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Resumen  Se estudid el efecto de la temperatura (15 y 25 °C), la actividad de agua
(0,85; 0,90; 0,95; 0,98 y 0,995) y la interaccion entre Fusarium sambucinum
y Phoma glomerata sobre el crecimiento de estas especies en agar extracto
de arroz. Ademas, a las interacciones se les asigné un valor numérico para
obtener el indice de dominancia (Io), analizando su posible variacion al
cambiar las condiciones de temperatura y actividad de agua (au).

Ambas especies presentaron un maximo crecimiento —tanto individualmente
como combinadas- a 0,995 a. y 25 °C. Por otra parte, £ sambucinum tuvo
ratios de crecimiento mayores que P. glomerata en todas las condiciones
ensayadas, dominando sobre este cuando interaccionaron. La actividad de
agua y la temperatura tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento.
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Competitive interactions between Fusarium
sambucinum Fuckel and Phoma glomerata (Corda)
Wollenweber & Hochapfel under in vitro conditions

The effects of temperature (15 and 25 °C), water activity (0.85, 0.90, 0.95, 0.98
y 0.995) and the interaction between Fusarium sambucinum and Phoma
glomerata in rice extract agar on fungus growth were investigated.

Fungi interactions were given a numerical score to obtain an Index of
Dominance (o) and to observe possible variations under different conditions of
temperature and water activity (a.) changed. F. sambucinum and P. glomerata
grew most rapidly -both individually and paired- at 0.995 a. and 25 °C.

On the other hand, F. sambucinum presented higher growth rates than

P. glomerata and it was dominant over P. glomerata under all the tested
conditions. Water activity and temperature showed a significant effect on
fungus growth.

Summary

Key words ~ Fusarium sambucinum, Phoma glomerata, Rice, Water activity

Cuando el grano de arroz es cosechado, su superfi-
cie estd contaminada por diversos propagulos fingicos. Si
éste no es secado y almacenado correctamente, propiciard
la germinacion de las esporas y el desarrollo miceliar, pro-
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duciendo una pérdida de la calidad inicial del grano y un
riesgo potencial por una posible contaminaciéon de micoto-
xinas. Los hongos competirdn por el espacio y por el subs-
trato e interaccionardn entre ellos.

La micoflora del grano de arroz es la principal
causa de su deterioro, y su aparicién viene determinada
por varios factores, entre los que destacan la temperatura y
la actividad de agua.

Conocer cémo se comportan las distintas especies
cuando interaccionan y su ecofisiologia es importante, ya
que nos permitird el control de las mismas y saber qué
especie podrd dominar en un ecosistema concreto.

Fusarium sambucinum Fuckel [teleomorfo: Gibbe-
rella publicaris (Fr.:Fr.) Sacc.] es un hongo filamentoso de
climas moderados, distribuido ampliamente en frutas,
cereales, etc. Destaca por ser una especie toxigénica pro-
ductora de micotoxinas entre las que se encuentran la zea-
ralenona (ZEA), la fusarina C, el acido fusarico, boberi-
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cina (BEA) y los tricotecenos: diacetoxiescirpenol (DAS),
monoacetoxiescirpenol (MAS), toxina T-2, neosolaniol
(NEO) y deoxinivalenol (DON), como principal grupo
[2,4,7,13]. Ademds, se ha descrito recientemente la pro-
duccion de una nueva toxina: la sambutoxina [6].

Phoma glomerata (Corda) Wollenweber & Hochap-
fel es un hongo dematidceo, conidial, ubicuo, de distribu-
cion mundial, aislado de una gran variedad de sustratos,
que coloniza raices y semillas.

La micobiota dominante del arroz de Valencia estd
representada por distintas especies, entre las que se encuen-
tra P. glomerata en porcentajes que oscilan entre un 62-80%
y un 36%, en variedades tan representativas como Senia y
Bahia. Sin embargo, la incidencia de F. sambucinum es
muy escasa, con porcentajes inferiores al 15% en las
muestras analizadas [11]. Aunque son dos hongos de
campo, pueden aparecer en el almacén cuando las condi-
ciones les son favorables. No son dos especies flingicas
que producen enfermedades relevantes en el arroz, pero
ocasionan una depreciacidén comercial del grano, produ-
ciendo cambios en sus propiedades fisicas y quimicas,
como aparicién de coloraciones indeseables, pérdida de
propiedades nutricionales, disminucién del poder germina-
tivo, aparicion de ciertos metabolitos, etcétera.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el
efecto de la actividad del agua y la temperatura sobre el
crecimiento de las especies mencionadas. Ademads, al ser
enfrentadas, se examiné qué hongo era mas competitivo en
las distintas condiciones ensayadas y si la variacién de
estas producia un cambio en el tipo de interaccion.

Materiales y métodos

Aislamientos. Las especies que se han utilizado en
este trabajo fueron aisladas en el laboratorio de Ecosiste-
mas Agroforestales de la Escuela Técnica Superior del
Medio Rural y Enologia, de muestras de granos de arroz
de distintas parcelas y cooperativas de las principales
zonas productoras de la provincia de Valencia.

Medio de cultivo. Se utilizé agar extracto de arroz
como medio base. Para ajustar la actividad de agua se afia-
dieron distintas cantidades de glicerol y agua destilada [12].
El medio se esterilizé a 121 °C durante 20 min, posterior-
mente fue enfriado a 45-50 °C y repartido asépticamente
en placas petri de 90 y 150 mm.

Para mantener la actividad de agua durante el tiem-
po del experimento, placas con el mismo valor fueron
puestas en cajas de polietileno conteniendo soluciones con
la actividad de agua respectiva. Esta se comprob6 en todo
momento, utilizado un Aqualab (Decagon, Inc., Pullman,
WA, EEUU).

Inoculacién y medida del crecimiento individual.
En total se realizaron diez tratamientos, combinando cinco
actividades de agua (0,85; 0,90; 0,95; 0,98; 0,995) y dos
temperaturas (15 y 25 °C). En el centro de cada una de las
placas se dispusieron porciones de los cultivos de 8 mm
de didmetro obtenidos de la periferia de colonias puras de
F. sambucinum y P. glomerata crecidas en PDA a 25 °C
durante 5 dias, incubando en las mismas condiciones du-
rante ocho semanas. En el centro de cada una de las placas
se inocularon discos de 8 mm de didmetro obtenidos de la
periferia de colonias puras de F. sambucinum 'y P. glome-
rata crecida en PDA a 25 °C durante 5 dias y se incubaron
a esta temperatura y a 16 °C durante un periodo de ocho
semanas.

El experimento se repitié dos veces. El crecimiento
fue registrado diariamente mediante la medicién de dos
didmetros perpendiculares por colonia fingica (Figura 1).

Para calcular la ratio de crecimiento (mm/dia) se
realizé una regresion lineal de los radios (mm) frente al
tiempo (dias). El programa utilizado fue Excel 2003 (Mi-
crosoft, EEUU).

Tipo de interaccion y establecimiento del Ip. El in-
dice de dominancia (Iv) es un valor numérico que permite
comparar la competitividad de las diferentes especies fin-
gicas bajo unas condiciones determinadas y es funcién del
tipo de interaccién producida entre ambas. De este modo,
a mayor competitividad mayores valores numéricos.

Para su establecimiento en este ensayo, se combina-
ron las mismas temperaturas y actividades de agua que en
el crecimiento individual salvo a 0,85 aw, por ser nulo el
crecimiento. En cada una de las placas se inocularon dos
discos de cada una de las especies de estudio, separados
por una distancia de 45 mm, obtenidos de la periferia de
colonias crecidas en las mismas condiciones descritas en el
apartado anterior. Al igual que en el estudio individual, se
midieron durante cinco dias los didmetros para establecer
la ratio de crecimiento. Se observé en todo momento su
evolucién macroscopica durante ocho semanas y, final-
mente, se establecio el tipo de interaccién recibiendo cada
hongo un valor numérico para obtener el indice de domi-
nancia, segin el método descrito por Magan y Lacey [8]
(Tabla 1, Figura 1). El experimento se hizo por duplicado.

Andlisis estadistico. Para verificar la influencia
de los factores actividad de agua (a+) y temperatura (T),
asi como su interaccién (aw X T) sobre el crecimiento fun-
gico individual y combinado, se realizé el test de andlisis
de la varianza (ANOVA) con valores de significacién de
p < 0,05. El programa utilizado fue STATGRAPHICS Plus
5.0 (Stat Point, Inc., Rendén, Virginia, EEUU).

Resultados y discusion

Efecto de la actividad de agua y la temperatura so-
bre el crecimiento. Tanto individualmente como asociada a
P. glomerata, el maximo crecimiento de F. sambucinum se
produjo a una temperatura de 25 °C (Figuras 2 y 4). Estos
resultados coinciden con Brennan et al. [3] y con Velluti
et al. [15], en estudios realizados con diversas especies del
género Fusarium (F. culmorum, F. graminearum, F. poae,
F. proliferatum y F. moniliforme). En todo el intervalo de
actividades de agua ensayados, la ratio de crecimiento fue
siempre mayor a esta temperatura.

Fusarium spp. requiere un alto contenido de hume-
dad para su crecimiento y sintesis de micotoxinas [7]. En
nuestro ensayo, un incremento de esta produjo un aumento
en la ratio de crecimiento, siendo méaxima a una actividad
de agua de 0,995.

Durante los cinco dias de medicién, F. sambucinum
experimentd un crecimiento nulo a 25 °C para valores
iguales e inferiores a 0,85; sin embargo, a 15 °C, no creci6
para valores iguales e inferiores a 0,90.

P. glomerata, al igual que F. sambucinum, presentd
un maximo crecimiento a una temperatura de 25 °C y una
actividad de agua de 0,995 (Figuras 3 y 4). En este caso,
también las mdximas ratios de crecimiento se registraron
siempre a 25 °C. Para valores iguales e inferiores a 0,90 el
crecimiento fue nulo.

En ambas situaciones y en las dos temperaturas
ensayadas, F. sambucinum crecié mas que P. glomerata en
todas las actividades de agua ensayadas (Figuras 2, 3 y 4).

El andlisis estadistico de la varianza (ANOVA)
indic6é que los factores a« y T, y su interaccién (aw x T)
tuvieron un efecto significativo en el crecimiento de ambas
especies cuando crecian individualmente o combinadas
(p < 0,05) (Tablas 2 y 3). La importancia de estos factores
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Figura 1. Direccion de las medidas realizadas en las distintas colonias
fungicas, crecidas individualmente y de forma combinada.
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Figura 2. Influencia de la actividad de agua sobre la ratio de crecimiento
de F. sambucinum en agar extracto de arroz (AEA) en funcién de la
temperatura.

e i ")
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Figura 3. Influencia de la actividad de agua sobre la ratio de crecimiento
de P. glomerata en AEA en funcién de la temperatura.

medioambientales sobre el crecimiento fueron también
descritos por Plaza et al. [10], Abellana et al. [1] y Hope y
Magan [5] en Penicillium digitatum, Penicillium italicum,
Geothrichum candidum, Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium chrysogenum, Penicillium corylophilum,
Aspergillus flavus y Fusarium culmorum.

Indice de dominancia (I») y tipo de interaccion. En
todas las actividades de agua y temperaturas estudiadas se
obtuvo el mismo tipo de interaccién, siendo F. sambucinum
dominante sobre P. glomerata (Tablas 4 y 5, Figura 5).

La interaccién fue de tipo D (dominancia por con-
tacto), recibiendo F. sambucinum un valor numérico de
«4» y P. glomerata de «0» para obtener el Io. Durante las

Interacciones entre Fusarium sambucinum y Phoma glomerata
Sempere Ferre F, et al.

Tabla 1. Tipo de interaccion descrito por Magan y Lacey [8].

Tipo de interaccién Valor numérico

Crecimiento en comun A 11

_ por contacto B 2/2
Inhibicién mutua a distancia c 3/3
Inhibicion d . . por contacto D 4/0*
nhibicion de un microorganismo - . Lo £ 5/0°

*4 y 5: especie dominante. 0: especie inhibida.

Tabla 2. Andlisis de la varianza del crecimiento de F. sambucinum;
significancia de los factores actividad de agua (av), temperatura (T) y su
interaccion (aw x T).

Crecimiento individual

Factor GL CM F-ratio
aw 4 1379,09 65,11*
T 1 1156,8 54,61*
awx T 4 190,639 9,00*

Crecimiento combinado

Factor GL CM F-ratio

aw 4 2652,99 129,43*

T 1 2527,58 123,31*

awx T 4 454,537 22,81
*p < 0,05

Tabla 3. Analisis de la varianza del crecimiento de P. glomerata;
significancia de los factores actividad de agua (a+), temperatura (T) y su
interaccion (aw x T).

Crecimiento individual

Factor GL CM F-ratio
aw 4 329,783 68,86"
T 1 173,911 36,00"
awx T 4 47,2581 9,78

Crecimiento combinado

Factor GL CM F-ratio

aw 4 665,579 137,75*

T 1 455,822 94,34*

awx T 4 113,599 23,51
*p < 0,05

primeras semanas, ambas especies fueron desarrollandose
hasta tocarse. Finalmente, F. sambucinum sigui6 creciendo
a través de P. glomerata.

Se descart6 el estudio con un valor de actividad de
agua de 0,90 por ser minimo el crecimiento al final de las
ocho semanas de experimentacion.

La variacion de las condiciones ensayadas no pro-
dujo cambios ni en el indice de dominancia, ni en el tipo
de interaccion.

Segtn Marin et al. [9], el tipo de interaccién y el in-
dice de dominancia son dependientes de condiciones
medioambientales como la actividad de agua y la tempera-
tura. Concretamente observaron que las especies del género
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Figura 4. Influencia de la actividad de agua sobre la ratio de crecimiento de F. sambucinum y P. glomerata crecidos conjuntamente en AEA en funcién de la

temperatura.

‘l l Fila a

a

Figura 5. Interaccion entre F. sambucinum (izquierda) y P. glomerata
(derecha). Fila a: 25 °C y 8 semanas. Fila b: 15 °C y 8 semanas.

Fusarium (F. graminearum, F. proliferatum y F. subgluti-
nans) mostraban un incremento en el Ino cuando la activi-
dad de agua aumentaba en el intervalo de 0,85 a 0,995.

F. sambucinum fue dominante en todas las condi-
ciones ensayadas. Marin et al. [9] sugieren que la dominan-
cia de las especies de Fusarium puede deberse fundamen-
talmente a su capacidad de crecer rapida e invasivamente.

En este estudio se observo que F. sambucinum fue
una especie capaz de dominar a P. glomerata en un amplia
variedad de condiciones. Ademas, altos valores de hume-
dad propiciaron el desarrollo de ambas especies y, sin
embargo, valores inferiores a 0,90 aw evitaron su aparicion.

Por otro lado, la interaccion también afectd al cre-
cimiento, aunque se vié condicionada por la velocidad de
desarrollo de ambos hongos filamentosos. De esta forma,
los radios medidos y las ratios de crecimiento finalmente
obtenidas fueron muy similares cuando crecieron de forma
separada y combinada en los primeros cinco dias de cre-
cimiento activo. Posteriormente, cuando ambas especies

Tabla 4. Tipo de interaccién entre F. sambucinum y P. glomerata.

0,995a« 0,98aw 0,95a+ 0,90 aw

25°C D D D X

F. sambucinum-P. glomerata
15°C D D D X

X: El andlisis de la interaccion fue descartado.

Tabla 5. indice de Dominancia (Io). El I» se obtuvo de sumar los valores
asignados a cada especie segun el tipo de interaccion a las distintas
temperaturas. Inhibicion por contacto de P. glomerata (4 para la especie
dominante -F. sambucinum-; 0 para la especie inhibida -P. glomerata-).

Tempe- Especies 9954, 098av 0954 090ar o
ratura fungicas

25 °C F. sambucinum 4 4 4 X 12

P. glomerata 0 0 0 X 0

15 °C F. sambucinum 4 4 4 X 12

P. glomerata 0 0 0 X 0

X: El andlisis de la interaccion fue descartado.

se tocaron, este crecimiento fue alterado, principalmente
en el frente de interaccién. Estos resultados, coinciden con
los obtenidos por Torres et al. [14], que encontraron dife-
rencias significativas entre las ratios de crecimiento de
Alternaria alternata y Fusarium verticilloides crecidos
aisladamente y enfrentados entre ellos, en maiz a un valor
de awv de 0,95 y 30 °C. Por otra parte, Plaza et al. [10] tam-
bién observaron una variacién significativa entre algunas
interacciones de P. digitatum, P. italicum y G. candidum en
Orange Serum Agar (OSA) a distintas temperaturas y acti-
vidades de agua.
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