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Abstract

A small group of submerged marine macrophytes, seagrasses, were reported
lack to mycorrhizae. On the other hand, several authors detected fungal endophytes
in seagrass leaves, shoots, rhizomes, and roots, and an anatomically and
morphologically unique dark septate endophytic (DSE) association has been recently
described in the roots of the Mediterranean seagrass Posidonia oceanica. In this study,
for the first time, the identification fungi present in roots of the Posidonia oceanica
was estimated. Moreover in vitro experiments evaluated the effect of isolates to fungi
species present in roots of P, oceanica were tested against Pythium aphanidermatum
was carried out. A total of 15 fungal taxa, mainly belonging to Ascomycota, were
identified by macro and microscopic methods. The most represented family were
Pleosporales. The results show that antagonistic capacity of Gliomastix sp.,
Papulaspora sp. Cladosporium sphaerospermum had the higher antagonistic activity
than the other fungi isolated from the roots of P. oceanica.
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Resumen

Un pequefio grupo de macrofitos marinos sumergidos, las fanerégamas
marinas, han sido descritas como organismos sin asociaciones micorricicas. Por otra
parte, varios autores detectaron hongos endofitos en hojas de algas, brotes, rizomas y
raices, y una asociacion anatémica y morfolégica de hongos endoéfitos septados
oscuros (DSE) ha sido recientemente descritas en las raices de Posidonia. oceanica. En
este estudio, se aislaron los hongos presentes en las raices de P. oceanica y se evalud
in vitro la capacidad antagonista frente a Pythium aphanidermatum. Se aislaron un
total de 15 grupos taxondmicos, pertenecientes al orden Ascomycota, que fueron
identificados mediante procesos macro y microscopicos. La familia con mayor
representatividad fue Pleosporales. Los resultados de capacidad antagonista
muestran Gliomastix sp., Cladosporium sphaerospermum y Papulaspora sp. presenta
la mayor actividad antagonista de los hongos aislados de las raices de P. oceanica.

Palabras clave: Mar Mediterraneo, Praderas marinas, Hongos marinos, Pleosporales,
Inhibicién del crecimiento.



INTRODUCCION

En los ecosistemas marinos los hongos y microorganismos juegan un papel
transcendental. Estos ecosistemas albergan una gran biodiversidad de los mismos, siendo su
composicidén, especifica de cada habitat, ademas de jugar un rol importante desde el punto
de vista de la ecologia, agronomia y biotecnologia.

Los conocimientos basicos sobre la distribucién y la funcién ecolégica de los hongos
marinos son aun escasos. Estos hongos abarcan un amplio rango de saprofitos, parasitos,
simbiontes, endofitos y epifitos. Se pueden encontrar en todos los habitats marinos, en los
que se incluyen, comunidades plancténicas, plantas, invertebrados, vertebrados y materia
inorganica (Jones 2011a).

Se ha estimado que los hongos marinos superan 10.000 especies/filos, a pesar de que
muchos ecosistemas marinos han sido pobremente investigados (Jones 2011b). Hasta la
fecha, se han llevado acabo estudios en aguas profundas (Damare y Raghukumar 2008;
Burgaud et al, 2011), ambientes hipersalinos (Cantrell et al, 2011), manglares
(Purushothaman 2005), madera sumergida en descomposicién (Pointing y Hyde 2000),
esponjas (Wang 2008) y corales (Amend et al, 2011), mientras que otros ambientes, como
el de las faner6gamas marinas (Vohnik et al,, 2015b), han sido poco estudiados.

Los hongos de la division Ascomycota son los predominantes en los ambientes
marinos. La divisién Basidiomycota también esta presente, pero en menor medida. Ademas
existen otros grupos taxondémicos, pero no se tiene informacion suficiente sobre ellos
(Burgaud et al, 2011). El papel de los hongos en los ambientes marinos sigue siendo tema
de andlisis y debate. En el pasado, su funcién ecolégica fue subestimada, incluso si los
diferentes grupos ecofisiolégicos crean comunidades que afectan a la supervivencia y
productividad de los ecosistemas marinos. Estan envueltos en el reciclaje de nutrientes, el
flujo de energia y la sintesis de complejos humicos de enzimas-exopolisacaridos e influyen
en el ciclo de la materia organica disuelta (Damare y Raghukumar 2008; Luo et al, 2005).
Por tanto, ademas de beneficios directos o efectos adversos, los hongos pueden afectar a
muchos procesos ambientales, en particular los asociados con la descomposiciéon de materia
organica, en especial los residuos de lignocelulosa (Hyde et al., 1998).

Evolutivamente, las plantas requieren de la asociacion con organismos especializados
que favorecen su adaptaciéon a ciertos nichos ecoldgicos, y a la vez, mantienen un
crecimiento y desarrollo adecuado (Yuan et al, 2010). Muchas especies fungicas forman
relaciones simbiéticas con las raices de las plantas y ocupan diferentes posiciones en el
“continuo mutualismo-parasitismo” en funcién de las condiciones ambientales y edaficas
(Jumpponen y Trappe, 1998). Estas arcaicas asociaciones son llamadas micorrizas (Smith y
Read 2008), y jugaron un papel crucial en la colonizacién de la superficie terrestre por parte
de las plantas vasculares (Selosse y Le Tacon 1998; Brundrett 2002). Representa una de las
adaptaciones mas interesantes para la absorciéon de nutrientes por parte de la planta,
afectando en cierta magnitud al ciclo de los nutrientes en el suelo. (Read y Perez-Moreno
2003; Read et al. 2004). Las micorrizas tienen diferente anatomia, morfologia, ecofiosiologia
y distribucién geografica, aunque tiene una misma funcién (Read 1991). El carbono fluye
desde las plantas fotoautdtrofas hasta el hongo heterétrofo, mientras que el agua y los
nutrientes fluyen en el sentido opuesto, aunque puede haber excepciones ( Brundrett 2004).
Este mutualismo requiere la existencia de una interfaz de cambio especifica entre
micobionte y el interior de la raiz (Peterson y Massicotte 2004). Se estima que
aproximadamente existe un 86% de las especies de angiospermas tienen presentes hongos
micorricicos en sus raices (Brundrett 2009), incluyendo plantas de agua dulce (Sondergaard



y Laegaard 1977; Sudova et al., 2011) y salada (Radhika y Rodrigues 2007; Welsh et al.,
2010).

Por otro lado, no todas las plantas vasculares necesitan de hongos micorricicos para la
absorcidn de nutrientes, tales como plantas carnivoras, hidrofilos flotantes, haustorios y las
plantas con raices en racimo, etc. La mayoria de estas pertenecen al orden de las Brassicales,
Caryophyllales, Lamiales, Poales, Santanales y también Alismatales orden que comprende a
las fanerégamas marinas.

Las praderas marinas son un pequeiio grupo taxonémico y ecoldgico de macrofitos
sésiles marinos que evolucionaron, hace cien millones de afios, a partir de las plantas
terrestres (Les et al., 1997). Estas faner6gamas comprende alrededor de sesenta especies
distintas, que se han adaptado a la vida marina a través de la adquisicion de varias
caracteristicas ecofisiolégicas tales como el crecimiento clonal y la hidréfilia (Hemminga y
Duarte 2000). Las praderas marinas son el 0,02% de todas las angiospermas, habitando en
el 10% de la superficie del océano costero, forman parte de uno de los ecosistemas del
mundo que mas activamente secuestran CO; junto a manglares y marismas. Tanto es asi que,
ocupando una fraccibn minima de la superficie terrestre, las faner6gamas marinas
secuestran el 11% de las emisiones de CO; producidas por el ser humano (Nelleman et al,
2009). Ademas ofrecen habitat y refugio a una gran diversidad de organismos, por lo que las
comunidades de fanerdgamas marinas albergan complejas redes tréficas, que mantienen la
alta biodiversidad marina a través de la combinacidn de roles tréficos y funcionales (Duarte,
2000).

Aunque por otra parte, estas praderas de fanerdgamas presentan caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y ecoldgicas que atentan la posibilidad de albergar hongos
micorricicos. En primer lugar, toman los nutrientes a través de sus brotes y hojas, y por lo
tanto, la absorcién de nutrientes a través de las raices es generalmente de menor
importancia que en plantas terrestres (Hemminga et al, 1991). Segundo, muchas especies
poseen pelos absorbente en sus raices, donde se desarrollan largos sistemas de aerénquima
en el cortex (Kuo y McComb 1989). Se trata de un tejido especial que facilita el intercambio
gaseoso, permitiendo los procesos aerdébicos en los o6rganos donde no se realiza la
fotosintesis (Salisbury y Ross, 1994), lugar donde se produce abundantemente la
colonizacién micorricica arbuscular (tipo de micorriza mas comun en las plantas terrestres)
(Kuo y den Hartog 2007). Por ultimo algunas comunidades de faner6gamas marinas se
asientan sobre suelos fangosos, con baja disponibilidad de oxigeno (Esteban-Muros et al.,
2012), que dificulta el desarrollo de micelios extradiculares de muchos hongos micorricicos
(Nielsen et al. 1999).

Precisamente Nielsen et al. 1999 sostiene que las faner6gamas marinas carecen de
simbiosis con micorrizas. Por otro lado, esto puede deberse a los pocos estudios realizados
en comparacion con otras plantas terrestres y acuaticas de agua dulce (Kothamasi et al,
2006; Welsh et al, 2010; Kohout et al, 2012). Sin embargo, al igual que las plantas
terrestres, las faner6gamas marinas albergan también hongos endéfitos (Wilson 1998;
Devarajan et al, 2002; Sakayaroj et al, 2010; Mata y Cebrian 2013; Vohnik et al, 2015a).
Estos hongos son definidos como los micobiontes que viven en el interior de los tejidos de
las plantas vivas, que carecen de interfaces localizadas o hifas especializadas para la
transferencia de nutrientes, no sincronizan su desarrollo con de la planta y tampoco
proporcionan beneficios nutricionales para la planta. El término micobiontes, tal como se
usa aqui, es mas general y puede referirse especificamente a las situaciones donde la funcién
ecofisioldgica del simbionte fungico es atin desconocida (Brundrett 2006).



A pesar de que se trata de una especie de faner6gama marina presente en todo el Mar
Mediterraneo, los hongos presentes en la Posidonia oceanica ha sido solo estudiado por poco
autores. La primera publicaciéon data de 1869, donde aparecen dos especies de hongos,
Sphaeria biturbinata y Sphaeria posidoniae, en los rizomas de Posidonia oceanica (Durieu-de
Maisonneuve y Montagne 1869). Pasado un siglo Kohlmeyer transfirié estos hongos en dos
géneros nuevos Halotthia [con Halotthia posidoniae (Dur. Et Mont.) Kohlm.] y Pontoporeia
[con Pontoporeia biturbinata (Dur. Et Mont.) Kohlm.] (Kohlmeyer 1963). Veinte afios mas
tarde, Cuomo et al.,, 1985 investigaron la micoflora de las hojas, rizomas y raices de P.
oceanica y encontraron siete especies de hongos lignicolas marinos. Estos hongos son H.
posidoniae (presente en el 87 % de las muestras), Corollospora maritima Werdermann (70
%), Papulaspora halima Anastasiou (60 %), P. biturbinata (56 %), Lulworthia sp. (54 %),
Phoma sp. (44 %), y Corollospora intermedia Schmidt (9 %). Un estudio de Kohlmeyer y
Kohlmeyer 1979 rebelé una menor diversidad fungica en comparaciéon con la graminea
intermareal Spartina alterniflora (29 especies detectadas) y el manglar Rhizopora mangle
(31 especies detectadas). Mas recientemente, las asociaciones fungicas con las hojas,
rizomas, raices y mata (parte muerta del rizoma) de P. oceanica fueron estudiadas por
Panno at al, 2013, quienes encontraron 88 especies en total, 14 de ellas presentes en las
raices. Curiosamente, ninguno de ellos coincide con los hongos encontrados por Cuomo et
al, 1985, siendo la mayoria especies de rapida esporulaciéon, como los presentes en los
habitats terrestres. Esto es normalmente debido al antagonismo entre hongos. Otro reciente
estudio, el publicado por Torta et al. 2015, solo consigui6é aislar un hongo. Por ultimo,
Vohnik et al, 2015b descubrié una asociaciéon anatémica y morfolégica entre hongos
enddfitos septados oscuros (DSE) y las raices de P.oceanica, en 11 localidades del Mar
Mediterraneo

Los DSE pertenecen al orden de los Pleosporales, poco se conoce de su ecologia y de
sus efectos en las plantas al colonizarlas. Algunos autores los han denominado “semi-
micorricicos” (Lingfei et al., 2005), pues al parecer no ejercen efectos adversos en la salud de
las plantas, por el contrario, algunos DSE como Phialocephala fortinii C.J.KWang &
H.E.Wilcox y Cadophora finlandica T.C.Harr. & McNew incrementan las concentraciones de
fésforo y nitrégeno en hojas (Saito et al.,, 2006; Green et al., 2008; Upson et al., 2009). Sin
embargo, los efectos positivos, neutrales o negativos hacia la planta, al parecer dependen del
genotipo vegetal y fingico que se asocien y de la fertilidad del suelo (Schadt et al., 2001;
Kernaghan y Patriquin, 2011; Mandyam et al.,, 2012; Mayerhofer et al., 2013). Por otra parte,
las interacciones de los DSE con otros microorganismos, como los hongos micorricicos, han
sido poco estudiadas.

Tradicionalmente el principal método de control de los hongos patégenos ha sido
mediante el uso de fungicidas. El publico evidencia un descontento con residuos de
fungicidas en el follaje y frutos; asimismo, se percibe una animadversiéon de la poblaciéon
contra la aplicacion de productos quimicos que dafian al hombre y al ambiente. La tendencia
gubernamental a legislar restricciones en el uso de plaguicidas ha incentivado
investigaciones orientadas a proporcionar nuevas alternativas de control efectivas y que
disminuyan los residuos de agrotoxicos, incorporando medidas de manejo cultural y
biolégico (Zhang et al., 1994, Elad y Zimand 1991).

En este contexto, el antagonismo entre hongos, aparece como una alternativa viable la
aplicacion de un método bioldgico, especialmente disefiado como una estrategia dentro del
concepto de manejo integrado de enfermedades. Numerosos estudios realizados en cultivos
de albahaca, garbanzo, fresa, frambuesa, uva de mesa y vinifera, cebolla, tomate, bulbos de
flores, especies de eucaliptos y piceas, han mostrado la efectividad del antagonismo entre



hongos como método control biolégico sobre los hongos patdgenos, y que en algunos casos
ha sido superior que los fungicidas recomendados para el cultivo (Sanfuentes y Ferreira
1997, Zhang et al, 1994, Esterio y Auger 1997, Peng y Sutton 1991, Elad et al, 1994, Zhang
et al, 1996, Yu y Sutton 1997; Yu y Sutton 1999, Swadling y Jeffries 1995, Cole et al, 2004,
Chaves y Wang 2004).

El objetivo de este estudio es conocer la diversidad flingica en simbiosis con las raices
de P. oceanica, con el fin de entender mejor funcién ecoldgica de los mismos y su posible
aplicacion biotecnoldgica, en aspectos agricolas y forestales, como antagonistas de hongos
patogenos.

Debido a los problemas mencionados previamente, como objetivo secundario de este
estudio se trata de seleccionar los hongos, presentes en las raices de Posidonia oceanica, con
caracter antagonista contra los hongos patogenos, para ser empleados como método de
control biolégico tanto en el &mbito forestal como en la agricultura.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo de las raices.

Las muestras de raices de P. oceanica (L.) Delile fueron recolectadas mediante snorkel,
durante los meses de Junio y Julio, en el Parque Natural de Cabo de Gata-Nijar (Almeria). La
profundidad de recoleccién varié entre los 0,5 y 2 metros. El muestreo se realizé con una
distancia de aproximadamente 1 metro entre las plantas seleccionadas. Se trat6 de elegir
especimenes en todos los sustratos posibles, tales como arena, roca y la propia mata. La
recoleccion se realizé en tres inmersiones, donde se recolectaron 15 muestras en cada una
(45 en total). Cada muestra fue almacenada en recipientes de 100 mL esterilizados con agua
del mar.

Aislamiento de los hongos endéfitos en las raices de P.oceanica.

El aislamiento de los hongos se llev6 acabo entre 2 y 5 dias después de su recoleccion.
Cada muestra fue higienizada con hipoclorito de sodio al 10% durante 30 segundos,
seguidos de 2 lavados con agua destilada estéril para eliminar residuos. Las raices fueron
cortadas en segmentos de 1 cm de longitud. De cada muestra, se seleccionaron un total de 8
segmentos que fueron sembrados en una placa Petri a una distancia equidistante. El medio
de cultivo utilizado fue Patata Dextrosa Agar (PDA) suplementado con NaCl (35 g/L) para
ajustar la presion osmoética (Caye et al, 1992). La incubacidn se llevo acabo a temperatura
ambiente, sin exposicion directa del sol, durante 1-2 semanas.

Una vez incubadas las placas, se procedié al aislamiento de las colonias flingicas
mediante una lanceta tomando fragmentos de los distintos tipos morfologicos obtenidos y
colocandolos en medio PDA suplementado o no con NaCl (35 g/L). Una vez obtenidas las
colonias, se pudo comprobar que éstas eran capaces de crecer en medio PDA sin afiadir
cloruro sodico, lo que nos permitia proseguir con los ensayos.

Observacion al microscopio.
La identificacion de los distintos géneros se realizé de acuerdo a los distintos
procedimientos macro y microscépicos.

Estudio de la capacidad antagonista

Las pruebas de antagonismo se realizaron en Patata Dextrosa Agar (PDA),
colocandose en un extremo de la placa de Petri un disco de Agar de 0,5 mm de didmetro con
micelio del hongo patégeno, y en el extremo opuesto otro disco de 0.5 mm con micelio del



hongo antagonista, a una distancia de 8 cm aproximadamente entre ellos (Howell, 2003). El
antagonista se colocd en la placa 24 horas antes que el patégeno a temperatura ambiente;
posteriormente, se incubaron bajo las mismas condiciones del antagonista durante 60 horas,
haciéndose mediciones cada 12 horas del crecimiento radial del micelio de la colonia del
hongo patdgeno. Se realizaron 5 repeticiones para cada hongo antagonista, Para la toma de
resultados se tomé el crecimiento radial del patégeno mediante regla. Se evalud el
porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial en funcién del crecimiento del patégeno en
solitario mediante la féormula de Fokkema (1976). Para el analisis estadistico se realizé un
analisis de la varianza ANOVA simple y separacion de medias mediante el método LSD de
Fisher (p<0,05) (Ficher, 1925). Se utiliz6 el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.

EL calculo de la inhibicién del crecimiento micelial del hongo patégeno se calculd
mediante la medicién de la distancia de crecimiento radial del micelio de la colonia del
hongo patégeno enfrentado al hongos aislado de P. oceanica en comparacion con el control
(sin hongos aislados de P. oceanica). El porcentaje de inhibicién se calculé6 mediante la
siguiente formula (1):

(%) = [(C-T) / C]100 (1)

Donde C es el maximo crecimiento del micelio del hongo patégeno en condiciones
control y T es el crecimiento de micelio del hongo patégeno en presencia del hongo aislado
de P. ocednica.

Como patégenos hemos seleccionado Pythium aphanidermatum, debido a que se trata
de un especie con baja especificidad parasitaria, siendo capaz de atacar un gran nimero de
especies vegetal ademas de ser capaces de parasitar animales marinos, como Pythium
thalassium en Pinnotheres (MYCO-UAL 2016). Pythium aphanidermatum incluye diversas
especies de hongos de suelo responsables del "damping-off' (ahogamiento o caida de
plantulas, conocido también como peste de los semilleros), tanto antes como después de la
emergencia de las plantulas. Muchos otros géneros de hongos y bacterias causan "damping-
off" y podredumbres vegetales similares, aunque Pythium es el mas agresivo (Messiaen et
al, 1995).

RESULTADOS

Las raices fueron lavadas y seleccionadas para su andlisis en medio PDA conteniendo
35 g L-1 de cloruro sédico. Una vez obtenidas las colonias, se pudo comprobar que éstas
eran capaces de crecer en medio PDA sin afiadir cloruro so6dico, lo que nos permitia
proseguir con los ensayos.



Identificacion de los aislados de P. oceanica

De las 45 muestras se aislaron un total de 15 unidades taxonomicas (Figura 1). Se
agruparon segun sus caracteristicas similares, y se seleccionaron las que presentaban un
crecimiento mas rapido. Los diferentes géneros/especies /familias identificados se
muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Crecimiento micelial a la izquierda e imagen microscopica a la derecha de los
hongos aislados de las raices de Posidonia oceanica. 1 Crecimiento micelial e hifas
aéreas de Arthrinium sp. 2 Crecimiento micelial y conidiéforo de Aspergillus sp. 3
Crecimiento micelial y racimo de conidios de Cladosporium sp. 4 Crecimiento
micelial e hifas aéreas con conidi6foros de Pleosporales. 5 Crecimiento micelial y
conidios de Pleosporales. 6 Crecimiento micelial y conidios de Gliomastix sp. 7
Crecimiento micelial y conidios de Phoma sp. 8 Crecimiento micelial y conidios de
Gliomastix sp. 9 Crecimiento micelial y conidios de Paecilomyces sp. 10
Crecimiento micelial y conidios de Cladosporium sphaerospermum. 11 Crecimiento
micelial y conidiéforo de Alternaria alternata. 12 Crecimiento micelial y
conidiéforo de Papulaspora sp. 13  Crecimiento micelial sin estructuras
reproductivas. 14 Crecimiento micelial y racimo conidios de Gliomastix sp. 15
Crecimiento micelial e hifas aéreas de Pleosporales.



Evolucion del crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum frente a los hongos

aislados de P.oceanica

Los 15 hongos aislados fueron enfrentados a Pythium aphanidermatum, midiendo el
crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum cada 12 HDS (Horas Después de la
Siembra), en un total de 60 horas (Figura 2). También se realiz6é una muestra control, en la

que solo estaba presente el hongo patégeno.
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En las Figura 2 Evolucién crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum frente a los
hongos aislados de Posidonia oceanica. 1 Arthrinium sp. 2 Aspergillus sp. 3
Cladosporium sp. 4 Pleosporales. 5 Pleosporales. 6 Gliomastix sp. 7 Phoma sp. 8
Gliomastix sp. 9 Paecilomyces sp. 10 Cladosporium sphaerospermum. 11 Alternaria
alternata. 12 Papulaspora sp. 13 Micelio sin estructuras reproductivas. 14

Gliomastix sp. 15 Pleosporales.




Inhibicién del crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum frente a los hongos
aislados de las raices de P.oceanica

En la Figura 3 se observa que frente a Pythium aphanidermatum el poder inhibitorio
de los aislados de P. oceanica tiene diferencias significativas respecto al control, a excepcién
de Arthrinium sp. (1), Cladosporium sp. (3) y Alternaria alternata (11). El poder inhibitorio
de los aislados de P. oceanica supera el 20% en uno de los casos de Gliomastix sp.(6),
Cladosporium sphaerospermu(10) y Papulaspora sp.(12). Uno de los aislados de Pleosporales
(4) y Aspergillus sp. (2), tiene un poder inhibitorio superior al 10%. El resto de los aislados
(5,7,8,9,13, 14 y 15) tienen un escaso poder inhibitorio, inferior al 8%.
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Figura 3. % de inhibicién del crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum frente a los
hongos aislados de P.ocenanica. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas entre tratamientos segin el test de ANOVA SIMPLE (método LSD de Fisher

(p<0,05)).

DISCUSION

Como se esperaba, todos los hongos aislados de las raices de P.oceanica pertenecen a
la divisién Ascomycota (Burgaud et al, 2011). Coincidiendo con los presentes en esponjas,
algas y otras fanerdgamas, tales como Suberites zeteki, Fucus serratus y Zostera marina
(Zuccaro et al, 2008; Wang et al., 2008), y confirmando que esta division fingica juega un
rol importante en la descomposicién de la materia organica y en diferentes interacciones
con otros organismos (Burgaud et al,, 2011).

Segun Vohnik et al., 2015b y Torta et al, 2015 el orden dominante en los aislados de
las raices de P.oceanica es Pleosporales, coincidiendo con los resultados obtenidos de
nuestro estudio, siendo el orden con mayor nimero de aislados obtenidos (3 Pleosporales
sp. y Alternaria alternata), aunque ambos autores no encontrén ninguno de los demas
ordenes aislados por nosotros.

A excepcién de los hongos Paecilomyces sp. ,Papulaspora sp. y Phoma sp. los demaés
hongos aislados de las raices de P. oceanica ( Arthrinium sp, Aspergillus sp. ,Cladosporium sp.
Cladosporium sphaerospermum, Alternaria alternata, Pleosporales, Gliomastix sp y micelio sin
estructuras reproductivas) también han sido obtenidos por Panno et al., 2013. Mientras que
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Cuomo et al, 1985 si aisla los hongos Papulaspora sp. y Phoma sp, siendo el aislamiento de
Paecillomyces sp. el unico hongo que no coincide con los de otros autores. Por otra parte,
ambos autores sostienen que todos los hongos a excepcién de Alternaria alternata fueron
aislados de otras partes de la planta, tal como rizomas, tallos y hojas senescentes, mientras
que los hongos del orden Pleosporales fueron aislados de las raices y del rizoma.

Algunos hongos (Corollospora maritima, C. intermedia, Acremonium implicatum,
Aspergillus versicolor, Candida zeylanoides, Cephalotrichum stemonitis, Cladosporium
oxysporum, Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum, P. janczewsk, Schizophyllum
commune 'y Torula herbarum), han sido citados por otros autores (Cuomo et al,, 1985; Panno
et al, 2013) como asociados a las raices de P. oceanica, y no han sido aislados en nuestro
estudio. Esto puede ser debido a diferencias en las condiciones ambiéntales, fecha de
recoleccion o procesos de higienizacion de las muestras recolectadas,

Los valores de crecimiento micelial obtenido en los distintos enfrentamientos fueron
transformados en porcentajes medios de inhibicion referidos respecto al crecimiento en las
placas testigos. La inhibicion del crecimiento micelial observada se produjo
fundamentalmente por antibiosis y competicién. No se ha estudiado el micoparasitismo
entre los distintos hongos.

Pythium aphanidermatum tiene un crecimiento muy rapido, y dificilmente se obtienen
porcentaje de inhibicidn elevados, ya que no da tiempo a desarrollar los mecanismos de
antibiosis por parte de los antagonistas. Es por ello, que estos deben ser puestos previos al
patégeno.

Respecto al porcentaje de inhibicién se observa que uno de los valores mas altos
corresponde para un aislado Gliomastix sp, mientras que existen diferencias significativas
con los otros dos aislado del mismo hongo. Algo parecido pasa con los hongos del orden
Pleosporales, siendo el de Alternaria alternata uno de los valores mas bajos, mientras que
uno de los tres aislados de Pleosporales presenta diferencias significativas con el resto,
tendiendo un porcentaje de inhibiciéon superior al 10%. Este hecho se da frecuentemente
entre diferentes aislados del mismo género o especie. Por otro lado se observan valores
bajos de porcentaje de inhibicién para el aislado de Paecillomyces sp, coincidiendo con el
estudio de (Ferrdon-Sanchez et al, 2013), que muestra porcentaje de inhibicién para
Paecillomyces variotii y Tricochoderma saturnisporum frente a Pythium aphanidermatum
inferior al 7%. Aunque otro estudio realizado por Muthukumar et al, 2011 obtuvo un
porcentaje de inhibiciéon del crecimiento micelial de Pythium Aphanidermatum, con
Trichoderma viride y Trichoderma harzianum, superior al 60%. Diferentes valores de
inhibicion son obtenidos por Didnez 2005, para P. aphanidermatum en los que la mayoria de
los asilados presentan un porcentaje de inhibicion entre 10 y 35%.

Por ultimo, un estudio realizado por Khanfir Ben Jeana et al,, 2009, muestra que un
compost realizado con una proporciéon P.oceanica, presenta una inhibicion de hasta el 20%,
coincidiendo con los valores obtenido en nuestro estudio por los aislados de Gliomastix sp.,
Cladosporium sphaerospermumy Papulaspora sp.

Para concluir, se encontr6 que los conjuntos de hongos cultivables que colonizan las
raices de P. oceanica en nuestra area de estudio estdn compuestos por quince unidades
taxonomicas, dominadas por el orden Pleosporales. La presencia regular de la de hongos del
orden Pleosporales en las raices de P. oceanica a través del Mar Mediterraneo y su aparente
estilo de vida intracelular indica una relacién simbidtica no aleatoria con la fanerégama
marina dominante en el Mediterraneo, lo que sin duda merece una mayor investigacion.
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El presente estudio también demuestra que el crecimiento micelial de Pythium
aphanidermatum se ve reducido en presencia de los hongos aislados por P. oceanica. Siendo
los aislados de Cladosporium sphaerospermum, Papulaspora sp y uno de Gliomastix sp., los
que presentan mayor porcentaje de inhibicién.
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