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RESUMEN

Se realizo el estudio de la capacidad germinativa y de crecimiento de cepas fiingicas queratinoliticas co-
rrespondientes a Microsporum fulvum aisladas de suelos agricolas con y sin aplicacion de los herbicidas
Atrazina, Metribuzin y Alachlor, Para ello fue empleado el medio de Agar Sabouraud Glucosa con concen-
traciones crecientes de esos agroquimicos. No se comprobd diferencias estadisticamente significativas, en
esas etapas del desarrollo, entre las colonias provenientes de parcelas tratadas con Metribuzin y Alachlor y
las testigos, pero las resistentes a Atrazina mostraron mayor capacidad de germinacién y crecimiento con
respecto a los controles, a medida que se incrementé la dosis de ese biocida. El aislamiento de esas cepas
puede constituirse en indicador de un alto grado de polucion por Atrazina, en los suelos.
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RESISTANCE OF MICROSPORUM FUL VUM STRAINS TO PRE-EMERGENCE HERBICIDES

ABSTRACT

The germinative and growth capacity of keratinolytic strains of Microsporum fulvum isolated from prairie soils with
and without the herbicides Atrazine, Metribuzin and Alachlor was studied. Agar Sabouraud Glucose with increasing concen-
trations of these herbicides was used. During the development cycles, there was no statistically significative difference
between the colonies from plots treated with Metribuzin and Alachlor and the controls; however, the strains resistant to
Atrazine showed a greater capacity to germinate and grow with respect to the controls as the dosis of biocide was in-
creased. The isolation of these strains may indicate a high degree of pollution produced by Atrazine in soils.
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INTRODUCCION

El uso continuado de diversos herbicidas en la
produccién agricola, motiva el interés por cono-
cer la influencia de tales agroguimicos sobre las
poblaciones microbianas que interactian en los
suelos cultivables y que directa o indirectamente
reciben tales productos (Anderson et al., 1981;
Atlas et al., 1978; Johnen, 1978; Tu y Mites,
1976). Esa biomasa, que estd intimamente relacio-
nada con la estructura de los suelos y por lo tanto
con la vida terrestre, abarca muy diversas comuni-
dades fungicas, entre ellas las reconocidas como
queratinoliticas y a la vez patégenas para el hom-
bre. Sobre tales poblaciones, hemos observado en
experiencias anteriores (Alvarez et al, 1986) un
efecto depresivo en la viabilidad de algunos de esos
grupos al practicarse tratamientos desmalezantes
a las dosis habituales con Atrazina, Metribuzin y
Alachlor, en suelos cultivados.

Se comprobo, ademds, en un posterior estudio
(Alvarez et al., 1988), que al aumentar la con-
centracion de tales herbicidas, en condiciones
de laboratorio, se inhibe el crecimiento y la ger-
minacion de cepas de Microsporum  fulvum,
Microsporum  gypseum, Keratinomyces ajello,
aisladas de las parcelas experimentales. Asimismo,
las colonias de M. fulvum, con el mayor desarro-
llo en los muestreos pertenecientes a los sectores
tratados con los fitotoxicos referidos, mostraron
un comportamiento distinto del de las colonias
testigos en cuanto a la capacidad de utilizar dife-
rentes compuestos carbonados y nitrogenados,
comportamiento que los ubica como resistentes y
a la vez seleccionadas por la accién herbicida. |

Con esas cepas de M fulvum se estudié la
evolucion del crecimiento y la capacidad germi-
nativa de sus conidios, en presencia de concen-
traciones crecientes de Atrazina, Metribuzin y
Alachlor, a fin de comprobar si el aumento en las
dosis puede determinar, no solo cambios bioqui-
micos, sino también a nivel de las etapas del de-
sarrollo que permiten la continuidad de esa pobla-
cién en los suelos.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de M. fulvum en estudio fueron ob-
tenidas de parcelas de suelos cultivables, a los 30
dias de ser tratados con los herbicidas preemergen-
tes: Atrazina (2-cloro-4{(etil-amino) 6 (isopropil-
amino) 5 -triazina), Metribuzin (4-amino-61,1-
dimetil)-3{metiltio)-1,2 4-triazina-5 (4H)-one) vy
Alachlor (2-cloro{2,6 dietil)-N-(metometil)-ace-
tamida) a la concentracién de 2,5 ppm, conside-
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rando las colonias aisladas de un cuarto sector sin
ningin tratamiento como testigos. Se trabajo as,
en el desarrollo experimental, con cepas de M. ful-
yum de suelos sin herbicida (Cepa 1) y con apli-
cacion de Atrazina (Cepa 2), Metribuzin (Cepa 3)
y Alachlor (Cepa 4).

A partir de esas colonias de 15 dias de siembra
en medio de Agar Sabouraud Glucosa, se reali-
zaron suspensiones de sus macroconidios, en igual
sustrato liquido y por agitacion en el Vortex, has-
ta alcanzar una concentracién aproximada de los
mismos de 10* por ml.

A tales suspensiones fueron adicionados los tres
herbicidas del ensayo para tener las concentra-
ciones de 5, 10, 25 y 50 ppm, efectudndose cada
cultivo por triplicado. Con esas siembras incuba-
das en bafio agitado a 28°C, se realizo el recuento
de macroconidios germinados sobre un total de
100, considerando la formacion de un tubo ger-
minativo cuando se superaba longitudinalmente
el didmetro transversal mayor de los conidios.

Para conocer el efecto de los herbicidas refe-
ridos sobre el crecimiento de las cepas M. fulvum
en sus cuatro variables, se practicd con colonias
de 15 dias de desarrollo el repique de porciones
de micelio de alrededor de 2 mm de didmetro en
cajas de Petri con medio de Agar Sabouraud Glu-
cosa mds el agregado de Atrazina, Metribuzin y
Alachlor hasta tener concentraciones de 5, 10, 25
v 50 ppm de cada biocida. Las siembras asi efec-
tuadas se incubaron a 28° C durante dos semanas,
determindndose a intervalos de tres dias el didme-
tro promedio por duplicado. Aunque generalmen-
te se acepta que el peso seco del micelio refleja
mds exactamente su grado de desarrollo, la ex-
tensiéon radial es de gran significacion ecologica
puesto que la colonizacién va a depender de ese
pardmetro.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se
llevd a cabo mediante la técnica de comparacion
de dos promedios independientes para cada con-
centracion (*‘t” de Student), con un nivel de sig-
nificacion del 5 %. Al analizar la capacidad ger-
minativa de cada cepa, se trabajo con variable
transformadora por tratarse de porcentajes.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se consignan los porcentajes pro-
medios de conidios germinados al cabo de 12 horas
de incubacion, correspondientes a las cepas de
M. fulvum, aisladas de suelos no tratados y con
aplicacién de los herbicidas.
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Tabla 1. Comparacion estadistica de los porcentajes de conidios germinados al cabo de 12 horas de siembra, correspon-
dientes a cepas de Microsporum fulvum aisladas de suelos sin tratamiento con herbicida (Cepa 1) y con aplicacion de
Atrazina (Cepa 2), Metribuzin (Cepa 3) y Alachlor (Cepa 4).

Concen- Promedio del % de Valor de| Concen- Promedio del %de Valor de[ Concen- Promedio del % de Valor de
tracion de  conidios germi- t tracion de  conidios germi- t Itracién de  conidios germi- t
Atrazina nados Metribuzin nados ! Alachlor nados
(ppm) Cepa2 Cepal (ppm)  Cepa3 Cepal ! (ppm) Cepad4 Cepal
Il
0 34.0 30.5 0.026* 0 32.0 30.5 0.71% i 0 37.5 30.5 —2.51%+*
5 24.5 12.5 4.32% 5 13.0 11.5 1.35% | 5 5.0 8.5 — 2.B5%F
10 15.0 11.0 2.80% | 10 10.5 10.0 0.22* | 10 4.5 6.5 — 1.30%*
25 13.5 9.0 3.73% | 25 7.5 5.5 %2311, 25 2.5 0 -
50 115 9.5 1.28% | 50 0 0 - | 50 0 0 ~
s Valor significativo pard t ) 2.92 (a: 0.05)
Gt Valor significativo parat (— 2.92 (a: 0.05)

Considerando los datos obtenidos para Atra-
zina, se comprueba que los porcentajes medios de
conidios germinados son estadisticamente simila-
res cuando no hay agregado de ese producto al
medio de cultivo, pero la capacidad germinativa
es significativamente mayor cuando su concentra-
cién alcanza a 5y 25 ppm (para e = 0,05,1=2.92).

Considerando los datos obtenidos como resul-
tado del tratamiento con Metribuzin y Alachlor,
no se observan diferencias significativas entre los

porcentajes de conidios germinados entre las Ce-
pas 3, 4 y la Cepa 1, salvo con una concentra-
cion de 25 ppm de Alachlor, a la que la Cepa 1
presenta inhibicion total y la Cepa 4 produce un
2,5 % de conidios germinados.

En la Tabla 2 se incluyen los didmetros pro-
medios correspondientes al desarrollo en Agar Sa-
bouraud Glucosa con cantidades crecientes de los
herbicidas de prueba y sin la incorporacién de
los mismos.

Tabla 2. Comparaci6n estadistica del didgmetro promedio de las colonias de Microsporum fulvum aisladas de suelos sin tra-
tamiento con herbicida (Cepa 1) ¥ con aplicacion de Atrazina (Cepa 2), Metribuzin (Cepa 3) y Alachlor (Cepa 4) al

cabo de 15 dras de siembra.

Concen- Didmetro promedio Valor de| Coneen- Didmetro promedio Valor del Concen- Didmetro promedio Valor de

tracidn de  de las colonias t tracion de  de las colonias t  [tracion de  de las colonias t

Atrazina (mm) Metribuzin (mm) ' Alachlor (mm)

(ppm) Cepa2 Cepal (ppm} Cepa3 Cepa4d i (ppm) Cepad Cepal

0 72.0 71.0 0.71% 0 69.0 71.0 -1.38**! 0 69.0 71.0 —-1.38**
5 63.5 34.5 18.30* 5 62.5 65.5 -— 1,89**i 5 34.0 31.5 J it
10 62.0 33.5 15.80% 10 36.0 36.0 0 10 27.5 315 —2,17%*
25 62.0 43.0 5.82% 25 0 0 - | 25 0 0 -
50 49.0 45.0 4.0* 50 Q 0 - ] 50 0 0 -

L Valor significativo parat ) 2.92 (a: 0.05)

ik Valor significativo parat ¢ —2.92 (a: 0.05)

En el medio con Atrazina, a las concentracio-
nes de 5, 10, 25 y 50 ppm, las colonias alcanzan
con respecto a los controles un didmetro signifi-
cativamente mayor (a = 0,05, t = 2,92), aumento
que va disminuyendo paulatinamente a medida
que se incrementa la dosis del herbicida; sin
agregado del mismo no se demuestra variacion

en los didmetros promedios comparados.

Con la incorporacion de Metribuzin a las con-
centraciones de 5 y 10 ppm, no hay diferencias
entre las dos cepas estudiadas, y con 25 y 50
ppm en ambas se produce la inhibicion del desa-
rrollo; igual comportamiento se tiene con Al-
chlor.
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DISCUSION

De acuerdo con estos resultados, las cepas de
M. fulvum que han demostrado ser resistentes,
en los suelos, a la aplicacion de Metribuzin y
Alachlor, en la dosis de 2, 5 ppm, al incremen-
tarse in vitro las concentraciones de tales com-
puestos, no manifiestan variaciones significativas
con respecto a las colonias testigos, en cuanto al
efecto represivo e inhibitorio sobre el proceso de
la germinacion y en las etapas del desarrollo.

Cuando ese incremento estd dado por Atra-
zina, las cepas tolerantes estarian en mejores con-
diciones de crecimiento y expansion micelial que
aquéllas que no experimentaron una adaptacion
previa a un medio con ese agroquimico. Esa
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a: Cepa 1, aislada de suelos sin herbicida.
e Cepa 2, aislada de suelos con aplicacién de Atrazina.

Datos obtenidos por duplicado a los 15 dias de siem-
bra.

Fig. 1. Influencia de Atrazina sobre el desarrollo de cepas
de Microsporum fulvum, aisladas de suelos con y sin
aplicacién del herbicida.

Trabajos de Williams y Pugh (1975) y Smith y
Lyon (1976) destacan la capacidad de especies per-
tenecientes a los géneros Penicillium y Chrisospo-
rium para inactivar productos mercuriales por ab-
sorcion, seguida de una reaccion complejante
por grupos tioles no proteicos, lo que permite
mantener los sistemas enzimdticos protegidos. Es-
te comportamiento ha determinado que se recono-
ciera a estas cepas como marcadoras del grado de
polucién que presentan los suelos por derivados
mercuriales.
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adaptacion puede significar mayor capacidad des-
toxificante por mecanismos ya inducidos y en con-
secuencia mas posibilidades de contrarrestar
efectos tOxicos; esto no ocurre con compues-
tos que responden a la estructura de Metribuzin
y Alachlor, los que tendrian efecto letal al acu-
mularse en los suelos.

Por lo tanto, de las colonias de M. fulvum
estudiadas que muestran diferencias metaboli-
cas comparadas con la cepa testigo, solo la resis-
tente a una primera dosis de Atrazina presenta,
en lo que hace a los ciclos de germinacion y desa-
rrollo estudiados, variaciones estadisticamente sig-
nificativas, que se traducen en una mayor toleran-
cia a concentraciones crecientes de tal herbicida,
tal como se muestra en las Fig. 1 y 2.
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a: Cepa 1, aislada de suelos sin herbicida.
e Cepa 2, aislada de suelos con aplicacion de Atrazina.

Datos obtenidos por duplicado a las 12 horas de incu
baci6n.

Fig. 2. Influencia de Atrazina sobre la germinacion de
cepas de Microsporum fulvum aisladas de suelos con

y sin aplicacion del herbicida.

Si bien las condiciones experimentales de la-
boratorio no pueden extrapolarse a la compleji-
dad de los suelos, conociendo segin varios traba-
jos (Jones et al., 1982; Muri y Baker, 1978; Dao
y Lavy, 1978) la persistencia de derivados de tria-
zinas y sus productos de degradacion, debido fun-
damentalmente 2 su alta movilidad y adsorcion a
compuestos orgéinicos de los suelos, es de interés
estudiar de qué manera las cepas de M. fulvum
reconocidas como resistentes a altas concentra-
ciones de Atrazina participan en el proceso de



Resistencia de Microsporum fulvim a herbicidas 29

transformacion de este fitotdxico, con tan marca- de fertilidad, siendo indicadoras de un compor-

da influencia en los suelos. tamiento biogquimico que incidird en el equili-

Por otra parte, estas colonias resistentes mos- bro de las poblaciones queratinoliticas geofi-
‘raron variaciones en su pigmentogénesis y grado licas.
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