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PATOLOGIA

Determinacion de la capacidad parasitaria de la Microbiota
filngica y de sus extractos acuosos en las semillas del cardo
(Cynara cardunculus L.)

D. PALMERO, C. IGLESIAS, L. VARES, J. SINOBAS ()

E! presente estudio evalta el efecto que 6 diferentes géneros hongos aislados a par-
tir de semillas de 54 diferentes cultivares de cardo (Cvnara cardunculus L.) y sus extrac-
tos acuosos tienen sobre la germinacidn y nascencia de las semillas. Se han realizado
pruebas de patogenicidad con dos aislados de cada uno de los seis géneros de mayor fre-
cuencia del inventario (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus. Cludosporium y
Alternaria), asi como de los extractos producidos tras 3, 7 y | 1dias de de incubacién de
los micetos.

Los resultados de las inoculaciones con los micetos muestran efectos negativos sobre
los porcentajes de germinacién, con reducciones en la germinacion que fucron maximas
tras las inoculaciones con Rhizopus stolonifer (29% de disminucion) y Fusarium verti-
cillioides (23%). Los porcentajes de emergencia disminuyen tras duplicar la concentra-
cién del in6eulo, aumentando ademds drdsticamente el nimero de plintulas danadas
sobre el total de las emergidas. En el significativo caso de la inoculacién con Cladospo-
rium la duplicacién del indculo disminuy6 la germinacion hasta en un 314 respecto al
testigo.

Las pldntulas emergidas tras las inoculaciones con los extractos obtenidos a partir de
cultivos liquidos de los hongos ensayados presentaban fos mismos sintomas de atrofias
y danos sobre raiz y coledptilo que los descritos para cada hongo. Los ¢xtractos acuosos
de los géneros estudiados disminuyen también la germinacidn. L.os resultados nos mues-
tran la diferente capacidad parasitaria de cada una de las especies estudiadas apreciin-
dose ademds diferencias segiin los diferentes periodos de agitacion de los hongos y per-
miten asegurar que la produccién de toxinas estd regulada por el hongo. y que no aumen-
ta linealmente con el crecimiento miceliar.
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INTRODUCCION autor obtuvo rendimientos de 69 y 57 tone-
ladas por hectdrea de los cultivares B. de

En su estudio sobre la produccién de bio- Espafia y G. de Roma respectivamente. En
masa en el sur de Europa, TREBBI (1993) otros estudios realizados sobre cardo se
estudié, entre otras especies vegetales, la recogen diferencias de rendimientos de

productividad de Cynara cardunculus. El hasta 7 toneladas por hectdrea de biomasa
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total en funcién de afio de cosecha (FOTTI et
al., 1999).

Estas diferencias pueden, en parte, expli-
carse por las enfermedades que afectan al
cultivo y que tienen un importante efecto
sobre el rendimiento final del mismo.

Una de las ventajas del cultivo de Cyna-
ra son las escasas labores culturales que
demanda. Sus bajos requerimientos hidri-
cos y de fertilizacién hacen que su cultivo
sea viable en zonas de baja pluviometria.
Los tratamientos fungicidas son, por tanto,
costes que no podria soportar este tipo de
cultivos. Esto, unido al coste medioambien-
tal de su uso, nos hacen plantearnos la lucha
contra las enfermedades desde otras pers-
pectivas.

El presente trabajo pretende, una vez
conocida la micoflora presente en las semi-
Ilas del cardo, averiguar cual es el efecto que
los micetos “‘per se” y los metabolitos exu-
dados tienen sobre la germinacion y la nas-
cencia de las semillas, continuando con otro
articulo publicado con anterioridad, donde
se hacfa el inventario de la microbiota fiingi-
ca asociada a las semillas de cardo (PALME-
RO et al., 2005).

MATERIAL Y METODOS

Aislados fungicos

Los hongos estudiados proceden de un
inventario flingico de las semillas de cardo
(Cynara cardunculus L.), donde se analiza-
ron mds de 4400 semillas de 54 cutivares de
cardo de distintas procedencias y se identifi-
caron un total de |5 géneros diferentes.
(PALMERO et al., 2005).

Tanto en los ensayos de germinacion
como en los de patogenicidad, se utilizaron
semillas procedentes de San Ferpando de
Henares, proporcionadas por la U.D. de
Botdnica de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agréonomos de Madrid, conserva-
das en camara climatica, en sacos de semi-
llas no tratadas, a 4 °C. Los géneros de hon-
gos seleccionados para este estudio fueron
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizo-
pus, Cladosporium y Alternaria.

Método utilizado en el conteo de coni-
dias

Para determinar la concentracion del in6-
culo aplicado a las semillas, se utiliz6 un
hematocitémetro con reticulo de 0.200 mm
de profundidad por 5 mm?2 de superficie.
(Reticulo de Malassez. FORTUNA. W-
GERMANY®).

Determinacion del poder germinativo
de las semillas.

Para la realizacion de los ensayos de ger-
minacién se utilizaron 10 placas de Petri de
vidrio de 90 mm de didmetro a modo de
cdmara himeda en cada repeticién (20 semi-
llas por placa) y ensayos sobre toallas de
papel de filtro humedecidote 52 x 42 ¢m con
50 semillas/toalla y dos repeticiones por
cada uno de los cuatro tratamientos ensaya-
dos: dos con hipoclorito sédico sin diluir (40
g de Cl activo / 1) usando 5 y 10 minutos
como tiempo de inmersién, con posterior
aclarado con agua del grifo. Dos con dilu-
ciones de hipoclorito sédico al 50 % (20 g de
Cl activo / 1) utilizando los mismos tiempos
que para el caso anterior, y el testigo.

Las pruebas de germinacion realizadas
sobre sustrato se llevaron a cabo en reci-
pientes de pldstico con un tamafio de
90x113 mm de boca y 63 mm de profundi-
dad y con orificios de drenaje. El sustrato
utilizado fue vermiculita, de granulometria
variable entre 0,75 y 8 mm de didmetro, de
esta manera se analizaron 8§ cajas por cada
tratamiento con 25 semillas sembradas en
cada caja, comparando el tratamiento de
desinfeccién seleccionado (40 g de Cl acti-
vo / | durante 5 min.) con el testigo sin tra-
tar. En este caso se tuvieron en cuenta los
porcentajes de plantulas dafadas sobre el
total de las germinadas.

Todas las pruebas para la determinacion
del poder germinativo se llevaron a cabo en
cdmaras de fotoperiodo y temperatura con-
trolados, incubando las muestras a 25°C y 12
h/dfa de iluminacién durante 8-9 dias, tras
los cuales se realizaron los conteos. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a un
andlisis de varianza unifactorial.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 32. 2006 661

Obtencion de extractos

Para obtener los metabolitos exudados por
los patégenos estudiados se afiadieron pastillas
del cultivo agarizado de unos 2 cm. de didme-
tro, tomado del borde de la colonia en creci-
miento, a matraces Erlenmeyer de 250 ml con
medio liquido PD (Patata-Dextrosa) estéril.

Los cultivos liquidos se mantuvieron en
agitador orbital a 140 r.p.m. y en oscuridad
durante periodos de 3, 7'y 11 dias. Transcu-
rrido este tiempo, los cuitivos liquidos se fil-
traron a través de un doble filtro de papel
Millipore de tamano de poro de 0.45 pm.
Método como el indicado por MONTOYA et al.
(2001) y FERNANDEZ-CORRAL et al. (2002).

Pruebas de patogenicidad de los mice-
tos y de sus extractos acuosos.

De entre todos los géneros de hongos pre-
sentes en las semillas analizadas se selecciona-
ron los de mds frecuencia de aislamiento, los
cédigos que identifican cada aislado asi como
su procedencia se presentan en el cuadro 1.

La produccion de las masas miceliares y
conidios necesarios para inocular las semi-
llas se realizdé sobre PDA, incubandolo en
cdmara climatica a 25°C en oscuridad,
durante 5-6 dfas.

Tras el periodo de incubacién se afiadi6 a
400 ml de agua destilada el contenido de 2
placas de petri por aislado y se homogeneiza
el medio con una batidora.

La aplicacién se realizé repartiendo los
400 ml de indculo sobre 25 semillas coloca-
das previamente en recipientes de plastico
con el sustrato de vermiculita, manteniendo
condiciones de fotoperiodo de 2500 lux
durante 14h/dia con salto térmico de 5°C
oscilando entre 25°C (14h) y 20°C (10 h).

Este mismo proceso se repitio 3 veces con
cada aislado. Asimismo, se repitieron los
ensayos otras tres veces con la densidad de
inéculo reducida a la mitad. Las densidades
de inoculo resultantes en los distintos prepa-
rados se muestran en el cuadro 1.

El conteo y la observacion de dafios pro-
ducidos sobre las pldntulas emergidas se
efectuaron tras un periodo de incubacién de
10 dias, realizdndose paralelamente en cada
uno de los ensayos testigos sin indculo.

Una vez obtenidos los extractos de los asi-
lados de Aspergillus, Alternaria, Fusarium 'y
Penicillium, se aplicaron sobre las semillas
mediante el procedimiento anteriormente uti-
lizado en las pruebas de patogenicidad, con la
salvedad de que una vez regadas con los
metabolitos, y cubiertas por una fina capa de
vermiculita, las semillas no se volvian a regar.

RESULTADOS Y DISCUSION
El andlisis de los ensayos de desinfeccion

fijaron el mayor porcentaje de germinacién
media el de las semillas sumergidas durante

Cuadro 1. Cédigos, procedencia y densidad de inéculo de las diferentes especies flingicas ensayadas.

Aislados Cédigos  Lote de procedencia Localidad /
aio de cosecha
Penicillium rugulosum Thom. Pe-1 B-> Badajoz/ 1997
Pe-2 M-30 Madrid / 1998
Cladosporium herbarum (Pers.) Link Cla-1 B-10 Badajoz /1998
Cla-2 M-38 Madrid / 1998
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin. Rhi-1 M-39 Madrid / 1998
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg. Fus-1 M-29 Madrid / 1998
Fus-2 B-6 Badajoz /1997
Aliernaria aliernata (Fries) von Keissler Al M-14 Madrid 7 1997
Al-2 B-6 Badajoz / 1997
Aspergillus Niger van Tieghem As-1 M-8 Madrid / 1992-1996
Aspergillus flavus Link. As-2 M-30 Madrid / 1998
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Cuadro 2. Tratamientos de desinfeccién y evaluacién del poder germinativo de las semillas.

Tratamientos Tiempo P eparie . Cloalat con vermiealita *
40 g de Cl activo /1 S min. 93 % 96 % 3% a
40 g de Cl activo / | 10 min. 75 % 90 % -
20 g de Cl activo / | Smin. 86 % 92 % -
20 g de Cl activo / | 10 min. 76 Y 93 % -
Testigo Testigo 91 % 97 % 15%b

* Resultados expresados en porcentaje de germinacién de semillas.
*#* Resultados expresados en porcentaje de plantulas danadas.

5 min. en hipoclorito sédico sin diluir, con
un porcentaje de germinacién del 93%,
incluso superior al del testigo (91%). Las
comparaciones entre las diferentes concen-
traciones y tiempos de desinfeccidn se mues-
tran en el cuadro 2.

Estos datos, unidos a la gran contamina-
ci6n de hongos presente en las muestras de
semilla utilizadas como testigo hacen del
método de desinfeccion consistente en
sumergirlas durante 5 min. en hipoclorito
sédico (40 g de Cl activo / 1) el mads adecua-
do para utilizar en los ensayos de patogeni-
cidad. Una vez decidido este punto y para
verificar los resultados del tratamiento elegi-
do, se realizaron nuevos ensayos de germi-
nacidn en cajas con vermiculita para obser-
var su comportamiento en un sustrato igual
al que se utilizaré en los ensayos de inocula-
cién. Se observaron diferencias significati-
vas entre el tratamiento y el testigo. Los por-
centajes de plantulas dafadas, que en el tes-
tigo llegaban al 15 %, se mantienen en un 3
% en los lotes de semillas sometidos al trata-
miento de desinfeccién.

La desinfeccién previa de las semillas
antes de los ensayos de inoculacion con los
diferentes metabolitos, nos permite ofrecer
una mayor fiabilidad en los resultados.

Resultados obtenidos con densidades
de indculo simple.

La inoculacién de los diferentes hongos
dio como resultado efectos negativos sobre
los porcentajes de germinacion (Cuadro 3),
las diferencias con relacién al testigo son
siempre significativas. El porcentaje de

emergencia mas alto es siempre el del testi-
go, con un 86 %.

El menor nimero de pldntulas emergidas
se corresponde con las inoculaciones de los
aislados Rh-1 y Al-1, con 29 y 19% de dis-
minucién del porcentaje de emergencia res-
pecto al testigo.

Las diferencias observadas entre Aspergi-
llus niger, con un 67% de germinacién, y A.
flavus, con un 76%, tienen una posible expli-
cacién en el diferente grado de patogenici-
dad que cada especie pueda presentar ante
un mismo hospedante, grado que dependerd
de muchos factores, como los diferentes
metabolitos excretados por cada hongo y su
especificidad, la velocidad de crecimiento,
etc. En este caso se comprueba como los
mayores dafios sobre la germinacién se pro-
ducen por el aislado de A. niger, que cuenta
con una mayor densidad de conidias y una
mejor respuesta frente a las altas temperatu-
ras, frente al aislado de A. flavus.

Los dafios observados en las pldntulas
resultantes de las inoculaciones de semillas
con ambas especies de Aspergillus consisten
en necrosis en la raiz principal y en las
secundarias, llegando a rodearlas por com-
pleto, y estranguldndolas. En la parte aérea
aparecen manchas sobre el tallo, de colora-
cién oscura y con el contorno perfectamente
delimitado.

Las inoculaciones con aislados de Alter-
naria alternata provocaron disminuciones
en la emergencia de pldntulas del 24 y 15 %
respecto al testigo. Los dafios son similares a
los anteriormente descritos para Aspergillus,
pero en este caso las manchas del hipocotilo
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Cuadro 3. Plantulas de cardo (Cynara cardunculus) emergidas y dafadas tras el tratamiento con diferentes
densidades de indculo.

Densidad de in6culo Simple

Densidad de inéculo Doble

Cédigo de
Especie aislado Porcentaje de Plantulas Porcentaje de Plantulas
emergencia danadas emergencia danadas
) Cla-1 70 % cd 6 % ab 70 % cd 22 % bede
Cladosporium herbarum
Cla-2 77 % ¢ 13 % be 52 % ab 20 % bede
o Pe-1 70 % cd 10 % be 63 % abc 27 % de
Penicillium rugulosum
Pe-2 71 % cde 6 % ab 75 % cd 28 % e
Rhizopus stolonifer Rh-1 57 % a 8 % ab 48 % a 26 % cde
Aspergillus niger As-1 67 % be 9 % bc 70 % bed 10 % ab
Aspergillus flavus As-2 76 % de 15 % c 71 % cd 18 % bede
) Al-1 62 % ab 10 % be 68 % be 12 % abc
Alternaria alternata
Al-2 71 % cde 14 % be 67 % be 21 % bede
= F.m-1 67 % be 10 % be 65 % be 14 % abed
Fusarium verticillioides
F.m-2 63 % b 9 % be 62 % abe 17 % bede
Testigo T 86 % f 1 % a 83 % d 1% a

tienen un contormo menos delimitado y colo-
racién mads clara, presentindose longitudi-
nalmente a lo largo del tallo.

En algunas plantulas, tanto en las inocula-
ciones con Aspergillus como con Alternaria,
una vez emergidos los callados, se observa la
aparicién de crecimiento miceliar del hongo
sobre los mismos cotiledones, llegando a
esporular y constituyendo una fuente de iné-
culo o reinfeccién del propio cultivo.

La inoculacién con F. verticillioides, provo-
cd bajos porcentajes de emergencia (67 y 63 %
en cada uno de los dos aislados inoculados).
En ambos casos hay diferencias significativas
con relacién al testigo, con disminuciones del
porcentaje de emergencia del 19y 23 % res-
pectivamente. Muchas de las plantulas emergi-
das presentaban raices necrosadas, sintoma
caracteristico del ataque de Fusarium.

En cuanto al nimero de plantulas dafa-
das, los datos observados para cada trata-
miento varian desde un 1% en el testigo a un
15% en As-2.

En la inoculacién con Aspergillus, de la
misma forma a como ocurre con Cladospo-
rium, el aislado que, tras los ensayos de
emergencia de plantulas, tenfa el menor por-
centaje y que contaba por tanto con una
mayor capacidad parasitaria es el que produ-

ce menor nimero de pldntulas dafiadas. En
este caso, las inoculaciones con A. niger pre-
sentan un 67% de emergencia y un 9% de
pldntulas dafadas del total de las emergidas.
Cuando se inoculé con A. flavus, la emer-
gencia fue del 76%. Es decir, un 12% supe-
rior a las inoculadas con A. niger y, sin
embargo, el porcentaje de plantulas dafiadas
era del 15%. Al tratarse de dos especies dis-
tintas, podria entenderse una diferente capa-
cidad parasitaria, otra interpretaciéon que
puede darse a este comportamiento, es que
varios mecanismos estdn implicados en las
acciones sobre la emergencia y lesiones pos-
teriores sufridas por las pldntulas y que, pro-
bablemente, no actien los mismos. Estos
porcentajes han de tenerse muy presentes a
la hora de valorar los daiios producidos por
el hongo, pues las semillas que den lugar a
plantulas atrofiadas o dafiadas seriamente no
conseguirdn desarrollarse con normalidad
una vez sembradas en los campos de cultivo.

Las plantulas atacadas por Aspergillus
presentaban dafos visibles en forma de man-
chas oscuras de contorno delimitado. Resul-
tados que coinciden con los obtenidos por
HARMAN y GRANETT, (1972).

Tras la inoculacién de las semillas con
dos aislados diferentes de Alternaria, sc
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observé un alto nimero de plantulas dafia-
das, con porcentajes del 10 y 14% respecti-
vamente, con diferencias significativas res-
pecto al testigo.

Los sintomas presentes en las plantulas
dafiadas consisten en manchas de un color
parduzco mds claras que las producidas por
los hongos anteriormente inoculados, mas o
menos delimitadas, que discurren longitudi-
nalmente a lo largo del tallo. Estos sintomas
son idénticos a las lesiones que GAETAN y
MaDiA (1998) describen sobre los tallos de
colza canola.

La inoculacién con dos aislados de Fusa-
rium verticillioides, mostré porcentajes de
un 10 y 9% respectivamente de plantulas
daiadas sin que aparecieran diferencias sig-
nificativas entre ellas. Los dafios se caracte-
rizan por la aparicién de gran cantidad de
raices necrdticas, con necrosis tanto distales
como intermedias. Las plantulas dafadas
presentaban un alto nimero de manchas de
color claro a lo largo del hipocotilo.

Resultados obtenidos con densidades
de in6culo doble

Los resultados obtenidos tras la duplica-
cién del inéculo (Cuadro 3), fueron también
sometidos a un andlisis de varianza unifacto-
rial. Los resultados obtenidos indican la
existencia de diferencias significativas entre
algunos de los tratamientos y el testigo.

En el cuadro 3 se aprecia como los por-
centajes de emergencia disminuyen conside-
rablemente tras las inoculaciones. Los mayo-
res porcentajes de emergencia se observan en
Pe-2 y As-2, con un 8 y 12 % inferior al tes-
tigo, sin diferencias significativas con respec-
to a él. Esta capacidad parasitaria de las dos
especies se corresponde con lo observado
para una densidad de inéculo simple, lo que
indica que, a partir de una densidad de inécu-
lo, el incremento no tiene efecto significativo.
Tampoco difieren significativamente con
relacién al testigo los tratamientos Cla-1 y
As- 1. A diferencia de los tratamientos con los
aislados Cla-2, Pe-1, Rh-1, Al-1, Al-2 Fm-1 y
Fm-2 que presentan todos ellos diferencias
significativas con el testigo.

Al duplicar el inéculo no se aprecian dife-
rencias significativas en la capacidad parasi-
taria de los aislados de P. rugulosum, A.
alternata y F. verticillioides, asi como de las
dos especies de Aspergillus, A. nigery A. fla-
vus. Coincide esto solo en parte con los
resultados de el cuadro 3, en la que tnica-
mente entre los aislados de Penicillium y
Fusarium no aparecian diferencias significa-
tivas. Indicando que la capacidad parasitaria
de los aislados podria tender a igualarse a
una cierta densidad de inéculo.

Solamente los aislados de C. herbarum
mantienen diferencias significativas entre sf,
coincidiendo con las diferencias aparecidas
para una densidad de in6culo simple (Cua-
dro 3).

En el caso de las especies de Fusarium'y
Rhizopus que, con una densidad de inéculo
medio producian los mayores efectos sobre
la emergencia de pldntulas, contindan man-
teniendo esta capacidad al duplicar el iné-
culo, disminuyendo los porcentajes de
emergencia respecto al testigo en un 18 y
21 % en el caso de Fusarium, y en un 35 %
en Rhizopus. Entre todos los porcentajes de
nascencia obtenidos al duplicar el inéculo
la disminucién més drastica tiene lugar tras
la inoculacién con Rhizopus. Este resultado
que, como hemos comprobado, se debe a la
accion en la germinacién de las semillas, se
agudiza en un 16% cuando se dobla la den-
sidad del inéculo. La baja aparicién de
necrosis radiculares asociadas a la inocula-
cién con este hongo permite pensar que
una vez emergida la semilla, el miceto no
afecta de una manera tan drdstica al desa-
rrollo de las pldntulas como los demds
géneros estudiados ni adn a dosis de in6cu-
lo elevadas.

La capacidad parasitaria de cada uno de
los aislados se corresponde con la anterior-
mente observada en los ensayos con densi-
dades de indculo simple, si bien se aprecia
un aumento en los porcentajes de dafios.

El mayor aumento se produce en Penici-
llium, en Cladosporium herbarum y Rhizopus
stolonifer también se aprecia el incremento en
los daiios sobre las plantulas, en contraposi-
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cién, los aislados de Alternaria, Aspergillus y
Fusarium no aumentan tan drasticamente el
nimero de pldntulas dafiadas.

En todos los casos se producen serios
dafios sobre plantulas ya germinadas. Estas
plantulas resultan seriamente afectadas y no
tendrdn un desarrollo normal en campo. En
muchos casos, las pldntulas resultardn invia-
bles e incluso morirdn. Pero en aquellos en
los que no se produjera la muerte de la plan-
ta, los rendimientos finales se verian reduci-
dos, tanto como consecuencia de una dismi-
nucion del vigor de la planta (y, por consi-
guiente, del porcentaje de materia seca),
como por una reduccién del nimero, calidad
y viabilidad de las semillas.
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Resultados sobre las pruebas de toxici-
dad obtenidas con los extractos fiingicos

Las pruebas de patogenicidad con
extractos acuosos ensayados se llevé a
cabo con dos aislados de Alternaria, dos
aislados de Aspergillus, un aislado de Peni-
cillium y dos aislados de Fusarium, presen-
tes en el inventario fuingico, y con alta
capacidad potencial de producir concentra-
ciones de metabolitos toxicos que afecten a
la germinacién y nascencia de las semillas
(KOHOMOTO et al., 1982; TIETIEN et al.,
1983; CoLE et al., 1973; HOLESTEIN y STO-
ESSL., 1988). Los resultados se muestran en
el cuadro 4.

Cuadro 4. Evaluacién de los filtrados de los cultivos liquidos a los 3, 7 y 11 dias de agitacién del hongo sobre
semillas y pléntulas de cardo (Cynara cardunculus). Los dafios en porcentajes de plantulas afectadas sobre el
total de las emergidas.

R Emergidas Atrofiadas
Aislado
3 dias 7 dias 11 dias 3 dfas 7 dias 11 dfas
Testigo 88 + 74 b 83 67 b 86 = 58b 6 =5 a 8 +57a 5 x57a
Al-1 76 + 8,1 a 70 = 53 a 74 + 58a 23 £ 52 b 20+ 55 b 25 = 84b
Al-2 75 + 58 a 71 = 56 a 69 + 94a 17 59 b 37 + 54 ¢ 33 + 11,8¢
Testigo 80 + 79 a 79 + 85 a 85 + 82b 8 +35 a 8 =68 a 7 =56 a
As-1 72 + 86 a 72 = 119a 75 £ 11 a 23 £ 66 b 32 £ 12 ¢ 21 + 7,7 b
As-2 77 = 12,1 a 72 £ 1l4a 74 £ 10 a 20+ 48 b 19 + 64 b 21 + 64 b
Testigo 88 + 43 b 77 + 149b 92 + 43b 1 +28 a 1 =28 a I £25a
Fm 1 S+ 122a 60 £ 7,1 a 73 + 47a 20 = 136 b 10+ 83 b 16 + 69 b
Fm?2 45 = 6,1 a 60 = 43 a 74 + 68a 25 £ 151b 10+ 85D 15 +47 b
Testigo 85 54 b 890 +49 b 86 = 55b 6 +47 a 8 +53a 8 43 a
Pe-1 77 £ 9,1 a 74 + 55 a 78 = 93a 18 + 86 b 19 £ 11 b 22 £ 12 b
X Raiz necrosada Manchas hipocotilo
Aislado - -
3 dias 7 dias 11 dias 3 dias 7 dias 11 dfas

Testigo 3 x27a 8 +57 a 4 +39a 5 +48 a 4 +£47 a 5 42 a
Al-1 12 + 62b 13+54 b 13 + 89b 22 91 b 34 + 18 b 27 + 73 b
Al-2 15+ 770 29 +8 ¢ 20 = 86b 24 £ 114b 356 b 34 + 177b
Testigo 6 +45a 6 39 a 6 +34a 0 =0 a I 2 a 2 +3 a
As-1 23 + 83b 78 £ 55 ¢ 32 +95¢ 2053 b 26 £ 6,6 ¢ 22+ 76 ¢
As-2 24 = 49b 18 +94 b 19 =+ 66D 17 £33 b 16 £ 7,7 b 12 £ 380b
Testigo 0 20 a 020 a 0 0 a 6 +49 a 2 z£36a I =26a
Fm 1 +0 a I +35 a I = 31la 17 = 103 b 7 +£68a 3 41 a
Fm 2 +0 a 0+0 a 0 £0 a 39 2 192¢ 2077 b 9 £590b
Testigo 7 +£43a 9+ 38 a 7 x4,1a S =34 a 4 +42 a 3 237 a
Pe-1 12 £ 75a 15 = 102a 19 + 14 a 8 +34 b 4 +3 a 6 44 a
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Pruebas de toxicidad con los extractos
obtenidos a partir de Alternaria alternata.

La disminucién en el porcentaje de emer-
gencia de pldntulas tras el riego con extrac-
tos de A. alternata (Cuadro 4) tiene lugar en
igual cuantia en los dos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos, aunque s{ con respecto al testigo.

Los resultados ponen de manifiesto la dis-
tinta capacidad parasitaria de los dos aisla-
dos, siendo los metabolitos del aislado Al-2
los que mayor porcentaje de dafios causan a
las pldntulas, con un méximo en su actividad
fitot6xica extracelular cercano a los 7 dias de
incubacién del cultivo liquido con un 37 %
de plantulas atrofiadas y un 29 % de pléntu-
las que presentaban atrofias en las raices.

El aislado Al- 1 causa menores porcentajes
de dafos, y lo hace ademds de manera cons-
tante desde el tercer dia. Los cuadrados
medios presentan diferencias significativas
frente al testigo en los tres periodos de agita-
cioén del hongo y entre los dos aislados para
periodos de 7'y 11 dias de incubacién.

Estos datos confirman la variabilidad
genética presente entre los diferentes aisla-
dos de A. alternata puesta de manifiesto en
las inoculaciones directas del patégeno y
confirmado con la inoculacién de metaboli-
tos. La observacion de los mismos sintomas
aparecidos sobre las plantas tras la inocula-
cién con el filtrado que tras la inoculacién
con los patégenos directamente nos permite
concluir que los dafios observados en las
plantulas infectadas son debidos a la produc-
ci6én de micotoxinas y no a la invasién fisica
del hongo. Estos resultados coinciden con
los presentados por HARMAN y GRANETT,
(1972) y HaNDA et al. (1982) .

Se ha comprobado ademds, que el aislado
cuyos metabolitos producian mayores dafios
tras ser inoculados sobre las semillas coinci-
de con el aislado que producia mayor nime-
ro de conidias, lo que nos permite pensar en
una probable relacién entre la produccién de
conidias y la actividad fitotdxica extracelular
del hongo.

Las micotoxinas producidas por Alterna-
ria sp. no son especificas de la planta del

cardo (AGRIOS, 1996), pero, aunque los
dafios producidos por estos metabolitos sean
mucho mas manifiestos en sus hospedantes
habituales, si la cantidad de toxinas es lo
suficientemente alta, que sea o no hospedan-
te no es un factor limitante para la aparicion
de danos (HARMAN y GRANETT, 1972).

La representacién grafica (Fig. 1) pone de
manitiesto la distinta capacidad parasitaria
de los diferentes aislados de Alternaria.

Pruebas de toxicidad con los extractos
liquidos obtenidos a partir de Aspergillus
niger y A. flavus.

Aspergillus es un hongo que, ademds de
aparecer en un elevado nimero de muestras
analizadas en el inventario, tiene una gran
capacidad potencial de producir metabolitos
fitotoxicos para las semillas (BROWN et al.,
1998; JONES et al., 1981; KING et al., 1983;
SANCHIS et al., 1983; WIDSTROM et al., 1990;
FERNANDEZ-CORRAL et al., 2002).

En el cuadro 4 se observa como unica-
mente aparecen diferencias significativas
entre los porcentajes de emergencia de plan-
tulas del testigo y los tratamientos cuando la
extraccién se prolonga 11 dias. Probable-
mente la concentracién de posibles metabo-
litos obtenidos con 3 y 7 dias de agitacién
del hongo antes de su extraccion, no sea lo
suficientemente alta como para impedir la
germinacién y emergencia de las plantulas.
Los mayores dafios producidos sobre las rai-
ces coinciden con los producidos sobre la
parte aérea en lo que se refiere al periodo de
agitacion del hongo antes de ser aplicados
sus extractos, cercano al tercer dia en A.
nigery al séptimo dia en A. flavus, mostran-
do asi la diferente capacidad parasitaria de
cada una de las especies de Aspergillus utili-
zadas en el estudio.

Los porcentajes de plantulas atrofiadas
muestran diferencias significativas entre las
dos especies y el testigo, que presenta siem-
pre porcentajes muy bajos de dafios, no
superando en ningln caso al 8%. Posible-
mente, la atrofia o el retraso en el crecimien-
to observado se produzca con bajas concen-
traciones de posibles téxicos en el medio,
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Figura 1. Gréficas comparativas de las pruebas de patogenicidad con los extractos de dos aislados de
Alternaria alternata.
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Figura 2. Gréficas comparativas de las pruebas de patogenicidad con extractos de Aspergillus Niger (As-1)
y Aspergillus flavus (As-2).
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por lo que la severidad de los dafios no se ve
afectada por el cambio que la concentracién
de toxicos sufre a lo largo de los distintos
periodos de incubacién del hongo.

Los porcentajes de plantulas con raices
necrosadas sufren grandes variaciones en los
tratamientos con extractos de una especie u
otra. Si bien los extractos de las dos especies
causan abundantes necrosis en plantulas, los
mayores dafios se producen con extractos
procedentes de periodos de incubacién del
hongo distintos para cada especie. El aislado
de A. flavus (As-2) produce el mayor por-
centaje de daftos al inocular los extractos de
3 dias de incubacién, con un 24% de plantu-
las con raices necrosadas, porcentaje que
disminuye a un 18 y 19% con periodos de 7
y 11 dias de incubacidn, respectivamente
(ver Fig. 2).

En inoculaciones con metabolitos de A.
niger (As-1), los danos son similares a los
producidos con los metabolitos de A. flavus
(As-2) obtenidos a los 3 dias de agitacién
del hongo. Sin embargo, en extracciones
realizadas a los 7 y 11 dfas, las necrosis
producidas por los extractos de As-1 son
muy superiores.

Los porcentajes de dafios observados son
muy altos, llegando hasta el 78% de raices
de plantulas dafnadas por A. niger a los 7 dias
de incubacién frente al 6% de raices dafadas
que presenta el testigo.

Las manchas aparecidas sobre el hipoco-
tilo de Jas pldntulas tienen la misma morfo-
logia tras la inoculacién con los extractos
que tras la inoculacién con los mismos hon-
gos. Los mayores porcentajes de plantulas
dafiadas se presentan tras ser inoculadas con
metabolitos obtenidos tras 7 dias, en el caso
de A. niger (26% de plantulas con hipocotilo
danado), y 3 dias, en el caso de A. flavus
(17% de pléantulas con hipocotilo dafiado).
Son destacables las grandes diferencias pro-
ducidas con respecto al testigo, donde el por-
centaje de plantulas que presentan danos en
el hipocotilo es practicamente nulo.

Las graficas comparativas (Fig. 2) mues-
tran como las dos especies tienen comporta-
mientos diferentes en lo que se refiere a los

dafos ocasionados, pues mientras que A.
niger mantiene constantes a lo largo de los
tres periodos de incubacién los porcentajes
de daiios, en A. flavus se aprecia claramente
un punto méximo en la produccion de sus-
tancias fitotoxicas extracelulares que tiene
lugar cerca del séptimo dia de agitacién del
hongo. Estos resultados nos muestran la
diferente toxicidad de cada una de las espe-
cies de Aspergillus utilizadas en el estudio, y
que permiten asegurar, que la produccion de
metabolitos téxicos estd regulada por el
hongo, y que no aumenta linealmente con el
crecimiento miceliar.

Pruebas de toxicidad con los extractos
liquidos obtenidos a partir de Fusarium
verticillioides.

Se analizaron dos aislados diferentes de
Fusarium verticillioides, compardndolos con
un testigo. Este género es el productor mds
importante de fumonisinas (FANDOHAN et al,
2004; MUNKVOLD et al, 1997). La disminu-
cidén en el porcentaje de emergencia de plan-
tulas tras la inoculacién con metabolitos de £
verticillioides (Cuadro 4), tiene lugar en
similar cuantia en ambos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos aunque si con respecto al testigo.

La emergencia es un 37 y 43% respecti-
vamente inferior al testigo con metabolitos
obtenidos a los 3 dias. La emergencia obser-
vada tras la inoculacién con metabolitos
extraidos a los 7 y 11 dias aumenta en los
dos aislados estudiados.

La elevada capacidad germinicida de los
filtrados a los 3 dias de incubacién del
hongo, que se ve disminuida a los 7y 11 dias
parece indicar que se reduce la emision de
metabolitos téxicos paralelamente al tiempo
de incubacién, de la misma manera que
hacen pensar en la pérdida de toxigenicidad
de los metabolitos ya producidos.

En los porcentajes de pldntulas atrofiadas
los mayores dafios se aprecian en los ensa-
yos realizados con metabolitos obtenidos
tras 3 dias de agitacién con un 20 y 25% de
plantulas atrofiadas. Dafios que disminuyen
con periodos de incubacion mayores.
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Figura 3. Gréficas comparativas de las pruebas de toxicidad con extractos de dos aislados (Fm-1 y Fm-2) de
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No se aprecia efecto alguno de las inocu-
laciones sobre las raices de las plantulas, no
parece por tanto que sea este un efecto de los
metabolitos producidos por los aislados de
Fusarium verticillioides. En contraposicién
al resultado de la inoculacién con los dos
aislados de Fusarium verticillioides, donde
aparecian dafios en porcentajes de un 10 y
9% respectivamente de plantulas dafiadas
(Cuadro 3), caracterizdndose éstas por la
aparicién de gran cantidad de raices necroti-
cas, con necrosis tanto distales como inter-
medias.

En cambio, en los porcentajes de manchas
en el hipocotilo, los mayores porcentajes de
dafios vuelven a ser los observados tras la
inoculacién de metabolitos obtenidos tras
tres dias de agitacién, disminuyendo paulati-
namente con mayores periodos de agitacion
de los aislados (ver Fig. 3).

Pruebas de toxicidad con los extractos
obtenidos a partir de Penicillium rugulosum.

La capacidad de produccién de toxinas
que presenta este género y su efecto sobre las
semillas almacenadas son sobradamente
conocidos (PRANGE et al., 2005). Comparén-
dose un tnico aistado con un testigo, los
resultados del conteo realizado a los 10 dias
se muestran en el cuadro 4.

Se observa un descenso en los porcentajes
de emergencia tras las inoculaciones con
extractos de P. rugulosum de un 8 a un 15%
con respecto al testigo. Estos porcentajes
permanecen casi constantes a lo largo de los
tres periodos de incubacién del hongo, con
un maximo, a los |1 dias de agitacién del
cultivo liquido, del 78% de pldntulas emergi-
das, no muy alejado del 77% observado a los
3 dias de agitacién del hongo.

El ensayo con extractos acuosos de P.
rugulosum dio como resultado porcentajes
de pléantulas atrofiadas, en los que se aprecia
un minimo ascenso en la actividad fitotéxica
a medida que aumenta el periodo de agita-
cién al que ha sido sometido el hongo. A
diferencia de los ensayos con Alternaria
alternata y Aspergillus niger y flavus, los
extractos de Penicillium producen atrofias a

partir de los 3 dias de agitacién del hongo
con un 18% de plantulas afectadas, aunque
sufren un aumento lineal al menos hasta los
I1 dias de incubacién del hongo, con un
méximo del 22% de plantulas atrofiadas a
los 11 dias de incubaci6én del hongo.

Las graficas comparativas entre las inocu-
laciones con metabolitos obtenidos a partir
de cultivos liquidos de Penicillium y el testi-
go (Fig. 4) muestran el efecto que estos
metabolitos tienen sobre las plantulas trata-
das. Los dafios aumentan linealmente con los
dias de agitacion del hongo. Esto nos lleva a
la conclusién de que, en el caso de Penici-
llium, la produccién de metabolitos estd
influenciada por el periodo de incubacién
del hongo, aumentando asi linealmente al
menos hasta los 11 primeros dias.

La inhibicién de la germinacién fue, por
lo general, mayor al inocular las semillas con
el cuerpo miceliar y conidial de los aislados
directamente que con Sus extractos acuosos.
Asi ocurre en las inoculaciones con Penici-
llium, Alternaria 'y Aspergillus. En el caso de
las inoculaciones con Fusarium monilifor-
me, los mayores porcentajes de inhibicién de
la germinacién se obtuvieron con los extrac-
tos acuosos.

Por regla general las semillas de cardo
presentan mayores porcentajes de dafios y
atrofias cuando son inoculadas con los
extractos acosos. Asi, los extractos de Alter-
naria alternata, Aspergillus flavus, Aspergi-
llus Niger y Fusarium moniliforme presen-
tan mayores porcentajes de pléntulas atrofia-
das y dafiadas (Cuadro 4) que el observado
tras la inoculacién con los cuerpos micelia-
res directamente (Cuadro 4).

El echo de que muchos autores hayan des-
crito dafios similares en la germinacion y
nascencia de semillas de diferentes especies
nos hace pensar que posiblemente no se trate
de toxinas especificas.

Los géneros estudiados en este trabajo
son de poca importancia, en general, en
Patologia Vegetal, puesto que no producen
enfermedades aparentemente llamativas, sin
embargo su papel en la germinacién y muer-
te y atrofia de pléntulas puede tener una tras-
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cendencia importante que podria alcanzar a
lo que en los bancos de germoplasma se
denomina envejecimiento de las semillas y

pérdida de germinacién. Pues bien, estos
hongos podrian tener una estrecha relacién
con esa falta de germinacién.

ABSTRACT

PALMERO D., C. IGLESIAS, L. VARES, J. SIN0BAS (). 2006. Evaluation of the effect of
fungal population and their aquaeous extracts over thistle seeds (Cynara cardunculus L.)
germination and nascence. Bol. San. Veg. Plagas, 32: 659-672.

In previous works, the fungal population present in seeds of 54 cultivars of thistle was
characterized. A total of 4400 seeds were tested and 15 different genera of fungi were
identified.

The present work evaluates the effect of such fungi and their aqueous extracts over
seed germination and nascence.

Pathogenicity tests have been made for 2 strains from each of the 6 most quantitative
important genera (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus. Cladosporium and
Alternaria), as well as for their metabolites produced after 3, 7 and 11 days of incubation

The fungal inoculation results show negative effects on seed germination. Those
effects were maximum after inoculation with Rhizopus stolonifer (29% less germination)
and Fusarium verticillioides.

Nascence percentage decreases after inoculum concentration duplication and the
number of damaged plants grows drastically. In the significative case of inoculation with
Cladosporium, germination decreased 31% with that duplication, analogous as what
happens with the rest of de genera, in lesser or greater degree.

Seedlings emerged after being inoculated with metabolites obtained from aqueous
extracts showed the same symptoms (atrophy and damage on radicles and coleoptiles)
than those described for the fungus itself. Metabolites of tested genera decrease as well
germination.

Different parasitical ability for each species is shown by the results, There are also
differences depending on the stirring period. Those data permit to assume that toxic
metabolite production is fungal - regulated and does not have a linear relationship with

myceliar growing.

Key words: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Cladospo-
rium herbarum, Fusarium verticillioides, Rhizopus stolonifer, metabolites, toxicity. pat-

hogenicity,seedlings.
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