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Resumen

La enfermedad del Damping-off provoca enormes pérdidas en los viveros de planta forestal,
afectando especialmente a coniferas. En Castilla y Ledn se ha observado que esta enfermedad esta
causada principalmente por especies Fusarium oxysporum y F. moniliforme. Estos hongos generan
resistencias al control quimico prolongado, por lo que se trabaja en la busqueda de un método
beneficioso e inocuo como el control bioldgico. Ciertos hongos ectomicorricicos aportan resistencia a
las plantulas al entrar en simbiosis con ellas e incluso antes, debido a la produccion de sustancia
antibidticas e inhibidoras para otros hongos. Veintiln hongos ectomicorricicos comestibles fueron
aislados y se realiz6 una evaluacion in vitro de su capacidad de inhibiciéon en el crecimiento y
germinacion esporal de varios aislamientos de las dos especies de Fusarium. Con los hongos
seleccionados in vitro se realiz un ensayo de micorrizacion in vivo, en el que se evalué el efecto de
Fusarium sobre semillas (preemergencia) y plantulas de 2 meses (postemergencia) de Pinus sylvestris
y P. pinea. Después de 4 meses de la inoculacion, se tomaron datos biométricos y porcentaje de
micorrizacién de las plantas. Rhizopogon roseoulus y Lactarius deliciosus fueron los hongos
micorricicos que mayor proteccidn aportaron.
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INTRODUCCION

El género Fusarium incluye a un gran nimero de especies de hongos, la mayor parte
patdgenos radiculares, que provocan dafios en todo tipo de vegetacion a escala mundial (LIDDELL,
1991). En el ambito forestal, varias de las especies de este género estan implicados en la enfermedad
del Damping-off (DO), causante de graves pérdidas sobre plantula forestal en viveros, principalmente
las especies F. moniliforme y F. oxysporum (KERSTIN et al., 2002). Los aislamientos aparecen con
demasiada frecuencia asociados tanto a plantas sintomaticas como no sintomaticas, lo que plantea
dudas sobre su patogenicidad (EDEL et al., 1997). Por otra parte, el control quimico de esta patologia
no esta recomendado por problemas ecoldgicos y por la resistencia que este hongo presenta
(DUMROESE et al., 1991). Sin embargo, el control biolégico de hongos ectomicorricicos, incluido
como parte fundamental de programas de manejo integrado, es una alternativa que ha dado buenos
resultados con algunas especies no comestibles como Paxillus involutus, aunque la gran mayoria de
ellas no han sido testadas.

En este trabajo se analiz6 el posible control del damping-off causado por Fusarium spp.
mediante hongos ectomicorricicos comestibles (HEC). Todo ello con la finalidad de conjugar la
produccidn de planta sana y vigorosa para la reforestacion con la potenciacién de un aprovechamiento
forestal cada dia més valorado.

MATERIAL Y METODOS

Con la intencion de evaluar el potencial antagonista por antibiosis ejercido por los HEC frente a
Fusarium se evalu6 el porcentaje de germinacion de las esporas de este patdgeno en presencia de los



filtrados de los hongos micorricicos. Para ello, los HEC se cultivaron en medio liquido durante 15
dias, recogiéndose tras este periodo el medio de crecimiento del hongo, tras un proceso de filtracion
(@=22um) que permitio eliminar las diversas estructuras del hongo. Por otra parte, los aislamientos
de Fusarium spp. (Fo4P, Fo5P, Fm5P y Fm6P) se cultivaron durante siete dias con la intencion de

conseguir el suficiente nimero de esporas para los ensayos (106esporas/ml). Las suspensiones de
Fusarium se pusieron en contacto de forma independiente en un tubo de ensayo con los filtrados de
cada uno de los 20 aislamientos de HEC, y se contabilizé el porcentaje de germinacion a las 0, 6, 12 'y
24 horas (1200 esporas/tratamiento, en 6 replicas de 200).

Con el fin de evaluar el efecto protector de los HEC seleccionados frente al dafio producido por
Fusarium spp. sobre plantas, se realizd un experimento el que se cuantificd la germinacion de las
semillas en presencia de estos organismos a lo largo de 4 meses. Los datos fueron analizados
mediante un analisis GLM de medidas repetidas y un test de comparaciones multiples de Tukey, con
los que se comparo el porcentaje de semillas germinadas respecto al total de las sembradas.

El indice de afeccion por Fusarium spp. en los ensayos de post-emergencia se obtuvo otorgando a
las plantas germinadas de cada tratamiento un valor entre 1 y 3, correspondiendo el valor 1 a la planta
sana, el 2 a la planta afectada y el 3 a la muerta.

El crecimiento y biomasa de las plantulas de Pinus fue evaluado en los ensayos de micorrizacion,
con la intencién de conocer el efecto que sobre estas variables ejercieron los aislamientos de
Fusarium spp. y de los HEC seleccionados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de inhibicion esporal realizado a las 0 horas permitié corroborar la utilizaciéon de
conidios sin germinar en los ensayos. Los intervalos de 6 y 12 horas permitieron constatar un
incremento continuo en la germinacion de las esporas hasta las 24 horas, momento en el que
comenzaba a complicarse el conteo por la presencia de gran numero de esporas germinadas. De los
resultados obtenidos del analisis estadistico en este Gltimo periodo, cabe destacar que los filtrados de
Lactarius sanguifluus (Ls3), Suillus luteus (SI1), Rhizopogon roseolus (Rrl1), Leccinum lepidus (BI1),
Tricholoma portentosum (Tpl) y Xerocomus ferrugineus (Xf2) inhibieron de forma significativa la
germinacion de las esporas de la mayor parte de las cepas de Fusarium.

Las distintas especies de HEC evaluados mostraron una gran variacion en el antagonismo ejercido
frente a las cepas de Fusarium. Asi, frente a hongos con un alto poder inhibidor como Lactarius
sanguifluus (Ls3) o Leccinum lepidus (BI1) se observaron varios HEC que no provocaron efecto
significativo alguno frente a Fusarium. Por otra parte, también las 4 cepas de Fusarium respondieron
de forma diferente frente a un mismo HEC, de una forma mucho mas marcada que en el ensayo
anterior. Asi por ejemplo, la cepa LdO de Lactarius deliciosus inhibio la germinacion esporal de Fo4P
mientras que no lo hizo con el resto de las especies de Fusarium, de la misma forma que la cepa Bl4
de Boletus lepidus con los aislamientos Fo4P y Fm6P. Cabe destacar el importante efecto inhibidor
causado por los filtrados de cultivos Agaricus silvicola (Asl) frente a 3 de los 4 Fusarium testados,
teniendo en cuenta que este hongo fue incluido para observar el comportamiento de un hongo
saprofito.

Los resultados expuestos, han permitido conocer como varios de los HEC seleccionados
inicialmente por sus caracteristicas ecoldgicas y comestibilidad presentaron un claro efecto
antagonista in vitro, tanto sobre el crecimiento de las colonias, como sobre la germinacion esporal de
Fusarium spp. Estos ensayos han permitido seleccionar para los ensayos in vivo, los aislamientos que,
con una buena capacidad de micorrizacién contrastada en la bibliografia, mejores resultados in vitro
mostraron: Amanita rubescens, Arl; Boletus fragans, Bfl; Laccaria laccata, LI1; Lactarius
deliciosus, Ld1; Lactarius sanguifluus, Ls3; Leccinum lepidus, BI1; Rhizopogon roseolus, Rrl;
Suillus luteus, SI2. No se seleccionaron mas cepas por la imposibilidad de la realizacion de los
ensayos in vivo dada la ingente disponibilidad de espacio, tiempo y medios que estos ensayos
requieren.



Rhizopogon roseolus fue el Unico HEC que provoco un aumento significativo de la
germinacion en los tratamientos con F. moniliforme, presentando incluso valores de germinacion
superiores al control sin inocular.

La germinacién de las semillas de P. pinea inoculadas con Fusarium oxysporum se incremento de
forma considerable en los tratamientos con Lactarius deliciosus (Ld1). Las variaciones encontradas
en los otros tratamientos, con respecto a los controles sin HEC, no fueron significativas.

El grado de afeccion de las plantulas de Pinus sylvestris en los tratamientos con F. moniliforme
disminuy6 de forma significativa en presencia de L. laccata, S. luteus y R. roseolus. Ademas, los
dafos causados por F. oxysporum sobre esta especie se vieron atenuados por la presencia de S. luteus,
pese a la ausencia de micorrizacion este HEC.

En el ensayo con P. pinea, solo se observaron diferencias destacables con respecto a los controles
sin HEC en los tratamientos con F. oxysporum y los hongos Laccaria laccata y Suillus luteus.

Finalmente, el incremento en biomasa en presencia del HEC, y el decremento en presencia de
Fusarium fue la pauta general. Sin embargo, en varios de los tratamientos las diferencias no fueron
significativas, o la respuesta fue la contraria.

En todos los tratamientos de los ensayos se evalud y cuantifico el porcentaje de raices
micorrizadas con los HEC inoculados. Este analisis desvelé el gran poder de micorrizacion de
Laccaria laccata y Rhizopogon roseolus sobre Pinus sylvestris y P. pinea, que supero en gran parte
de los tratamientos el 50%. De igual forma, se apreciaron buenos porcentajes para Lactarius
deliciosus en Pinus sylvestris y Amanita rubescens en Quercus ilex. Por otra parte, en los tratamientos
con Suillus luteus y Leccinum lepidus no pudo encontrarse ningn morfotipo micorricico identificable
Como perteneciente a estas especies.
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