Revista de Cicacias Bioldgicas, 13, 1, 1982 79

Efecto del pH en el crecimiento micelial, esporulacion
y germinacion de esporas procedentes de varios aislamientos
monosporicos de Alternaria solani

F. 1zQUIERDO

Dpto. Fitopatologia, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas,
Ciudad de la Habana, Cuba

Recibida; 6 de octubre de 1980
Recibido: 28 de abril de 1981

ABSTRACT. It is well known that a sustrate excessively acid on alka-
line generally inhibit the growth and the development of the fungu
species in laboratory conditions. In this paper was determined the opti-
mal, maximal and minimal pH in the mycelial growth, sporulation and
the spore germination from different monosporic isolates of the phyto-
patogenic Alterncria solani (Ell. & Mart.) Jones & Grout. The optimal
pH in the mycelial growth corresponded between 3,0 — 20, in the
sporulation it was between 2,5 — 62 and in the spore germination
between 3,0 — 7,0, the maximal was always in all the cases at 9,5 and
the minimal 2,0.

RESUMEN. Es conocido que un sustralo excesivamente acide o alca-
lino, generalmente impide un desarrollo adecuado de la especie fun-
gosa que se estudia cn condiciones de laboratoric. Se determind los
pH 4ptimos, maximos y minimos del crecimiento micelial, esporula-
cién de las csporas procedentes de diferentes aislamientos monospé- -
ricos del fitopatégeno Alternaria solani (EH. & Mart) Jones & Grout
en condiciones controladas. Se hallé que el intervalo 6ptimo de pH
en el crecimiento micelial correspondié entre 3,0 —9,0; en la esporu-
lacién de 2,5 —-6,2 y en la germinacién de las esporas de 30—70,
siendo el maximo y el minimo de 9,6 y 2,0. Sz presentd variabilidad
en el comportamiento de los distintos aislamientos monospdricos en
las diferentes fases y dentro de cada fase del ciclo de vida al sufrir
variaciones el pH del sustrato.

INTRODUCCION

Es de conocimiento que, aungue un sustrato contenga todos los nutri-
mentos necesarios, una excesiva acidez o alcalinidad puede impedir que
el hongo los incorpore a su cuerpo vegetativo. Muchos hongos fitopaté-
genos varfan su comportamiento de acuerdo a las concentraciones del
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jon Hidrégeno en el sustrato sobre el cual se desarrolla, variando la es-
cala para la mayoria de ellos entre los pH 3,0 vy 8,0; con una éptima que
varia considerablemente con las especies, variedades y biotipos del pa-
tégeno e igualmente la maxima y la minima.

En ocho razas de un patégeno de la frutilla (Dendrophoma obscurans)
Kausar (7951) encontré que se desarrollaban bien en una escala de pH
que oscilaba entre 3,1 y 9,1. El crecimiento 6ptimo se encontraba de
44 a 62 en una raza era de 4,7; para otras seis de 5,5 y en la restante 6,2.

Kraft y Erwin (7967) estudiaron el comportamiento del crecimiento mi-
celial de dos especies de Pythium al ajustar el pH del sustrato a los va-
lores de 5,9; 6,8 v 7,8 con tampdn de fosfato de potasio a las concentra-
ciones de 0,05 M; 0,1 M y 0,025 M obteniendo el mayor crecimiento a
0,05 M.

Entre las variaciones de pH, el mayor desarrollo micelial se presento
a los valores de 58 v 59.

Charlton (1953) obtuvo buen desarrollo vegetativo en aislamientos de
Alternaria solani a pH entre 5,5-8,0.

En la reproduccién también la concentracion del ion Hidrégeno en el
sustrato ejerce un papel importante., Un sustrato, con todas las fuentes
adecuadas para la esporulacién del hongo, a veces no es eficiente al no
poseer un pH adecuado en csta fase de acuerdo con la especie.

Bonde (7929) encontré que variaciones del pH en el sustrato, no produ-
cen afectaciones en la esporulacién del Alternaria solani, en cepas tanto
cromégenas como no pigmentadas, observando ademés que la coloracién
del medio producido por las cepas cromdgenas varia de color al cam-
‘biar el pH del sustrato.

Charlton (7953) ajusté el pH del medio entre 6,8 y 7,0 con NaOH y CLH
0,1 N, obteniendo buenos rasultados en la esporulacién de este fitopaté-
geno.

En la germinacién de las esporas fungosas, el grado de acidez del sus-
trato, generalmente no resulta un factor limitante durante esta fase.

Se puede asegurar que las esporas pueden germinar dentro de un am-
plio intervalo de pH, favoreciéndose notablemente cuando es més bajo
con relacién al éptimo alcanzado en el crecimiento micelial y en la
esporulacién.
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Doran (1922) en su revision sobre el efecto del pH durante este proceso,
no menciona que éste sea un factor limitante.

Pass y Griffin (1974) obtuvieron un 90% de germinacion en Aspergui-
Itus flavus a pH entre 3,0 y 7,5 después de 12 horas.

Los objetivos propuestos en el prescnte trabajo son los siguientes: De-
terminar el pH 6ptimo en el crecimiento micelial, esporulacién y en la
germinacion de las esporas procedentes de varios aislamientos monos-
péricos del fitopatégeno Alternaria solani en condiciones de in-vitro.

Determinar la existencia de variabilidad en el pH éptimo, maximo y mi-
nimo entre Jas diferzntes cepas de este patdgeno en las fases por la que
atraviesa durante su ciclo de vida.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionan del cepario existente en el laboratorio de Fitopatologia
las cepas To. No. 1, To. No. 4, To. No. 8, To. No. 16, To. No. 23, To. No. 25
y To. No. 31 de acuerdo a determinadas caracteristicas morfolégicas
y fisiolégicas ({zquierdo, 1980).

Un total de doce concentraciones de iones Hidrégeno (pH) se probaron
en un medio basal sélido, constituido por las sales presentes en el medio
Czapek (Alexopoulus, 1962) la cual se le anadié nitrato de sodio 2,0 g/1
como fuente nitrogenada y sacarosa 15 g/l como carbonada, tanto en la
fase de crecimiento vegetativo como en la esporulacién. En la germina-
cién de las esporas se empled el medio basal liquido

La escala del pH probado en el crecimiento vegetativo fue el siguiente:
‘2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 56; 58; 6,0; 62; 64; 7,0, 8,0 9,0.

Los pH probados para la esporulacién se hallan comprendidos entre
4,0 y 7,0, mientras en la germinacién de las esporas se utilizaron pil de
2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 70 y 8,0 ajustandose con CLH o NaOH 0,1 N en un
pHmetro,

Los medios sdlidos con los diferentes pH se esterilizaron en autoclave
a 15 Ib de presién y 121°C durante 15 minutos.

Se sembraron discos miceliales de 2,00 mm de diametro, procedentes de
la periferia de los cultivos seleccionados de 10 a 12 dias en P.D.A,, en los
centros de las placas Petri conteniendo 2l medio basal sélido con los di-
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ferentes pH, incubdndose los cultivos 28°C = 0,5°C durante 12 dias con-
secutivos.

En Ja esporulacion las placas se incubaron a 17°C = 0,5°C, permanecien-
do 10 dias bajo la luz de una lampara fluorescente, mientras en la germi-
nacién la temperatura fue de 28°C = 1°C en la camara himeda duran-
te 24 horas.

La evaluacién del crecimiento micelial se realizé midiendo el didmetro
de la zona de crecimiento {mm) cada dos dias. En la esporulacién se
efectuaron conteos de esporas a los 8 dias en areas circulares de 2,5 mm®.

Se contaron esporas germinadas y no germinadas en el proceso de ger-
minacién a las 24 horas de permanencia en la cAmara htimeda.

Los cultivos se orientarcon en disefios experimentales “Bloques al azar”
los cuales contaban con cinco réplicas v cada una de éstas de un cultivo,
mientras en la germinacién se corresponde con una gota portadora de
esporas.

Los datos se procesaron estadisticamente mediante la aplicacién de los
modelos factoriales, una vez que sufriecron las transformaciones indica-

das por las expresiones matcmaéticas de \/Xu-i- 0,375 v de arcoseno

VX% (Snedecor, 1966) para el caso del % de germinacién de las esporas.

Las medias se compararon mediante la prueba de rango multiple de Dun-
can (1960).

RESULTADOS

El efecto de los diferentes pH sobre el crecimiento micelial puede obser-
varse en la Tabla I donde se sefialan los mayores crecimientos miceliales
entre los pH 3.0 - 9,0, el minimo en 2,0 y el maximo superior a 9,0.

En la Fig. 1 sz muestran las variaciones de coloracién del pigmento
de las cepas cromégenas al presentarse diferentes pH en el sustrato don-
de crecio.

En la Fig. 2 se expone el efecto de las variaciones de pIl en la produc-
cién de esporas en cepas de Alfernaria solani. El pH ¢ptimo como puede
observarse se halla comprendido entre 4,0 v 6,2 en la mayoria de los ais-
lamientos probados.
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TABLA I

Efecto del pH en el crecimiento micelial de aislamientos monospéricos
seleccionados del fitopatdgeno Alternaria solani

pH X Original X Transformados
20 0,00 0,61 ¢
3,0 38,68 6,25 ab
4,0 31,66 5,66 b
5,0 42,26 6,53 a
56 41,35 6,46 ab
58 42,00 6,51 ab
6,0 40,32 6,38 ab
6,2 48,48 699 a
64 44,38 6,66 a
7,0 42,00 6,51 ab
8,0 40,32 6,38 ab
9.0 38,81 6,26 ab

IMedias con letras no coincidentes difieren entre si al p < 0,05 (Ducan’s multiple
range test) ES. X = 0,263

Fig. i. En esta fig. puede observarse el cambio de coloracién de las cepas Cro-
mogenas al variar el pH. De jzquierda a derecha: pH 80; 7.0; 64; 6,2; 6,0: 3.8;
56; 5.0; 40; 30 v 20,
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Fig. 2. Comportamiento de algunos aislamientos monosporicos de Alternaria solani
en la esporulacién al variar el pH.

Los aislamientos To. No. 8, To. No. 16, To. No. 23 y To. No. 31 alcanzaron
el mayor numero de esporas germinadas entre los pH 3,0 - 7,0 tal como
se muestra en la Tabla II. La cepa To. No. 1 produjo mejor germinacion
a los pH de 5,0 a 6,0 y la To. No. 25 a pH 3,0.

DISCUSION

Como se puede observar el pH juega un importante papel en las diferentes
fases por la que atraviesa este fitopatégeno.

El pH 6ptimo alcanzado por los aislamientos se mantuvo en el intervalo
de 3,0 a 90, aunque Charlton (7953) informé haber obtenido un buen
crecimiento vegetativo con un aislamiento de este patégeno entre 5,5-
8.0, coincidiendo en parte con nuestro resultado.

Los filtrados de los aislamientos cromdégenos, mostraron una notable
variacién de coloracion cuando se modificaron los pH del sustrato donde
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crecieron, concordando estas respuestas con la hipotesis emitida por
Bonde (1929).

TABLA II

Comparaciones entre las medias (por ciento de esporas germ nadas)
de los aislamientos de A. Solani a distintos pH

pH X. Original X. Transtcrmadas
20 4,55 124 ¢

3,0 18,80 25,70 a

4,0 17,20 2449 a

5,0 18,05 25,14 a

6,0 14,70 22,55 ab

7,0 9,00 17,47 be

8,0 5,90 14,03 cd

ES. = 17

Medias con letras no coincidentes difieren entre si al p < 0,05 segin ddcima de
rango multiple de Duncan (1960).

El pH éptimo obtenido en la esporulacién se halla comprendido entre
2,0 - 6,0, a pesar de que Charlton (1953) provocé buena esporulacién a
los pH de 6,8 — 7,0, no coincidiendoe con nuestro resultado, estimandose
la posible diferencia el de haber trabajado con un aislamiento distinto.

Los aislamientos monospdricos seleccionados presentaron variabilidad,
en la esporulacién de acuerdo al pH del sustrato, observindose en la
Fig. 2 el pH 6ptimo de cada cepa. Estos resultados constituyen parte de
la caracterizacién de los biotipos que integran los aislamientos de este
fitopatdgeno.

Se evidencia como el pH posee un menor efecto en la germinacion de las
esporas al cumplimentarse esta actividad dentro del intervalo de 3,070,
lo cual resulta bastante amplio.

Es de sefalar la coincidencia de los intervalos d6ptimos de pH para las
distintas fases del ciclo de este fitopatégeno en todos los aislamientos
seleccionados, hallandose sélo una ligera variacion en los méximos que
se extienden en el crecimiento micelial y se estrecha en la esporulaci(’)n,
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El crecimiento 6ptimo del aislamiento To. No. 16 se presentd a pH 6,0,
su esporulacién a 4,0 y la germinacién de sus esporas entre 4,0 - 50 en
otros aislamientos también se observaron semejantes variaciones, mos-
trandose con esto la posible diferenciacion de cepas de este parasito con
so6lo cambiar el pH del sustrato cn los distintos estadios de su ciclo.

CONCLUSIONES

El pH del sustrato es un factor de importancia en el desarrollo de las di-
ferentes fases del ciclo del A. Solani.

Los aislamientos monosporicos de este fitopatdgeno mosiraron variabi-
lidad en el crecimiento vegetativo y en la esporulacion al variar el pH del
sustrato donde se desarrollaron, constituyendo una forma de difzrencia-
cién entre ellos.
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