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Marras de origen fiingico (Damping-off) en plantas
del género Pinus sp. cultivadas en invernadero
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El Damping-off est4 considerado como el complejo fitopatolégico que produce mas
bajas en los viveros e invernaderos forestales. En este trabajo se estudian las posibles
vias de infeccion, los métodos de anilisis y las especies fingicas aisladas en plantulas
del género Pinus, bajo condiciones de Invernadero.
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INTRODUCCION

Los mayores problemas de supervivencia
que sufre la planta forestal se presentan du-
rante los primeros afios de su existencia y
particularmente en el periodo en que se en-
cuentra en el vivero o invernadero y en los
meses posteriores a su plantacion en los te-
rrenos a repoblar.

El mayor responsable de la falta de salud
de las plantulas en las instalaciones de pro-
duccién son las micosis que dan lugar a in-
fecciones que son mds conocidas como
complejo «Damping-off», definido por NE-
ERGAARD (1979) de forma precisa como la
enfermedad de las semillas y jévenes plan-
tulas cuyas causas son el decaimiento de la
semilla y el colapso del crecimiento en la
plantula, usualmente producido por un ata-
que fiingico.

Los sintomas que desarrolla la enferme-
dad se pueden englobar en tres formas dife-
rentes, en estrecha relacién con la edad de la
pldntula:

«Damping-off» de pre-emergencia. Los
dafios se producen antes de emerger la plan-

ta del sustrato, produciendo marras de nas-
cencia por podredumbre total de la pequefia
radicula (Fig. 1).

«Damping-off» de post-emergencia.
Desde los 0 a los 3 meses. La plantula emer-
ge por encima del sustrato pero es invadida
por el hongo a través de la radicula, hasta el
hipocétilo y pudriendo el cuello radicular.
La parte aérea presenta una decoloracion
pardo-rojiza de sus hojas cotiledonares sin
que llegue a producirse defoliacién dando
como resultado la caida en el suelo. Este
sintoma da nombre a una de las acepciones
con que se conoce la enfermedad en nuestro
pais, «caida de plantula», término equivo-
co ya que la misma sintomatologia terminal
puede ser desarrollada por factores ambien-
tales como sequia, helada o por otros facto-
res bidticos como larvas de Melolonthinos,
Tipulidos o imagos de Gryllotalpa gryllotal-
pa (Fig. 2).

«Damping-off» tardio (Root rot). Desde
los 3 meses a los 2 afios, coincidiendo con
el inicio de la lignificacion del tallo y finali-
zando con dos savias, edad médxima de las
pldntulas en el vivero. Los marchitamientos
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Fig. 1.-Sintomas de «Damping-off de preemergencia» por ausencia de germinacion a causa de un ataque
radicular previo.

Fig. 2.-Caida de pldntula en el sustrato. inconfundible sintoma de «Damping-off de postemergencias.
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y decoloraciones en el follaje de la planta.
producen una lenta podredumbre del siste-
ma radical, seguido de grietas longitudinales
en la zona del cuello, dando como resultado
final el estrangulamiento definitivo de la
raiz (Fig. 3).

En Esparia, la patologia forestal se ha cen-
trado en las enfermedades de manifestacién
aérea, con una sintomatologia clara y de
facil tipificacién en un amplio abanico de
especies. Pero en relacién con los problemas
de enfermedades producidas en vivero care-
cemos de informacién necesaria siendo mi-
nimas la resefias bibliogrificas (TORRES
JUAN, 1959; BENITO MARTINEZ & TORRES
JUAN, 1965; ABREU & NOTARIO, 1986;
TELLO, 1990; MURNOZ, 1991).

La produccidn de planta forestal en conte-
nedor bajo invernadero se ha incrementado
durante los Gltimos anos y aunque sufren las
mismas enfermedades que en la siembra en
era de vivero, las vias de contagio, el desa-
rrollo de la infeccidn y las medidas correc-
toras son diferentes, por lo que es necesario
un estudio individualizado para cada tipo de
cuitivo.

Las pérdidas que pueden sufrir los vive-
ristas son de un 100% en semilleros y entre
el 15 y el 20% en contenedor.

La pérdida de produccion durante el afio
1989 y posteriores, en el invernadero del
Centro Nacional de Mejora Genética Fores-
tal «El Serranillo«, ubicado en Guadalajara
y perteneciente al [CONA fue el desencade-
nante del presente estudio.

El seguimiento completo de la produccién
del afio 1992 en cuatro especies del género
Pinus, constituyen los datos que resultaron
del estudio.

La complejidad de la enfermedad vy los di-
ferentes agentes que pueden desencadenarla
ha hecho necesario revisar los procesos de
produccion de la pldntula, desde el andlisis
de la semilla que llega al recinto, el control
de las caracteristicas medioambicntales ¢ hi-
giénicas del almacén y de los invernaderos,
el estudio de los componentes del sustrato y
del agua de riego, y el anilisis de pldntulas
con sintomas de infeccidn.

Fig. 3.-Apices decolorados. sintoma que se
confunde con el efecte de heladas, inicio
del «Damping-off tardio» o «Root-rot».

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las especies de coniferas estudiadas fue-
ron:

Pinus eldarica Medw., P. halepensis Mi-
ller., P. pinaster Aiton. y P. svlvestris L.

En el andlisis de la semilla se utilizaron
300 semillas por especie y procedencia dife-
rente. Este material provenia del Servicio de
Material Genético del ICONA con un codi-
go de seleccién y se acompaifaron datos
complementarios de test de germinacion que
fueron muy utiles en los primeros momen-
tos del estudio.

En el andlisis de material vegetal infecta-
do compuesto por pldntulas no ha sido posi-
ble recoger el mismo nimero de elementos
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muestrales en cada especie, debido al caréc-
ter subjetivo de tal eleccién, aunque el ta-
mafio de la muestra es significativo.

Para conocer los agentes fingicos impli-
cados se realizaron aislamientos en tres me-
dios microbiolégicos de cultivo diferentes
segln la receta de sus respectivos autores:

Patata-Dextrosa-Agar (PDA), medio ge-
neral, segin la receta de ECHANDI (1971).

KOMADA (K), medio selectivo para Fu-
sarium segun la receta de KOMADA (1975).
Este medio sirve también para que se desa-
rrollen otras especies del mismo género.

PONCHET (P), medio selectivo para Pvt-
hium y Phvtophthora, segin la receta de
PONCHET et al. (1972).

Para el andlisis de la semilla se reparten
100 semillas de cada especie y procedencia
diferente, en 10 placas de Petri por cada
medio de cultivo. Para analizar las plantulas
afectadas se seccionaron en tres zonas mor-
folégicas bien diferenciadas: raiz, tallo y
acicula, obteniendo porciones de cada zona
con una longitud aproximada de 1,5 cm. que
fueron sembradas en los mismos medios de
cultivo anteriormente citados, procurando
que el nimero de porciones por placa de
Petri fuese el mismo.

Después de un periodo en bancada de la-
boratorio se realizaron las lecturas periddi-
cas para determinar los hongos, junto a pre-
paraciones microscdpicas montadas en azul
algodén y lactofenol de Amman.

Sustrato

Los componentes que se utilizan para la
siembra (Turba rubia de sphagnum, Perlita
expandida y Vermiculita) son andlizados in-
dividualmente para conocer la densidad de
inéculo y su estado sanitario a la hora de
utilizarlos ya que son materiales habituales
que proporcionan un soporte alimenticio y
fisico para el vivero forestal bajo invernadero.

Para el andlisis de estos componentes se
utilizaron tres procedimientos diferentes:

1.° Técnica de diluciéon-suspension:
para conocer la micoflora total a través de

concentraciones diferentes de los materiales
componentes del sustrato con agua estéril
(1/100. 1/1.000 y 1/10.000) sobre un medio
microbiolégico de agar-malta acidificado
con dcido citrico en el que se incorpora, en
las placas de Petri, | ml. de cada suspension
por 10 ml de medio de cultivo, antes de que
se solidifique el medio.

2.° Adicion de muestra del suelo al
medio de cultivo KOMADA (K): para co-
nocer la flora Fusdrica a través de cuatro re-
peticiones por muestra, previamente tritura-
das y desecadas de las que se calcula su
peso seco para poder expresar los resultados
en propagulo/gramo de suelo seco. Las pla-
cas de Petri con 15 ml. de medio de cultivo
se cubren con los diferentes componentes.

En ambos casos se repiten tres veces los
andlisis para minimizar lo mdximo posible
el error que conllevan estos métodos de and-
lisis y asf a través de la ponderacion estadis-
tica poder considerarlos vdlidos.

3.° Trampa vegetal de pétalos de cla-
vel: para detectar la presencia de géneros
Pythium o Phytophthora por dilucién en
agua destilada de una cantidad precisa de
materiales del sustrato vertidos en placas de
Petri en donde se colocan cinco pétalos de
clavel inmaduro que captardn, en su caso,
los esporangios de estos hongos.

Agua de riego

El agua de riego puede ser una fuente y
un medio de expansién de propdgulos fingi-
cos por lo que es necesario realizar un anali-
sis biologico para conocer la posibilidad de
infeccidn, por ello se ha utilizado un medio
microbiolégico de patata-dextrosa-agar aci-
dificado con 4cido citrico de la misma
forma que la técnica de dilucién-suspension
con agua destilada anteriormente citada en
dos concentraciones distintas (1/10 y
1/100), incorporando 0,1 ml. de las distintas
diluciones en 15 ml. de medio de cultivo por
placa de Petri antes de que el medio se soli-
dificase.
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Se realizaron tres tomas de cada andlisis
para establecer una ponderacién de los mis-
mos y minimizar el error que conlleva el
método de andlisis empleado.

Anadlisis del ambiente aéreo
del invernadero

Por dltimo, conocer la micoflora dentro
del invernadero y su distribucién temporal
durante el proceso de produccién era muy
interesante porque un porcentaje elevado de
propédgulos fingicos en el aire, supone una
via de indculo para las plantas y la perma-
nencia de la enfermedad por reinfecciones
sucesivas.

La colocacién de placas de Petri abiertas
con medios microbiolégicos PDA y KO-
MADA, durante treinta minutos de forma
equidistante entre los espacios de los conte-
nedores, permite capturar los posibles pro-
pagulos que se encuentren en el aire que
rodea las plantulas. La superficie que cubria
cada «placa trampa« era de 2.146 dm?>.

Este andlisis se realizé con una periodici-
dad mensual desde Mayo de 1992 hasta
Abril de 1993, con lo que se cubria un afno
que coincidia con el tiempo de duracion de
la campaiia de produccidn.

Parecié interesante el conocer las caracte-
risticas climadticas en que se desarrollaban
las pléntulas dentro del invernadero por lo
que durante un afio completo se tomaron
datos de temperaturas maximas, temperatu-
ras minimas junto a humedades relativas,
para comprobar si las condiciones medio-
ambientales influian en el desarrollo de la
enfermedad.

RESULTADOS
Analisis de la semilla

Se analizaron un total de 2.700 semillas,
dando un total de 3.905 colonias que perte-
necian a 17 especies flingicas diferentes
junto a un porcentaje minimo (0,41 %) de
bacterias que no se llegaron a determinar.

A continuacién aparecen los resultados
por cada especie vegetal, acompaiiados de
un indice de contaminacién (IC) para esta-
blecer comparaciones entre resultados.

Comparando los indices de contaminacién
de las especies vegetales se puede compro-
bar que P. sylvestris es el que posee el mds
alto valor coincidiendo con la especie que
presenta mayor numero de hongos presentes
en el estudio de la semilla.

Cuadro 1.-Micoflora total asociada a la semilla de Pinus eldarica

Especie fiingica N.? colonias % total
Alternaria alternata 10 2,39
Botryiis cinerea 5 1,19
Paecilomyces variotti 15 3,57
Penicillium spp. 276 65.71
Rhizopus spp. 102 24,29
Trichoderma viride 12 —  2.86

N.° TOTAL DE COLONIAS (C)

420

N.°TOTAL DE SEMILLAS (S) = 300
IC=C/S=14
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Cuadro 2.-Micoflora total asociada a la semilla de Pinus halepensis

Especie fiingica N.° colonias % total
Penicillium spp. 429 49,37
Rhizopus spp. 440 50,63

N.° TOTAL DE COLONIAS (C) = 869
N.° TOTAL DE SEMILLAS (S) = 600

IC=C/S=145

Cuadro 3.-Micoflora total asociada a la semilla de Pinus pinaster

Especie fiingica N.° colonias % total
Alternaria alternata 57 5,04
Aspergillus niger 4 0,35
BACTERIAS 8 0,71
Botrytis cinerea 3 0,27
Fusarium oxysporum 21 1,86
Gliocladium roseum 4 0,35
Paecilomyces variotii 130 11,50
Penicillium spp. 497 43,98
Phoma spp. 1 0,09
Rhizopus spp. 269 23,81
Schizophvyllum commune 2 0,18
Stemphylium botryosum 4 0,35
Trichoderma viride 134 11,86

N.° TOTAL DE COLONIAS (C) =1.134
N.°TOTAL DE SEMILLAS (S) = 900
IC=C/S=1.26

Cuadro 4.-Micoflora total asociada a la semilla de Pinus sylvestris

Especie fungica N.? colonias % total
Acremonium spp. 26 1,75
Alternaria alternata 23 1,55
Aspergillus flavus 10 0,67
Aspergillus niger 24 1,62
BACTERIAS 8 0,54
Botrytis cinerea 5 0,34
Fusarium moniliforme 10 0,67
Fusarium oxysporum 10 0,67
Paecilomyces variotii 78 5,26
Penicillium spp. 768 51,82
Phoma spp. 1 0,07
Rhizopus spp. 336 22,67
Sporothrix spp. 5 0,34
Stemphylium botryosum 5 0,34
Trichoderma viride 129 8,70
Trichothecium roseum 44 2,97

N.° TOTAL DE COLONIAS (C) = 1.482

N.° TOTAL DE SEMILLAS (S)
IC=C/S=1.65

900
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Andlisis de la plintula infectada

El material fue recogido en las visitas al
invernadero durante todo el afio, eligiendo
aquellas pldntulas que presentaban sintomas
de marchitamiento, caida en el sustrato, clo-
rosis o puntisecado de la zonas verdes.

En total se analizaron: 52 pldntulas de
Pinus eldarica, 129 plantulas de P. halepen-
sis, 110 plantulas de P. pinaster y 157 plan-

tulas de P. sylvestris, apareciendo un total
de 4.165 colonias de 18 especies fingicas
diferentes.

Los resultados se expresan por especie ve-
getal y acompaifiados del indice de conta-
minacién (IC) correspondiente.

P. sylvestris vuelve a ser la especie vege-
tal que presenta un indice de contaminacion
mayor al igual que coincide con que presen-
ta una micoflora mas amplia.

Cuadro 5.—Micoflora total asociada a la plantula de Pinus eldarica

Especie fiingica N.° colonias % total
Alternaria alternata 79 16,26
Cladosporium herbarum 40 8,23
Epicoccum nigrum 1 0,21
Fusarium moniliforme 24 4,95
Fusarium oxysporum 12 2,47
Fusarium solani 38 7,82
Paecilomyces variotii 97 19,97
Penicillium spp. 169 34,74
Phoma spp. 5 1,03
Rhizopus spp. 21 4,32

N.°TOTAL DE COLONIAS (C) = 486
N.°TOTAL DE PLANTULAS (P) = 52
IC=C/P=9.35

Cuadro 6.-Micoflora total asociada a la plantula de Pinus halepensis

Especie fingica N.° colonias % total
Alternaria alternata 212 21,97
Aureobasidium pullulans 1 0,10
BACTERIAS 2 0,20
Cephalosporium spp. 6 0,60
Cladosporium herbarum 17 1,76
Cylindrocarpon destructans 5 0,50
Epicoccum nigrum 12 1,24
Fusarium moniliforme 22 2,28
Fusarium oxysporum 50 5,18
Fusarium solani 83 8,60
Paecilomyces variotii 320 33,16
Penicillium spp. 127 13,16
Rhizopus spp. 103 10,67
Trichothecium roseum 5 0,50

N.°TOTAL DE COLONIAS (C) = 965
N.°TOTAL DE PLANTULAS (P) = 129

IC=C/P=7.48
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Cuadro 7.-Micoflora total asociada a la pldntula de Pinus pinaster

Especie fiingica N.” colonias % total
Alternaria alternata 131 12,87
Aspergillus flavus 6 0,59
BACTERIAS 4 0,39
Cladosporium herbarum 132 12,97
Epicoccum nigrum 6 0,59
Fusarium moniliforme 28 2,75
Fusarium oxysporum 19 1,87
Fusarium solani 78 7,66
Paecilomyces variotii 12 1.18
Penicillium spp. 542 53.24
Phoma spp. 3 0,29
Rhizopus spp. 37 3,63
Stemphylium botryosum 20 1,96

N.°TOTAL DE COLONIAS (C) = 1.018
N.°TOTAL DE PLANTULAS (P) = 110

IC=C/P=9.25

Cuadro 8.-Micoflora total asociada a la plintula de Pinus sylvestris

Especie fingica N.° colonias % total
Acremonium spp. 1 0,06
Alternaria alternata 204 12,03
Aspergillus flavus 9 0,53
Aureobasidium pullulans 20 1,18
BACTERIAS 3 0,17
Cladosporium herbarum 500 29,48
Cylindrocarpon destructans 6 0.35
Fusarium moniliforme 22 1,30
Fusarium oxvsporum 36 2,12
Fusarium roseum 22 1,30
Fusarium solani 261 15,39
Paecilomyces variotii 5 0,29
Penicillium spp. 491 28,95
Phoma spp. 20 1,18
Rhizopus spp. 86 5,07
Stemphylium botrvosum 10 0,59

N.° TOTAL DE COLONIAS (C) 1.696
N.° TOTAL DE PLANTULAS (P) = 157
IC=C/P=10.80
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Analisis de sustratos

Se han contabilizado un total de 2.443 co-
lonias en la Perlita, 2.548 colonias en la
Turba y 2.164 colonias en la Vermiculita, en
el andlisis para conocer la micoflora total
por el método de disolucidn-suspension.

En el andlisis para conocer la presencia de
Pythiaceas se utilizaron 150 pétalos de cla-
vel sin conseguir detectar ningin propdgulo
de dichos hongos.

A continuacién se presentan los resulta-
dos de los andlisis efectuados, tanto los

relacionados con la micoflora total como
los realizados para conocer la flora fusd-
rica.

La eleccién de la concentracién mds re-
presentativa debe cumplir que presente el
mayor nimero de propagulos de los dife-
rentes hongos, aunque ello excluyese al-
guna especie flingica que se hubiese de-
terminado en otra concentracioén (TELLO
& Lacasa, 1990), por lo que en los tres
materiales aislados se designa la concen-
tracién 1/1000 por ser la que cumple tal
requisito.

Cuadro 9.-Micoflora total de turba analizada por el método de Dilucién-Suspension
(se expresa en propagulos/gr. de turba)

Especies fingicas (x 103)
Acremonium spp. 1,33
Alternaria alternata 12,67
Aspergillus flavus 2,66
Aspergillus niger 1,67
Aureobasidium pullulans 1
Fusarium oxysporum 3
Paecilomyces variotii 5,67
Penicillium spp. 13,33
Rhizopus spp. 48
Trichoderma viride 151,67

Cuadro 10.-Micoflora fusarica por el método de medio de cultivo Komada

ESPECIE TURBA
Muestra Especie fungica Propagulo/gramo
Muestra 1 Fusarium moniliforme 30.819 + 4,892
Fusarium oxysporum 47,540 % 5,195
Fusarium solani 17,359 = 5,637
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Cuadro 11.-Micoflora total de perlita analizada por el método de Dilucién-Suspensién
(se expresa en propagulos/gr. de perlita)

Especies fiingicas (x10%)
Acremonium spp. 2
Fusarium oxvsporum 1
Fusarium solani 0.67
Paecilomyces variotii 1,67
Penicillium spp. 2,33
Rizopus spp. 3,33
Trichoderma viride 346,67

Cuadro 12.-Micoflora fusarica por el método de medio de cuitivo Komada

ESPECIE PERLITA
Muestra Especie fingica Propagulo/gramo
Muestra 1 Fusarium oxysporum 43,375 = 13,312
Fusarium solani 54,375 = 13,326

Cuadro 13.-Micoflora total de vermiculita analizada por el método de Dilucion-Suspension
(se expresa en propagulos/gr. de vermiculita)

Especies flingicas (x10%)
Acremonium spp. 0,33
Alternaria alternata 0,67
Aureobasidium pullulans 0,67
Fusarium oxysporum 1
Paecilomyces variotii 4,33
Penicillium spp. 5,67
Rizopus spp. 1
Trichoderma viride 206,67

Cuadro 14.-Micoflora fusarica por el método de medio de cultivo Komada

ESPECIE VERMICULITA
Muestra Especie fingica Propagulo/gramo
Muestra 1 Fusarium moniliforme 29,298 + 13,033

Fusarium oxysporum 98,586 = 45,648
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Andlisis del agua de riego

Tomando muestras en dos puntos diferen-
tes como es la salida de la bomba de impul-
sién conectada al pozo y en un microdifusor
de riego en el invernadero, podemos cono-
cer qué agentes fingicos pueden ser traspor-
tados por el agua.

Se contabilizaron 904 colonias en el andli-
sis del agua de pozo, 998 colonias en el andli-
sis del agua del microdifusor del Ala I del in-
vernadero y 1.367 colonias en el andlisis del
agua arrojada por el microdifusor del Ala II.

A continuacién aparecen los datos ponde-
rados tanto del agua tomada del pozo como
de la que regaba las dos alas del invernadero.

Cuadro 15.-Micoflora total en el agua de pozo. Toma media concentr. 1/10

Especie fungica

N.° colonias (x 10)

Aspergillus niger
Cephalosporium spp.
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

1,5
10,7
31,3

33
31,7

Cuadro 16.-Micoflora total en el agua de pozo. Toma media concentr. 1/100

Especie fiingica

N.° colonias (x 102)

Aureobasidium pullulans
Cephalosporium spp.
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

1
4,7
64,7
2,3
150,7

Cuadro 17.-Micoflora total en el agua de riego. Toma media concentr. 1/10. Invernadero. Ala I

Especie fiingica

N.° colonias (x 10)

Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

Cuadro 18.-Micoflora total en el agua de riego. Toma media concentr. 1/100. Invernadero. Ala I

Especie fungica

N.° colonias (x 102)

Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

0,7
53
1,3
1
54
6,7
46
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Cuadro 19.-Micoflora total en el agua de riego. Toma media concentr. 1/10. Invernadero. Ala II

Especie fingica

N.° colonias (x 10)

Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

1
12,3
2,7

2
1133

23

160

Cuadro 20.-Micoflora total en el agua de riego. Toma media concentr. 1/100. Invernadero Ala II

Especie fiingica

N.° colonias (x 10?)

Alternaria alternata
BACTERIAS
Cladosporium herbarum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Trichoderma viride

0.7
25,7
6.7

Analisis en el ambiente aéreo
del invernadero

El nimero total de colonias capturadas es
de 6.994 en que se han identificado 20 espe-
cies fungicas en el aire que rodea la pldntula

por lo que se convierte en una fuente de in6-
culo con grandes posibilidades de contagio
y reinfeccién.

A continuacién se exponen los resultados
en las dos alas del invernadero que produ-
cian plantulas de pino.

Cuadro 21.-Micoflora total en el ambiente aéreo del invernadero. Ala I

Especie fingica

N.° colonias

Acremonium spp.
Alternaria alternata
Aspergillus niger
Aurebasidium pullulans
BACTERIAS

Botrytis cinerea
Cephalosporium spp.
Cladosporium herbarum
Epicoccum nigrum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Nigrospora spp.
Paecilomyces variotii
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Stemphylium botrvosum
Trichoderma viride

30
413
10
500
90
11
24
947
44
104
175
39
4
658
306
45
53
132
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Cuadro 22.-Micoflora total en ambiente aéreo del invernadero. Ala I1

Especie fungica

N.° colonias

Acremonium spp.
Alternaria alternata
Aurebasidium pullulans
BACTERIAS

Botrytis cinerea
Cephalosporium spp.
Cladosporium herbarum
Epicoccum nigrum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxvsporum
Fusarium solani
Gliocladium roseum
Nigrospora spp.
Ostrachoderma spp.
Paecilomyces variotii
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Stemphylium botrvosum
Trichoderma viride
Trichothecium roseum

25
389
410
113

15

34
867

38
105
122

50

2
7

52
618
404

89

23
248

1

DISCUSION

En la actualidad se estd procediendo a la
realizacion de inoculaciones artificiales para
determinar el comportamiento patogénico
de los hongos aislados; por tanto, la distin-
cion del cardcter saprofito o patégeno que se
utiliza en este articulo corresponde a la in-
formacion recogida de la bibliografia ex-
tranjera manejada.

Analisis de la semilla

La informacién obtenida de los andlisis de
la semilla de Pinus eldarica (Cuadro 1) es
nueva para Espafia, debido a su reciente uti-
lizacién o cultivo por parte del CNMGF.
«El Serranillo». Entre las seis especies de
hongos que se han detectado, Alternaria al-
ternata 'y Botrytis cinerea son patdgenos,
segun la bibliografia consultada, mientras
Paecilomyces variotii , Penicillium spp.,
Rhizopus spp. y Trichoderma viride, son
considerados saprofitos.

Es necesario mencionar el interés que sus-
cité el conocer que se estaba produciendo

esta especie debido a la importancia que pu-
diese tener el hecho de utilizar semilla de
importacién en la introduccién en Espaiia de
nuevas enfermedades por parte de material
reproductor contaminado.

Las semillas de Pinus halepensis (Cua-
dro 2) sélo presentan dos micetes (Penici-
llium spp. y Rhizopus spp.) pero no porque
su cardcter sea tipicamente saprofitico no
deben ser considerados menos importantes
ya que éstos mismos son responsables de
bajas en almacenaje.

La micoflora de las semillas de Pinus pi-
naster (Cuadro 3) estd constituida por doce
especies de hongos siendo las mds represen-
tadas las saprofitas Penicillium spp., Rhizo-
pus spp., Trichoderma viride y Paecilomy-
ces variotii. Entre los patégenos se encuen-
tran Alternaria alternata, Botrytis cinerea y
Fusarium oxysporum . Dos citas nuevas en
Espafa sobre esta especie son Gliocladium
roseum'y Schizophyllum commune.

Las semillas de Pinus svlvestris (Cuadro 4)
son las que presentan mayor variedad fingi-
ca con quince especies de hongos. Entre los
patégenos aparecen Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme y F.
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oxysporum. Pardsito oportunista como
Stemphylium botryosum. Sapréfitos como
Aspergillus niger, A. flavus, Phoma spp. y
Trichothecium roseum. Citas nuevas en Es-
pafia sobre semilla, en esta especie son
Botrvtis cinerea, Fusarium moniliforme, F.
oxysporum, Paecilomyces variolii y Spo-
rothrix spp.

Por tanto, en general la micoflora de la se-
milla la componen dos grupos diferenciados:

— Saproéfitos que no tienen un poder in-
fectivo de forma intrinseca, pueden llegar a
invadir testa y cuello radicular de la plintu-
la, provocdndole debilitamiento e incluso
asfixia (Fig. 4).

— Parasitos oportunistas y/o parasitos epi-
fitos con posibilidad de actuar en la joven
radfcula (Fig. 5).

Estos resultados se resumen en la Figura 6.

Analisis de la planta infectada

En Pinus eldarica (Cuadro 5) se determi-
nan seis citas nuevas mds en Espafia en donde
Fusarium moniliforme, F. oxysporum y F. so-
lani, son patégenos y Cladosporium herba-
rum, Epicoccum nigrum y Phoma spp. son sa-
préfitos, segin la bibliografia consultada.

Se observan diferencias entre la micoflora
de la semilla y la de la pldntula. Asi, en
Pinus halepensis (Cuadro 6) se determinan
once nuevos hongos con respecto al andlisis
de su semilla. Aparecen cinco patdégenos,
Alternaria alternata, Cylindrocarpon des-
tructans , Fusarium moniliforme, F. oxyspo-
rum y F. solani. Entre los sapréfitos, Aureo-
basidium pullulans, Epicoccum nigrum o
Trichothecium roseum.

En Pinus pinaster (Cuadro 7) se han iden-
tificado cinco hongos nuevos con respecto
al andlisis de la semilla. Hongos con capaci-
dad de dariar a las pldntulas como Fusarium
moniliforme y F. solani. Sapréfitos como
Aspergillus flavus, Cladosporium herbarum
o Epicoccum nigrum.

En Pinus sylvestris (Cuadro 8) se encuen-
tra de nuevo la mayor diversidad en la mi-
coflora acompafiante. Se han determinado

Fig. 4.-Micelio de Penicillium spp., invadiendo la testa
y cuello radicular de una plantula (* 10).

Fig. 5.-Micelio de Fusarium moniliforme invadiendo
las partes verdes de una pldntula recién
emergida (* 10).

cinco nuevas especies fingicas con respecto
al andlisis de la semilla. Patégenos como
Cylindrocarpon destructans, Fusarium ro-
seum, F. solani y Stemphylium botryosum.
Saprdéfitos como Aureobasidium pullulans y
Acremonium spp.

A tenor de los resultados hay que resaltar
el hecho de la mayor presencia de especies
fingicas con relacién a los presentes en la
semilla tal y como se pudo observar sobre
P. halepensis.

Los datos aparecen representados en la Fi-
gura 7.
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Fig. 7.-Micosis en plantula.
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Analisis de sustratos

El estudio fungico de la Turba (Cuadro 9)
arroja diez especies fingicas, entre las cua-
les hay que sefialar dentro de los patégenos
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum,
y dentro de los sapréfitos Aspergillus niger,
Aureobasidium pullulans, Penicillium spp. y
Trichoderma viride. En el andlisis para co-
nocer la micoflora fusdrica a través del
medio Komada (Cuadro 10) aparecen otros
dos patdgenos: Fusarium moniliforme y F.
solani, segiin bibliografia.

En la Perlita (Cuadro 11) se determinan
siete hongos de los cuales dos son patdge-
nos, Fusarium oxysporum y F. solani, junto
a saproéfitos como Acremonium spp., Paeci-
lomyces variotii o Tricoderma viride, en el
andlisis de micoflora total por dilucién-sus-
pensién. En el andlisis selectivo para Fusa-
rium (Cuadro 12) se determinan las mismas
especies que en andlisis anteriormente men-
cionado.

En la Vermiculita (Cuadro 13), ocho es-
pecies fungicas aparecen, siendo patdgenas
Alternaria alternata y Fusarium oxysporum
y saprofitas Aureobasidium pullulans, Peni-
cillium spp. o Trichoderma viride, en el ané-
lisis de micoflora total por dilucién-suspen-
sion. En el andlisis selectivo para Fusarium
(Cuadro 14) se determina ademdas Fusarium
moniliforme.

El andlisis realizado para detectar Pythia-
ceas da como resultado que ningin compo-
nente del sustrato presentaba ni Pythium ni
Phytophthora.

A continuacidn aparece la representacion
grifica de dichos datos (Figura 8).

Analisis del agua de riego

En el andlisis de la salida de la bomba
(Cuadros 15 y 16) no se determinan hongos
patégenos, apareciendo saprofitos como Au-

reobasidium pullulans, Penicillium spp.,
Rhizopus spp. y Trichoderma viride.

En el andlisis del microdifusor, que se rea-
liza en el ala I del invernadero (Cuadros 17 y
18) y en el ala II (Cuadros 19 y 20) apare-
cen tres patdgenos como son Alternaria al-
ternata, Fusarium moniliforme y F. oxyspo-
rum, junto a saprofitos como Cladosporium
herbarum o Trichoderma viride.

Los datos aparecen expresados grafica-
mente (Figura 9).

Analisis en el ambiente aéreo
del invernadero

Tanto en el ala I del invernadero (Cua-
dro 21), como en el ala II (Cuadro 22) apa-
recen patégenos como Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme, F.
oxysporum, F. solani'y Stemphylium botryo-
sum, junto a saprofitos como Nigrospora
spp. y Ostrachoderma spp., especies nuevas
con relacidn al resto de sapréfitos aislados
durante los andlisis realizados durante el
afio en el invernadero.

En las instalaciones los valores térmicos
y de humedad relativa fueron tomados en
las dos alas del invernadero, siendo los si-
guientes:

— El ala I, presenta un rango térmico
anual entre los 24 °C. de maxima y los 9
°C. de minima, teniendo valores extremos
mensuales de 34 °C. en Julio y 2 °C. en Di-
ciembre. Con respecto a la humedad relati-
va anual, el rango varia entre el 94% y el
63%.

— El ala II, presenta un rango térmico
anual entre los 26 °C. de mdxima y los 10
°C. de minima, con valores extremos men-
suales de 32 °C. en Julio y 3 °C. en Enero.
La humedad relativa anual oscila entre el
94% y el 61%.

Se ha expresado grificamente los datos
globales a ambas alas (Figura 10).
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Fig. 8.-Hongos en los materiales del suelo
Anal. cualitativo (Conc. 1/1000)
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PORCENTAIJE
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CONCLUSIONES

Es preciso, en este aspecto, tener presente
el primer pdrrafo expresado en el apartado
de Discusion.

A tenor de los resultados obtenidos, se
llega a la conclusién que los agentes causan-
tes del « Damping-off « en estas instalacio-
nes pertenecen a los Fusaria, siendo Fusa-
rium oxysporum y F. moniliforme los princi-
pales responsables debido a su carécter alta-
mente parasitario.

F. oxysporum, hongo cosmopolita con un
amplio rango de hospedadores, puede llegar
a causar sintomas mortales a los pocos dias,
en los ensayos de patogenia que se realizan
para demostrar su habilidad parasitaria (KU-
BIKOVA, 1968; PERRIN, 1990). Esta especie
torma parte de la Seccion Elegans, que den-
tro de los Fusaria son los patégenos mds da-
flinos en cualquier tipo de cultivo, ya sea
agricola o forestal, desarrollando mds de
120 formas especiales y razas (BLOOMBERG,
1979; TELLO, 1990).

F. moniliforme, también es capaz de pro-
vocar podredumbres radiculares nada mas
emerger la radicula por la testa de la semilla
(MASON & VAN ARSDEL, 1978; HUANG &
KUHLMAN, 1990).

En Espafia, segin estudios realizados
(MUNOZ, 1991), debe ser tenido en cuenta
por la proporcién en que aparece y por la ca-
pacidad de supervivencia de sus propdgulos
en materiales carentes de cualquier alimento
sin poseer ningin cuerpo de resistencia como
clamidosporas (TELLO & LACASA, 1990).

Cylindrocarpon destructans y Botrytis ci-
nerea. son agentes infecciosos importantes
(PERRIN & GAUTHERON, 1985) pero debido
a su representacion minima en este estudio
no parecen ser el principal problema en el
CNMGF «El Serranillo».

Alternaria alternata es capaz de producir
muerte por podredumbre radicular en los
ensayos de patogenia (MITTAL & WANG,
1987). pero debido a la facilidad que tiene
para colonizar zonas muertas su comporta-
miento mas habitual es el de sapréfito, por

lo que no es posible afirmar que sea causan-
te de la enfermedad en solitario.

Por dltimo, se aislan tres especies fungi-
cas que debido a su actividad parasitaria re-
ducida son considerados pardsitos oportu-
nistas:

Fusarium roseum, F. solani 'y Stemphy-
lium botryosum producen decoloraciones
pardo-rojizas y ralentizaciones de la radicu-
la, aunque el porcentaje de muertes es menor
al 10% en ensayos de patogenia (HUANG &
KUHLMAN, 1990; PAWUK, 1978).

Junto a estos patdgenos, no se debe olvi-
dar el alto porcentaje de colonias de saprofi-
tos en la semilla, Penicillium spp. y Rhizo-
pus spp., que denota problemas en la con-
servacion y almacenamiento, pudiendo lle-
gar a provocar pérdidas germinativas por
aborto del embridén (CATALAN, 1977; NEER-
GAARD, 1979).

Con relacion al andlisis de sustratos, se ha
comprobado que la utilizacién de material
infectado es una fuente de indculo adicional
que favorece la propagacién y reinfeccién
de la enfermedad en los invernaderos. La
presencia de Fusarium oxysporum 'y F. mo-
niliforme en productos carentes de sustan-
cias orgdnicas debe incentivar el uso mas
asiduo de sistemas desinfectantes, inmedia-
tamente antes de realizar la siembra o la uti-
lizacién de materiales con una capacidad
menor de contaminacion.

El control peridédico del agua utilizada
para el riego sirve para conocer la presencia
de un determinado grupo de hongos perte-
necientes al Orden Peronosporales, Pythium
y Phytophthora, con un alto potencial de in-
feccién bien conocido en ataques en vive-
ros. Ademads la presencia de los llamados
Hyphomicetes acudticos, entre los que se
encuentran hongos como Alternaria alter-
nata, Botrytis spp., Cylindrocarpon destruc-
tans, Fusarium spp. o Verticillium spp., con
capacidad parasitaria y gran facilidad para
desarrollarse en contacto con el agua, en un
momento de su ciclo vital, hace necesario
que se realicen tales andlisis para prevenir
que sea fuente de infeccién adicional (LOC-
QUIN, 1984; FISHER et al., 1991).
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Las condiciones favorables que presenta
en el invernadero tanto de temperatura y hu-
medad relativa, debido a que se encuentra en
un rango de valores 6ptimos (entre 20 °C. y
30 °C. para la temperatura y entre 90% y
95% de humedad relativa), hacen que se de-
sarrolle una micoflora amplia en que se en-
cuentran saprofitos y agentes patégenos ci-
tados anteriormente. La presencia en el aire
de conidios y estructuras miceliares de Al-
ternaria alternata, Botrytis cinerea, Cylin-
drocarpon destructans, Fusariwm monilifor-
me, F. oxysporum, F.solani o Stemphylium
botryosum, junto al de otros agentes, indica
que es necesario extremar la limpieza o
asepsia de las instalaciones para paliar al
méximo que no se produzca una reinfeccion
en las pldntulas sanas.

La conclusién final que surge del presente
estudio, opinién generalizada en el ambito

ABSTRACT

de la Patologia Vegetal (MITTAL et al.,
1987), es la necesidad de realizar andlisis fi-
tosanitarios rutinarios en los lotes de semilla
y controles de las plantulas durante su creci-
miento. Estas medidas pueden permitir la
rapida identificacién de los patégenos y en
su caso poner en marcha medidas urgentes
para evitar las importantes pérdidas a que da
lugar el «Damping-off» en la produccién
forestal.
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