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MICOBIOTA ASOCIADA CON LAS RAiCES DEL Noqpn INFECTADAS POR
Phymatotrichum omnivorum

por Gerardo Pérez,
Teodoro Herrera y
José A. Samaniego**

FUNGI ASSOCIATED WITH ROOT TISSUE INFECTED BY Phymatotrichum
omnivorum

SUMMARY

The fungal population in pecan roots, attacked by
Phymatotrichum omnivorum, which were obtained from 0-30, 31-60,
61-90, and 91-120 cm depths in the soil was monitored by
culturing root tissue segments in potato-dextrose-agar and
cornmeal-agar. Root segments were washed in running water for
24 h and debarked to expose the discolored areas infected by the
pathogens; pieces of root tissue of 0.5 cm in 1lenght were
obtained from the central area, the area between the center and
the margin, from the marginal area of discolored root tissue, and
from the proximal apparently healthy (white) root tissues outside
the discolored areas. These root tissue segments were surface
sterilized and plated in both media for recuperating and
identifying the fungi. Ph. omnivorum was not recovered from any
tissue related to the different lesion positions. But nine genera
of fungi were recovered, with no difference in frequency of total
colonies related either to depth or position from which the roots
were obtained. Gliocladium roseum, Fusarium spp. and Penicillium
spp. were the fungi isolated in the highest frequency. The
frequency of G. roseum and Fusarium spp. colonies isolated from
roots obtained at 0-60 cm was higher (Chi square, p=0.5) than
those obtained from 61-120 cm, while Penicillium colonies were
isolated at the highest frequency from the lesions in roots
obtained from 91-120 cm. No relationship was found among the
presence of G. roseum, Penicillium spp. and Fusarium spp.

*Modificacién del trabajo de tesis de licenciatura presentada por
el primer autor.

**Campo Agricola Experimental de La Laguna. CIFAP-INIFAP-SARH.
Matamoros, Coah. Apartado Postal No. 1.
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RESUMEN

La micobiota de las raices del nogal invadidas y dafiadas por
Phymatotrichum omnivorum se determiné en secciones de las mismas,
que se extrajeron de cuatro profundidades (0-30, 31-60, 61-90 y
91-120 cm). Después de eliminar 1la <corteza se tomaron
arbitrariamente cuatro tipos de segmentos de 0.5 cm de largo: uno
del centro, otro entre el centro y el margen, un tercero del
margen de la lesién o parte dafada, y el cuarto del tejido sin
dafio visible. Todos los segmentos fueron esterilizados
superficialmente y colocados en papa dextrosa agar o harina de
maiz agar para recobrar los hongos, y para su posterior
identificacién. El nGmero total de hongos recobrados fue similar
en los dos medios de cultivo, en las diferentes posiciones de
donde se tomd el tejido, y en las cuatrg profundidades de las que
se extrajeron las raices (prueba de X“, p=0.05). De los nueve
géneros de hongos aislados, las especies mads frecuentemente
recobradas fueron: Gliocladium roseum, Fusarium  spp. Yy
Penicillium sgp- i la presencia de los dos primeros fue mas alta
(prueba de , p=0.05) entre 0-60 cm gque en las otras dos
profundidades, mientras que Penicillium spp. predomindé en las
raices extraidas de 91-120 cm. No se encontré correlacién
significativa (p=0.05) entre 1la presencia de G. roseum Yy/o
Penicillium spp. y la de Fusarium spp. Ph. omnivorum no fue
aislado de los segmentos de raices del nogal.

INTRODUCCION

"La pudricién texana" se reconoce como una de las 10
enfermedades m&s importantes en plantas causadas por un solo
hongo, Phymatotrichum omnivorum Shear (Duggar), especie que puede
atacar a m&s de 2000 especies de plantas cultivadas y silvestres
(Lyda, 1978). Las plantas que son atacadas y muertas por
Ph. omnivorum forman manchones dentro del campo de cultivo; esta
distribucién, al parecer, se origina por 1la regulacién que la
microbiota nativa del suelo tiene sobre el hongo fitopatégeno
(Baker y Cook, 1974). Estos autores consideran también que el
hongo en cuestidén es un competidor pobre en la materia orgéanica
en descomposicidén y que probablemente pueda defender débilmente
los sustratos que colonizd y que se descomponen en el suelo. Como
hipétesis de este trabajo se plantea la siguiente: las raices
invadidas por Ph. omnivorum son colonizadas inmediatamente por
hongos que se les conoce como fuertemente competidores, como
Trichoderma, Fusarium, Penicillium, etc. Los objetivos de este
trabajo son: 1) determinar la micobiota que coloniza las raices
del nogal después de que son atacadas por dicho hongo
fitopatdégeno; 2) determinar alguna relaciones entre la presencia
de algunos hongos con 1la presencia del fitopatdgeno, y 3)
determinar 1la relacidn entre 1los hongos en 1las raices
consideradas anteriormente.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El presente trabajo se realizé en el Campo
Agricola Experimental de La Laguna, ubicado en el Km 17.5 de la
carretera Torredn-Matamoros, Coahuila.

S8eleccidon del &rbol y procesamiento de sus raices. Dentro del
Campo Experimental se escogié un &arbol de nogal infectado con
Ph. omnivorum, patdégeno determinado por la sintomatologia
avanzada de pudricién texana y presencia de cordones miceliales
sobre la corteza de las raices. A este &rbol se le fueron
descubriendo las raices y se tomaron 25 secciones de longitud y
di&metro variables para cada una de las profundidades de 0 a 30,
31 a 60, 61 a 90 y 91 a 120 cm; a continuacién, las secciones de
raiz se lavaron en una corriente de agua durante 24 h y después
fueron llevadas al laboratorio para su procesamiento.

Seleccidén y tratamiento de las secciones de raices. A cada trozo
de raiz se le separd la corteza, y tanto del tejido visiblemente
afectado como del sano se extrajeron segmentos de aproximadamente
0.5 cm de didmetro. Las ubicaciones de donde se tomaron los
segmentos fueron: una al centro, otra entre el centro y el
margen, la tercera en el margen del tejido afectado, y una mis a
0.5 cm fuera de la lesidén (la parte no dafiada visiblemente). Los
segmentos de raiz se colocaron en una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5% durante dos min y después se lavaron dos veces en
agua destilada estéril. En seguida, cuatro segmentos de cada raiz
se depositaron asépticamente en placas que contenian papa
dextrosa agar (PDA, preparado de acuero al medio M19 descrito por
Stevens, 1981), y otros cuatro segmentos en harina de maiz agar
(HMA, Difco); ambos medios de cultivo se complementaron con
estreptomicina y penicilina, a razén de 50 y 100 mg/l,
respectivamente. Las placas con las raices se incubaron durante
14 dias a 25°C en ©obscuridad, aunque fueron revisadas
periédicamente para registrar las colonias de hongos que
aparecieron, y transferirlos a tubos con PDA para su posterior
identificacién.

Identificacidén de los hongos. Los hongos que aparecieron de los
segmentos de las raices se identificaron hasta género o especie,
seglin 1las caracteristicas de los aislamientos, utilizando las
claves taxondémicas pertinentes. En cada caso, el hongo respectivo
se cultivd en el medio, a la temperatura y el tiempo recomendados
para la observacidén de sus estructuras morfolégicas necesarias
para su identificacidén, y que son propuestos por von Arx (1981),
Domsch et al. (1980) y Ellis (1971).

Andlisis de resultados. Con los valores de las frecuencias de los
hongos que aparecieron en los segmentos de raiz se construyeron
tablas de cogtingencia, y con éstas se procedié a realizar
pruebas de X“; con dichas pruebas se determindé si existian
diferencias en las frecuencias de aparicidén de los hongos de las
raices, de acuerdo con: ubicacién de los tipos de segmentos,
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profundidad de las raices extraidas, medios de cultivo utilizados
y la aparicién de los géneros Fusarium, Gliocladium y Penicillium
que provenian de las raices extraidas a diferentes profundidades
y colocadas en los dos medios de cultivo usados. Con los valores
promedio (con transformacién arcoseno) de 1los hongos méas
representativos que aparecieron en las raices, se procedidé a
obtener una correlacién entre la presencia de G. roseum y/o
Penicillium spp. vs Fusarium spp. Las pruebas estadisticas fueron
disefiadas de acuerdo con Steel y Torrie (1988).

RESULTADOS

Fusarium spp. y G. roseum se recobraron en PDA de todos los
segmentos de raices en las profundidades exploradas, como se
aprecia en la Tabla 1. Un comportamiento semejante al descrito se
presenté al colocar los segmentos de raices en HMA (ver Tabla 2),
aungue en ese medio aparecieron dos hongos gue no se recobraron
en PDA, Corynascus sepedonium y Melanospora sp.

La prueba de x2 aplicada a los valores de las frecuencias
totales de' colonias, indican que los nimeros de colonias que se
recobraron en cada tipo de segmento no fueron diferentes entre
si, como se expresa en la Tabla 3, aunque si hubo una diferencia
en las raices recobradas a 61-90 cm en PDA, y de 61-120 cm en
HMA. La mayor frecuencia de hongos (81%) se recobrd de las raices
extraidas de 0-30 cm y colocadas en HMA, no obstante, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en los promedios de
las colonias recobradas en las distintas profundidades y en los
dos medios de cultivo utilizados, como se ve en las Tablas 4 y
5

En la Tabla 6 se aprecia que existen diferencias
estadisticamente significativas en los valores de frecuencias de
las colonias de Fusarium spp., G. roseum y Penicillium spp.,
recobradas en PDA o HMA de las raices extraidas a las diferentes
profundidades. En el caso de Fusarium spp., la diferencia
seflalada se debe a que se recobrd con mayor frecuencia a 1la
profundidad de 91-120 cm; por el contrario, 1las diferencias
encontradas para G. roseum y Penicillium spp. radican en que
estos hongos se aislaron con mayor frecuencia de las
profundidades de 0 hasta 60 cm.

Las correlaciones entre 1los valores de frecuencia de
aparicién de G. roseum y/o Penicillium spp. vs Fusarium spp. en
todos los casos fueron negativas, con valores de =-0.09 a =-0.73
para Penicillium spp. vVvs Fusarium spp. en PDA y en HMA,
respectivamente; no obstante, en ningan caso fueron
estadisticamente significativas, como se puede ver en la Tabla 7.



Rev. Mex. Mic. 8, 1992

Tabla 1. Hongos aislados en PDA de 1las raices del nogal
invadidas por Phymatotrichum omnivorum

Profundidades de las raices (en cm) y tipos
de segmentosa muestreados (1,2,3, o 4)

Especies de 0-30 31-60 61-20 91-120
hongos 1234 1234 1234 123 4
encontradas

Acremonium sp. TR - - - - + - -+ &g
Alternaria sp. + -+ + + + + + - - - e, e
Doratomyces - - - - - - - + + + = & e
stemonitis

Morton & Smith

Fusarium spp. + 4+ + + + + + + + 4+ + + + + + +
Gliocladium + + + + + 4+ + + + 4+ + + + + + +
roseum Bain

Gliomastix sp. - - -+ - - - - + 4+ + + e
Penicillium spp. + + + + = + - - - - - - -
Trichoderma spp. = e = = owa + + 4+ + - - - -
Colonia estéril - - - - - - - - -+ + + S =

81as ubicaciones de donde se tomaron los segmentos fueron: 1) al
centro, 2) entre el centro y el margen, 3) en el margen del
tejido afectado, y 4) a 0.5 cm (la parte no dafiada visiblemente)
fuera de la lesidn.

b, y - significan el aislamiento o no aislamiento de los hongos,
respectivamente, de las secciones de raiz. g
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Tabla 2. Hongos aislados en HMA de 1las raices del

invadidas por Phymatotrichum omnivorum

nogal

Profundidades de las raices (en cm) y tipos
de segmentosa muestreados (1,2,3, o 4)

Especies de 0-30 31-60 61-20 91-120
hongos 1234 1234 1234 123 4
encontradas

Acremonium sp. -+ 4+ 4P + - - - - - i e
Cladosporium sp. - - - - -—— - - -4 = L
Corynascus - - - - R = o Tl = iy
sepedonium

von Arx

Doratomyces --—— -+ + - ---- - - - -
stemonitis

Morton & Smith

Fusarium spp. + + 4+ + + 4+ + + + + + + + + + +
Gliocladium 4 & # + + + + + + + + + + + +
roseum Bain

Melanospora sp. - - - - -+ - - - - &' & e -
Penicillium spp. + + + - -+ -- 4 - ERSer el
Trichoderma spp. - - - - - - + + + + - - - -

8Las ubicaciones de donde se tomaron los segmentos fueron: 1) al
centro, 2) entre el centro y el margen, 3) en el margen del
tejido afectado, y 4) a 0.5 cm (la parte no dafiada visiblemente)
fuera de la lesiédn.

b, y - significan el aislamiento o no aislamiento de los hongos,
respectivamente, de las secciones de raiz.
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Tabla 3. Pruebas de X2 para los valores de las colonias de
hongos que aparecieron de los cuatro tipos de segmentos
de raices, colocadas en dos medios de cultivo, vy
extraidas de cuatro profundidades

Medio de Profundidad Tipos de segment0557 X< b
cultivo en cm y % de colonias calculadas
1 2 3 4

PDA 0-30 56 56 64 64€ 0.66 ns
31-60 64 68 68 36 7.40 ns
61-90 72 96 72 64 7.90 *
91-120 56 68 76 44 6.18 ns
HMA 0-30 84 88 76 76 1.75 ns
31-60 64 64 56 52 1.12 ns
61-90 64 72 72 96 7.90 *
91-120 84 56 72 44 10.07 *

3las ubicaciones de donde se tomaron los segmentos fueron: 1) al
centro, 2) entre el centro y el margen, 3) en el margen del
tejido afectado, y 4) a 0.5 cm (la parte no dafiada visiblemente)
fuera de la lesién.

bprueba realizada con los valores de las frecuencias de aparicién
de los hongos a partir de 25 raices, por cada uno de los cuatro
tipos de segmentos, en cada profundidad y para cada medio de
cultivo.

cPorcentajes para cada tipo de segmento obtenidos de los valores
del nGmero de colonias gque aparecieron de las raices, éstos al
colocar cuatro segmentos de raiz por placa; una de cada tipo de
segmento; se utilizaron 25 segmentos de raiz por cada tipo (4),
por cada una de las 4 profundidades y en cada uno de los 2 medios
de cultivo usados.

N8No significativos con p=0.05; o * significativo con p=0.05.
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Tabla 4. Prueba de X2 para los valores de las colonias de hongos
que aparecieron de las raices® extraidas de cuatro
profundidades y colocadas en dos medios de cultivo

Profundidad i Xe=
en cm de colonias calculada
0-30 70.5 7 7.68 ns
31-60 59.0
61-90 76.0
91-120 63.5

3las ubicaciones de donde se tomaron los segmentos de raices
fueron: 1) al centro, 2) entre el centro y el margen, 3) en el
margen del tejido afectado, y 4) a 0.5 cm (la parte no dafiada
visiblemente) fuera de la lesidn.

bPorcentajes obtenidos con los valores del nGmero de colonias que
aparecieron de las raices que se extrajeron de cuatro
profundidades y se colocaron en los medios de cultivo usados. Se
utilizaron 25 segmentos de raiz por cada tipo (4), para cada
profundidad (4) y en cada medio de cultivo (2).

Cprueba realizada con los valores de las frecuencias de aparicién
de los hongos a partir de 200 raices (25 por cada uno de los
cuatro tipos de segmentos) en cada profundidad y para cada medio
de cultivo.

NSNo significatives con p=0.05.



Rev. Mex. Mic. 8, 1992

Tabla 5. Prueba de X2 para los valores de las colonias de hongos
que aparecieron de las raices® colocadas en dos medios
de cultivo

Medio de e Xe¥

cultivo de colonias calculada
PDA 64.0 3.26 ns
HMA 70.0

4ras ubicaciones de donde se tomaron los segmentos de raices

fueron: 1) al centro, 2) entre el centro y el margen, 3) en el.

margen del tejido afectado, y 4) a 0.5 cm (la parte no dafiada
visiblemente) fuera de la lesidn.

bPorcentajes obtenidos con los valores del nGmero de colonias que
aparecieron de 1las raices que se colocaron en los medios de
cultivo usados. Se utilizaron 25 segmentos de raiz por cada tipo
(4), para cada profundidad (4) y en cada medio de cultivo (2).

Cprueba realizada con los valores de las frecuencias de aparicién
de los hongos a partir de 400 raices (25 por cada uno de los
cuatro tipos de segmentos) para cada profundidad (4) y por cada
medio de cultivo.

NSNo significativos con p=0.05.
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Tabla 6. Prueba de X2 para los valores de las colonias de
Fusarium spp., Gliocladium roseum y Penicillium spp.
que aparecieron de las raices extraidas de cuatro
profundidades y colocadas en dos medios

Medio de Profundidad %< X*

cultivo Hongos en cm de colonias calculadas

HMA Fusarium spp. 0-30 12 48.94***b

31-60 8
61-90 5
91-120 37
PDA Fusarium spp. 0-30 14 20.42%**
31-60 13
61-90 9
91-120 31

HMA Gliocladium 0-30 37 81.01***

roseum 31-60 50
61-90 9
91-120 3

PDA Gliocladium 6-30 18 32.99%%*

roseum 31-60 29
61-90 9
91-120 2

HMA Penicillium 0-30 25 62.87***

spp- 31-60 2
61-90 0
91-120 2

PDA penicillium 0-30 16 18.57***

spp. 31-60 6
61-90 9
91-120 (4]

qporcentaje obtenido de 100 raices (25 por cada uno de los cuatro

tipos de segmentos),
ultivo.

para cada profundidad y para cada medio de

*, *% o *** significa que existen niveles de significancia con

p= a 0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.



Rev. Mex. Mic. 8, 1992

Tabla 7. Coeficientes de correlacién (r)2 para

81

las relaciones

entre la frecuencia de las colonias que aparecieron de
Gliocladium roseum y/o Penicillium spp. vs Fusarium
spp., aislados de 1las raices del nogal invadidas por

Ph. ommivorum

HMA PDA

Variables GL r GL r
Porciento de Gliocladium 3 -4.0 ns 3 -5.4 ns
roseum vs porciento de
Fusarium spp.
Porciento de Penicillium 3 -0.73 ns 3 -0.09 ns
spp. Vs Fusarium spp.
Porcientos de Gliocladium 3 ~-0.42 ns 3 -0.56 ns

roseum + Penicillium spp.
vs Fusarium spp.

8para calcular la r se utilizé una transformacién
valores de las frecuencias de los hongos.
NSNo significativos con p=0.05.

arcoseno de los
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DISCUSION

El micelio del hongo fitopatégeno deberia de haber sido
aislado, por lo menos, de los segmentos de raiz del margen de la
lesidn que se colocaron en un medio con pocos nutrimentos, como
es el HMA; sin embargo, sblo aparecieron otros hongos. La causa
mds probable de estos resultados es que las raices dque se
procesaron no habian sido recientemente invadidas por el
fitopatdégeno y que estaban recolonizadas por otros hongos, que se
expresaron en los medios de cultivo utilizados; otra causa
posible podria ser que el micelio de los otros hongos crecid mas
rapido en los medios utilizados y enmascard el del fitopatdégeno.

Baker y Cook (1974) plantean que Ph. omnivorum es facilmente
eliminado por 1la competencia de la microbiota presente en las
raices que invadid previamente y gque ya han nmnuerto; esta
hipbétesis parece estar acorde con los resultados obtenidos aqui,
aunque sin descartar las otras probables causas expuestas, de por
qué no se recobrd a Ph. omnivorum de las raices.

Los hongos fitopatdgenos que aparentemente estdn atacando
las raices o los tallos no siempre son recobrados de manera
constante, por lo que se dificulta correlacionar su presencia con
los sintomas de algunas enfermedades en las plantas. Tal es el
caso de Bipolaris sorokiniana (Sacc., en Sorok.) Shoem. y de
Fusarium graminearum Schwabe, que a través de un estudio de tres
afios no se recobraron de manera constante de las plantas de trigo
que evidentemente eran atacadas por estos hongos (Windels vy
Holen, 1989); dichos autores atribuyen sus resultados a los
factores climadticos, que permiten que esos hongos fitopatdégenos
se manifiesten con mayor o menor frecuencia e intensidad dentro
de las lesiones, adem&s de que posiblemente su presencia esté
influida por otros hongos que se desarrollan como colonizadores
secundarios. De manera semejante a la descrita, quizas el micelio
de Ph. omnivorum sea rapidamente desplazado de las raices que va
invadiendo y que no es capaz de defender de la competencia de
otros microorganismos.

En la mayoria de los casos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el nimero de colonias
recobrado en HMA y en PDA de las cuatro posiciones de tejido de
raiz afectado (ver Tabla 3). Se considera que el segmento de raiz
sin dafio evidente ya estaba colonizado por 1los hongos
encontrados, aunque no se hiciera evidente el dafio en las raices.
Los resultados anteriores sugieren que las especies de Fusarium y
Penicillium son dominantes en este tipo de sustrato,
independientemente de la profundidad a la que se extraigan las
raices, y el medio de cultivo que se utilice para aislar los
hongos, aunque no se sabe el papel que desempefian dichas especies
en relacién a wuna posible sustitucién del micelio de Ph.
omnivorum.
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La mayor frecuencia de Fusarium spp., en la profundidad de
91-120 cm, probablemente esté relacionada con las condiciones que
existan a esa profundidad en el suelo, como serian una menor
presién de oxigeno y el grado de descomposicién de las raices.

La colonizacién por hongos de las raices sanas de las
plantas cultivadas es un fenémeno comin, y algunos hongos que
predominan son Gliocladium spp. y Mortierella sp., que colonizan
varias especies de ‘frijol (Parkinson y Clarke, 1961); otros
hongos cominmente aislados de las raices del maiz y de la soya,
ademds de Gliocladium, son Fusarium spp. y Trichoderma spp.
(Young y Kucharek, 1977; Muller y Sinclair, 1985; Chambers,
1987), aunque estos Gltimos hongos se pueden comportar con
patogenicidad variable (Roy y Bourland, 1982; Colyer, 1988;
Windels y Holen, 1989). El papel y la presencia de los hongos en
las raices puede variar por algunos factores como: 1) 1la
fertilizacién nitrogenada, que puede favorecer el. ataque por
Fusarium oxysporum hacia el algoddén (Roy y Bourland, 1982); 2) la
madurez de la planta, como lo describieron Muller y Sinclair
(1985), quienes determinaron que al madurar la planta de soya se
recobraban Phomopsis sp. y Macrophomina sp., en vez de Chaetomium
sp., Yy 3) 1la variabilidad genética de 1las plantas, como 1lo
demostraron Neal et al. (1970), al determinar que las raices de
plantas resistentes a Cochliobolus sativus mantenian ‘una
microbiota distinta a la de plantas susceptibles. Quiz&s todos
los factores descritos que afectan la micobiota de otras plantas
también influyan en las micobiotas asociadas al nogal.

La realizacién de otros trabajos son necesarios para: 1)
determinar 1la frecuencia con la que se puede recobrar Ph.
omnivorum a partir de raices de nogal recientemente invadidas por
este hongo; 2) determinar el papel que desempefian las especies
registradas in situ, usando técnicas semejantes a las descritas
por Arora (1980), y 3) determinar la dinamica de invasién por Ph.
omnivorum y la sucesidén de hongos que le siguen en el proceso de
colonizacién del tejido de las raices de nogal.
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