Boletin Micolégico Vol 7 (1-2):7-12 - 1992

INTERACCION DE DOS HONGOS TOXICOGENICOS CON UNA CEPA DE
STREPTOMYCES SOBRE EL DESARROLLO DE PLANTAS DE TRIGO

Cecilia L. Fulgueira®, Alfredo L. Borghi*
Marta A. Gattuso*, Susana J, Gattuso**
Blanca J.C. de Bracalenti*
*Centro de Referencia de Micologia (CEREMIC)
**Cétedra de Boténica.
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmaceiticas.
Universidad Nacional de Rosario. Suipacha 531
2000 Rosario-Repiiblica Argentina.

Palabras clave: Antagonismos, Streptomyces, Aspergillus parasiticus, Fusarium tricinctum, plantas de trigo.
Key words: Antagonism, Streptomyces, Aspergillus parasiticus, Fusarium tricinctum, wheat seeds.

RESUMEN

Entre los microorganismos antagonistas de los suelos
donde se cultivan cereales se hallan Streptomyces ca-
paces de producir sustancias inhibidoras que pueden
afectar la viabilidad y capacidad de diseminacion de
distintas especies de Aspergillus 'y Fusarium y su ca-
pacidad para producir aflatoxinas y trichotecenos.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la interaccidn entre hongos toxicogénicos (Aspergillus
parasiticus y Fusarium tricinctum NRRL 3299) y Strep-
semyces sp.antagonicos del crecimiento de tales hongos
sebre el desarrollo de plantas de trigo.

Serealizaron las siguientes actividades: a) inocula-
eidn de semillas de trigo, con el Streptomyces inhibidor,
bjestudio del poder germinativo de las semillas de
wigo,c)cultivo en cdmara inverndculo de semillas ino-
euladasy sin inocular sembradas en tierras con y sin los
hengos toxicogénicos, d) comprobacidn de la invasividad
o ataque de los hongos mediante el rociado de espigas de
plantas provenientes de suelos infectados con una sus-
pensidn de conidios de los hongos infectantes,e) deter-
minacién de las variaciones en las caracteristicas botdni-
cas de las plantas de trigo.

Se pudo concluir que: 1) la presencia de hongos
rexicogénicos no alteré el poder germinativo de las semi-
/las de trigo, 2) el desarrollo vegetal, niimero y peso
promedio de los granos de las plantas provenientes de
suelosinfectados con los hongos toxicogénicos fué signi-
fcativamente mayor al de las plantas crecidas en tierra
estéril, 3) el estudio anatomico de las plantas no puso en
evidencia invasion o ataque por parte de los hongos.

SUMMARY

[Interaction of two toxigenic fungi with a strain of Strepto-
myces on the development of wheat seeds.]

Streptomyces capable of producing inhibitory subs-
tances that may affect the viability and disseminating dif-
ferent species of Aspergillus and Fusarium and their
capacily to produce aflatoxins and trichothecenes, are
found among the antagonist microorganism of the soils
where cereals are grown.

The object of this works was to evaluate the effect of
the interaction among toxicogenic fungi (Aspergillus para-
siticus NRRL 2999 and Fusarium tricinctum NRRL
3299)and antagonic Streptomyces sp on the development
of wheat plants.

The following activities were carried ous: a)inoculation
of wheat seeds with inhibitor Streptomyces, b)analysis of
the germinative power of the inoculated seeds, c) culture
in hot-house and culture of non-inoculared seeds in lands
with and without toxigenic fungi, d) spray of spikes of the
infected fungi, e) determination of the variances in the
botanical features of wheat plants.

It was concluded that: 1) the presence of toxigenic
fungi did not alter the germinative power of seeds of
wheat; 2)thevegetal development, number andweight, of
the average grains of the plants from infected soils was
significantly greater than the development of the plants
grown in non-fertile soil; 3) the anatomic study of the
plants did not shown evidence of invasion of fungi.
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INTRODUCCION

El problema de la preservacion de granos de
cerealesyoleaginosasalataque de hongos productores
de toxinas altamente peligrosas para la salud humana
yanimal, ha sidoy es motivo de investigaciones impor-
tantes (1).

En los granos en desarrollo y durante el almace-
namiento post-cosecha, los hongos son expuestos a
interacciones complejas con la especie hospedera. Su
condicién fisiolégica y su crecimiento dependen de
varios factores como la presencia de otros microorga-
nismos, de los biocidas aplicados en distintas etapas de
desarrollo de la semilla o de los preservativos em-
pleados durante el almacenamiento (2).

La competicion entre organismos, es uno de los
factores més importantes que determinan la densidad
de poblaciones en la naturaleza.

Los Streptomyces por suamplia distibucion, tolera-

ncia térmica, alto potencial metabélico, probada ca-
pacidad como antagonistas fiingicos, su buen crecimiento
filamentoso en los suelos y 1a produccitn de antibioti-
cos, pueden participar activamente en el establec-
imiento del equilibrio microbiol6gico del suelo y con-
stituirse~en un factor que afecta la viabilidad y ca-
pacidad de ciertos hongos como el Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus y distintas especies de Fusarium
(3.4).

En una etapa previa, se seleccioné una cepa de
Streptomyces sp. entre todas aquellas aisladas de suelo
que produjeron inhibicién del Aspergillus parasiticus
NRRL 2999 y del Fusarium tricinctun NRRL 3299,
Probandose "in vitro" su poder antagonista sobre la
germinacién y el crecimiento de los mencionados hongos
y determinandose si tal accién era debida a antago-
nismo o competencia. Se demostré en los estudios
realizados que, cuando el Streptomyces sp. crecié con-
juntamente con el A. parasiticus y con el F. tricinctum
alter6 la germinacion y el crecimiento de estos hongos,
siendo la etapa de desarrollo de este, determinante en
sus efectos y atribuibles a Ja produccién de metabolitos
inhibidores por parte del Streptomyces, que actuarfan
sobre la germinacién de los conidios més que a una
competicion por el sustrato (5,6).

El problema en salud vegetal, comienza con la
germinacion de la semilla, Siésta se mantiene bien nu-
triday provista de carbohidratos, la germinacién serd
rdpida y la microvida a su alrededor compuesta por
bacterias y varios hongos, entre ellos, Aspergillus y
Penicillium, 1a beneficiard acelerando su germinacion.
Pero cuando sucede lo contrario, los microorganismos
la atacarén, actuando como descomponedores, lo que
imposibilitard su germinacién a futuro (7).

Por ésto se decidi6 adicionar a los estudios "in
vitro" citados anteriormente, pruebas en el mismo
suelo donde se cultivan cereales.

Para ello se llevaron a cabo las siguientes ac-
tividades:

1.- Inoculacién experimental de semillas de trigo
con el Streptomyces inhibidor.

2.- Estudio del poder germinativo de dichas semi-
llas inoculadas.

3.-Experiencias en cdmara-inverndculo de cul-
tivo de semillas de trigo inoculadas y sin inocular, en
tierras con ysin la presencia de los hongos toxicogéni-
cos, para determinar la efectividad del Streptomyces
(presente naturalmente en €l mismo suelo donde se
desarrollan los cereales) como agente inhibidor contra
los hongos en condiciones de campo.

MATERIALES Y METODO

1) Preparacién del homogenizado del antagonis-

ta. - Para usar en inoculacion de superficie, la cepa
Streptomyces sp. C/33-6 aislado de suelo, fué cultivado
en Agar Papa Dextrosa en placas de Petri a 28°C
durante 7 dias. Luego el contenido de todas las placas
fué raspado y colocado en un agitador Wering junto
con 20 ml de agua por placa de Petri y agitado por 30
segundos. Finalmente 5 ml. de solucién de goma ardbiga
(0,2 g/ml) fueron agregados a este homogenizado.
Parte de las semillas de trigo fueron sumergidas en €l
para inocularlas con el Streptomyces antagonista (8).

'2) Preparaci6n del in6eulo-stock del patégeno.-

Para infectar el suelo de las macetas con los hongos
toxicogénicos, se utilizé tierra especial (compost). Esta
fuéesterilizada previamente 4 horasa 121° Cen auto-
clave, en 4 bolsas de papel conteniendo aproximada-
mente 500 g. cada una. Después de enfriado, el con-
tenido fue transferido a sendas bolsas de polietileno.

Por otro lado, los cultivos agitados de 4. para-
siticus NRRL 2999 y F. tricinctum NRRL 3299 desa-
rrollados en Caldo Papa Dextrosa (CPD) a 28°C por
7 dfas, fueron dilufdos con 5 partes de CPD. Veinte ml
de estos cultivos diluidos fueron colocados en cada
bolsa de polietileno (dos para cada hongo). Las bolsas
fueron agitadas con la mano para humedecer e inocu-
lar todo el contenidoy finalmente fueron colocadas en
estufa a 28°C. Todos los dias las bolsas fueron abiertas
y agitadas muchas veces para aireacién y luego cerra-
das de nuevo.

Después de 21 dias de incubacién el contenido de
las bolsas infectadas (in6culo-siock) estuvo listo para
la inoculacién en la tierra de las macetas.
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3) Estudio del poder germinativo de las semillas de
trigo.- Se utilizaron semillas de trigo variedad Marco
Judrez INTA, a las que se les prob6 su poder germina-
uvo en las siguientes condiciones:a)En placas de Petri
con discos de papel defiltro humedecidos, se colocaron
50 semillas de trigo por cajay se incubaron 3 dias a 28°
C. ,al cabo de los cuales se determiné el porcentaje que
emiti6 radicula; b)Se determind de la misma manera el
poder germinativo de las semillas de trigo inoculadas
con Streptomyces ; ¢) Se estudié también el poder ger-
minativo de las semillas inoculadas con Streptomyces,
pero en presencia de A.. parasiiicus NRRL 2999. Para
ello se prepararon placas de APD sobre las que se
sembré una suspensién de conidios del Aspergillus y
sobre ellas se depositaron las semillas de trigo inocula-
das con Streptomyces ; d) Se determiné también el
poder germinativo de semillas de trigo inoculadas con
Streptomyces, colocadas sobre placas de APD en las
que se habia sembrado previamente una suspensién de
conidios de F. tricinctum NRRL 3299.

4) Siembra de las semillas de trigo.- La siembra
se efectud en macetas, a razén de 10 semillas en cada
wna. A cada maceta, que contenia una base de tierra
matural suplementada con una capa de tierra estéril, le
correspondié un tratamiento distinto de acuerdo a la
Tabla N° 1.

Tabla N° 1
Esquema de siembra de las semillas de trigo en las
distintas macetas.

Semillas Semillas
sin inocular inoculadas

Tierra Maceta N° 1 Maceta N° 2
Esteril

Tierra

Esteril Maceta N°3 # Maceta N° 4
+Fusarium

Tierra

Esteril Maceta N° 5 Maceta N° 6

+ Aspergillus

Todas las macetas fueron colocadas en una cdmara-
inverndculo durante 120 dias, mantenidas a una tem-
peratura entre 25-28°C, a una humedad relativa entre
60-80% y con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10
horas de oscuridad.

A los 30 dias de la siembra se retiré una pldntula
de cada maceta y se procedi6 a su fijacién con formol-
alcohol-4cido acético (F.A.A.), incluyendo en parafi-
na, cortando en forma seriada (9,10) los siguientes
érganos: raiz embrional, raiz adventicia, mesocotilo,

tallo con cole6ptile, noméfilos y nudo cotiledoneal
.Todo ésto coloreado con Safranina-Fast Green (11).

Alos 64 dias se rociaron tres espigas de la maceta
N° 3 con una suspensi6n que contenfa 6,2 x 10° conidios de
F. tricinctum NRRL 3299/ml. y tres espigas de la
maceta N° 5 con una suspension de 7,5 x 10° conidios
de A. parasiticus NRRL 2999/ml.

A los 77 dias se rociaron de manera similar tres
espigas de la maceta N°® 4 con F. tricinctum Yy tres
espigas de la maceta N° 6 con A. parasiticus.

Alos 7,15 y 21 dias de efectuado el rociado, se
seleccionaron cariopsis, se cortaron por el surco longi-
tudinal (8,9), se fijaron con F.A.A., se incluyeron en
parafina, se coriaron longitudinalmente y colorearon
con Safranina-Fast Green.

Los granos de almidén fueron analizados con luz
polarizada.

Al cabo de los cuatro meses de incubacién, se
retird las macetas de la cdmara, se separé la porcu’)n
aérea de cada planta y se determind:

a) Pesosecodela porcién aéreacolocando las plan-
tas en una estufa a 60°C durante 48 horas hasta deter-
minacion de peso constante.

b) Niimero de espigas producidas.

c) Numero y peso seco de los granos obtenidos a
partir de tales plantas.

Una vezseccionada la porcion aérea se extrajo las
rafces de las plantas, lavandolas con agua destilada, se
sembroé las suspensiones asi obtenidas en placas de
APDyse incubaron a 28°C durante 7 dias para deter-
minar la presencia o no de los hongos inoculados.

Se determinaron ademds los datos fenolGgicos
correspondientes al tiempo de emergenciay espigazén
de las distintas macetas.

RESULTADOS

El estudio del poder germinativo de las semillas
detrigo arrojo los siguientes resultados: en los casos a)
yb) e199% de las semillas emitieron la radiculayen los
casos ) y d) se observé germinacion en el 98% de las
semillas.Los resultados obtenidos en la determinacion
de los pesos secos de la porci6n aérea de cada plantase
presentan en la tabla N° 2. Se efectud el andlisis es-
tadistico de los resultados por comparacion de los
promedios de a dos, utilizando la variable t-Student y
considerando la estimacién de la varianza de error a
partir de la combinacién de las varianzas de los 6
grupos (en base a la igualdad estadistica de varianza
por el método de Battlet).

La comparacién de los promedios de los pesos
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secos y su significacion estadistica se muestran en la

Tabla N° 2.

Comparacién entre los promedios por maceta de los
pesos secos de la porcidn aérea de las plantas de trigo

Tabla N°2

y su significacién estadistica

Macetas
NO

Pesos Secos
Promedios

(8

Significacién
Estadistica

[

NP LD R WR
1
OV RN W= W N = =

1

0,6433 - 0.6076
1,8187 - 0,6076

2,0784 - 0,6433

2,0784 - 1,8187
1,6164 - 0,6076
1,6164 - 1,8187
1,5014 - 0,6433
2,0784 - 1,5014
1,6164 - 1,5014

No significativa
Significativa
Significativa

No significativa
Significativa

No significativa
Significativa

No significativa

No significativa

El nimero de espigas producidas en promedio
por pianta y el nimero y peso seco promedio de los
granos obtenidos a partir de tales espigas correspondie-

ntes a-los distintos tratamientos se presentan en la
Tabla N° 3.

Tabla N° 3
Numero promedio de espigas producidas por planta, y
niamero y peso seco promadios de los granos obtenidos
a partir de tales espigas, correspondientes a los distin-
tos tratamientos

Maceta Ne° N° Peso
N° de Espigas de Granos de Granos
Promedio Promedio Promedio
i 1,333 1,167 0,0288
2 14 - --
= 2,555 8,542 0,3194
3 2,555 9,368 0,2789
4% 2,0 6,667 0,2533
4 2,0 11,231 0,3444
Sxx 2,889 - -
5 2,889 6,861 0,1951
6> 1.555 20,249 0,7344
6 1.555 LTS 0,2575
Plantas rociadas con una suspensién de conidios del F. tricinctum
*) o del A. parasiticus (**)

El estudio morfoldgico y anatémico de las pldntu-
las reveld las siguientes particularidades:

Maceta N° 2: mesocétile largo.

Macetas N° 3y 4: mesocdtile corto o nulo y raiz
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adventicia gruesa.

Maceta N° 5: plantula pequeda, sin rafces ad-
venticias y mesocdtile muy largo.

Maceta N° 6: mesocdtile corto y rafces adventi-
ciasoriginadasdelnudo basal ydelnudo delcoleéptile.

El estudio anatémico de los diferentes 6rganos
no pusoen evidencia invasién o ataque por partedelos
hongos.

Morfol6gicamente los cariopsis rociados con co-
nidios fiingicos mostraron diferencias con respecto al
material sin rociar, pues resultaron granos de mayor
volumen (Fig. 1).

El estudio de los cariopsis testigos mostré una
anatomia normal (Fig. 2-A).

Los cariopsis rociados con la suspensién de co-
nidios de Aspergillus a los 7 dias de tratamiento
mostraron en la capa de aleurona (a) del embrién un
precipitado fino, oscuro y poco denso (p) el que tam-
biénseencontré presenteen escasacantidad anivel del
escutelo (e) (Fig. 2-B). Alos 15 dias se intensifico este
precipitado,aumenté sudispersién y se hizo visible en
las regiones apicales caulina (c) y radical (r) (Fig. 2-C).
Alos 21 dias el fenémeno fué més intenso (Fig. 2-D)).
El endosperma amildceo (s) y €l pericarpio (m) no se
vieron afectados.

Los cariopsis rociados con Fusarium mos-
traron a los 7 dias del tratamiento en la capa de
aleuronas (a) del embrién un precipitado grueso y
oscuro que también se encontré en forma abundante
en elescutelo (e). Laregién del endosperma amildceo
(s) adosada a la capa aleuronifera present6 algunas
células con un contenido no estructurado (x) que se
colore6 de rojo con la Safranina (Fig. 2-E). Alos 15y
21dfaslos procesos descritos se intensificaron ((Fig. 2-
F-G). Con este tratamiento el pericarpio no fué afec-
tado.

En los cultivos obtenidos a partir de la tierra
extraida  de la rizosfera de las macetas N° S5y 6, sc
aislé predominantemente 4. parasiticus NRRL 2999
mientras que en las macetas N°3 y 4, F. ¢ricinctum fue
recuperado, pero junto con otras cepas fingicas
ambientales.

Los datos fenoldgicos correspondientes a las semi-
llas de trigo en las condiciones del experimento, reve-
laron que: transcuirieron 4 dias desde la siembra a la
emergencia en todos [os casos, ademds en las macetas
infectadas la espigazén comenz6 a los 49 dias después
de la emergencia mientras que en las macetas sin
infectar ésta se retraso hasta los 64 dfas.

DISCUSION

A través del andlisis de 1os datos experimentales
obtenidos podemos concluir que:
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Fig. 1: Variaciones morfolégicas en Triticum sativun (T) producidas por el rociado de sus espigas con
conidios de A. parasiticus NRRL 2999 (A1, A2, A3) o de F tricinctum NRRL 3299 (F1, F2, F3).
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Fig. 2: Variaciones histolégicas observadas en cortes longitudinales de cariopsis de Triticum sativum (A)
producidas por el rociado de sus espigas con conidios de A. parasiticus NRRL 2999 (B, C, D) o deF. tricinctum
NRRL 3299 (E, F, G).
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*El desarrollo vegetal de las pldntulas prove-
nientes de semillas sembradas en suelos infectados con
A. parasiticus o con F. iricinctum fuésignificativamente
mayor al de las plantas crecidas en tierra estéril, no
existiendo ninguna diferencia atribuibleaun hongoen
particular o a la inoculacién de las semillas con Strep-
tomyces sp.

*Observando los datos dela Tabla N° 3, podemos
afirmar que aunque no se presentaron diferencias sig-
nificativas en el nimero de espigas promedio por
planta en los diferentes tratamientos, el ndmero y el
pesodelos granos promedio fuésuperioren las plantas
cultiviadas en tierras infectadas.

Estos efectos podrian atribuirse al rol benefi-
cioso desarrollado por los hongos presentes en la ri-
zosfera. Actualmente se sabe que la rizosfera vegetal
estd densamente poblada por hongos y bacterias,
aprovechando las excresiones radiculares que varfan
desde aziicares y aminoé4cidos, 4cidos orgénicos y en-
zimas, vitaminas y sustancias de crecimiento e inhibi-
ci6n (12,13,14,15). Existe asi un efecto altamente se-
lectivo sobre los microorganismos en general y los

hongos en particular. Los hongos, a su vez movilizan
nutrientes minerales hacia las plantas, aumentan la
posibilidad de retirar agua del suelo, fijan nitrégeno,
defienden la rizosfera por medio de antibi6ticos (17,18)
y pueden en algunos casos incrementar la produccién
dehormonas de crecimiento vegetal (auxinas) (19,20).

*El efecto de rociado de las espigas con Aspergillus
dependi6 de la inoculacién o no con Streptomyces de
las semillas sembradas en las macetas, mientras que el
rociado con Fusarium no afectd la produccion de gra-
nos en las plantas inoculadas o no con Strepromyces.
Ademds en ninguno de los cariopsis se observo la pre-
sencia de hifas ni conidios fiingicos lo que indicarfa
que el hongo no penetra en las semillas, aunque las
modificaciones anatémicas registradas en la Figura 2
pondrian de manifiesto talvez un posible efecto t6xico
producido por los hongos toxicogénicos.

*Teniendo en cuenta que no se presentd ataque
o invasidén por parte de los hongos a las plantas de
trigo, no pudo determinarse si Strepfomyces sp. C/33-6
ejercid o no una accién protectora sobre tales plantas.
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