0.103 11
1.6 Valores de pH en medio de cultivo de cepas patégenas creciendo
en filtrados de HEM
FV SC gl cM F Prob. Valor critico
Cepas de F.0. 0.0091 2 0.0046 1.1338 0.3822 5.1432
HEM. 0.0471 3 0.0157 3.9002 0.0735 4.7571
ERROR 0.0242 6 0.0040
Total 0.0804 11
1.7 Mortalidad de plantulas de Pinus greggii con cepas de F.
oxysporum
FV SC fo/) cMm F Prob. Valor critico
Cepas de F.o. 15386.2847 3 5128.76 354.5| 7.624E-09] 4.06618028
ERROR 115.740741 8 14.47
Total 15502.0255 1
1.7.1 Pruebas de medias. q,01= 6.2, DVS,01= 13.616
Diferencias observadas
Medias A C B T
T 0 100.00 61.11 4583 0
B 45.83 54.17 39.11 0.00[-
c 61.11 38.89 0.00 -
A 100.00 0.00|- - -
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1.8 Mortalidad de plantulas de P. greggii con tratamientos de
inoculacién con C. cibarius y no inoculacién (Cc y NM) y
diferentes concentraciones de conidias de F. oxysporum
[0,10%10% 10%].

Fv SC gl cM F Prob. Valor critico

[107] 1020.35 3 340.12 26.54| 0.01161601] 9.27661858

C.cibarius/NM 762.81 1 762.81 59.53] 0.004526| 10.1279625

ERROR 38.44 3 12.81
Total 1821.61 7
1.8.1 Pruebas de medias. DVS, = 7.59362 y 7.24882; DVS, ;=10.4539 y 9.28923

n=2y4 n=2y4
Quov=4.13y 5.19; Qeos=3 y 4,05
Pares de medias DvsS DIF.OBS.
1|Cc/[105] = Cc/[104] Q.29 1.96
2{Cc/[105]  [dif Ccr103 9.29 16.67
3|Cc/[105) dif Cc/0 9.29 28.89
4/Cc/[105] dif 0/105 10.454 16.67
51Cc/[105] dif 0/104 10.454 16.67
6|Cc/[105) dif.05 |0/103 7.58 9.52
7{Cc/[105] dif.05 |0/0 7.59 8.33
8|Cc/[104) dif Cc/103 9.29 18.63
9[Cc/[104]  |dif Cc/0 9.29 30.85
10|Cc/[104) dif 0/105 10.454 14.7
11jCc/[104) dif 0/104 10.454 14.7
12|Cc/[104]) = 0/103 7.59 7.56
13{Cc/[104] dif.05 |0/0 7.59 10.29
14|Cc/103 dif Ccl0 9.29 12.22
15|Cc/103 dif 0/105 10.454 33.33
16|Cc/103 dif 0/104 10.454 33.33
17|Cc/103 dif 0/103 10.454 26.18
18{Cec/103 dif.05 [0/0 7.59 8.33
19|Cc/0 dif 0/105 10.454 45.56
20{Cc/0 dif 0/104 10.454 45.56
21|Cc/0 dif 0/103 10.454 38.41
22(Cc/0 dif 0/0 10.454 20.56
23[0/105 = 0/104 9.29 0
24|0/105 = 0/103 7.25 714
25]0/105 dif 0/0 9.29 25
26|0/104 = 0/103 7.25 7.14
27|0/104 dif 0/0 9.29 25
28|0/103 dif 0/0 9.29 17.86
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1.8 Longitud de raiz de plantulas de P. greggii con tratamientos de
inoculacién con C. cibarius y no inoculacién (Cc y NM) y
diferentes concentraciones de conidias de F. oxysporum
[0,10°,10% 10°].

FV SC gl cM F Prob. Valor critico

[107 126.44 3 42.15| 3.38188611| 0.17183944| 9.27661858

C.cibarius/NM 38.29 1 38.29| 3.07273337] 0.17790044| 10.1279625

ERROR 37.39 3 12.46
Total 202.12 7

1.10 Altura de plantulas de P. greggii con tratamientos de inoculacion
con C. cibarius y no inoculaciéon (Cc y NM) y diferentes
concentraciones de conidias de F. oxysporum [0,10°,10%, 10°].

FV SC gl CM F Prob. Valor critico
(109 73.3217018 3| 24.4405673| 1.43220418| 0.38747051) 9.27861858
C.cibarius/NM 66.172368 1| 66.172368| 3.87766541| 0.14356163| 10.1279625
ERROR 51.1950061 3| 17.065002
Total 190.689076 7







