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La producción de planta en viveros forestales es esencial para la conservación y 
reforestación.  Sin  embargo,  la  presencia  de  hongos  patógenos  puede afectar  la 
viabilidad y la germinación y comprometer por tanto la producción. Este estudio se 
desarrolló con varios lotes de semillas de diferentes especies de pinos procedentes 
de  huertos  semilleros  del  Centro  Nacional  de  Recursos  Genéticos  Forestales  de 
Valsaín que presentaron un descenso en su tasa de germinación en los últimos 
años.  El  primer  objetivo fue  analizar  la  composición  de  hongos  asociados  para 
saber  si  alguna  especie  patógena  podría  estar  afectando  su  germinación.  El 
segundo objetivo fue evaluar el efecto de diferentes fungicidas químicos, biológicos 
y extractos vegetales en el crecimiento in vitro de las especies más abundantes. Los 
resultados mostraron  presencia  de Sydowia  polyspora,  Microsphaeropsis 
olivacea y Alternaria alternata, como especies más frecuentes en los análisis de las 
semillas.  Además,  se  evaluó  el  efecto  de  siete  tratamientos  (e.g.  tebuconazol, 
oxicloruro de cobre, extractos de tomillo, eucalipto, menta y Trichoderma spp.) en 
tres  dosis  cada  uno.  Los  resultados  mostraron  que  los  fungicidas  a  base  de 
tebuconazol, tomillo y Trichoderna harzianum fueron los más efectivos en reducir 
los  crecimientos  de  los  hongos  proporcionando  alternativas  sostenibles  en  el 
control de patógenos. 
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1. Introducción 

La  producción  de  plantas  en  viveros  forestales  es  fundamental  para  la 
conservación  y  la  reforestación,  ya  que  constituyen  la  base  de  numerosos 
ecosistemas terrestres.  Estas plantas,  cultivadas en condiciones controladas,  son 
esenciales para implementar con éxito programas de restauración contribuyendo 
a la creación de ecosistemas sostenibles y resilientes (HAASE & DAVIS, 2017). Sin 
embargo,  la  presencia  de  hongos  patógenos  en  las  semillas  puede  afectar  la 
viabilidad y la germinación y comprometer por tanto la producción. Las semillas 
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de gimnospermas portan, tanto externa como internamente, una serie de hongos 
que pueden o no transmitirse a las plantas que crecen a partir de las semillas. 
Algunos de estos hongos causan enfermedades de las semillas, como por ejemplo la 
pudrición de las mismas, pero tienen efectos menores en otras etapas de desarrollo 
de los árboles (CLEARY ET AL. 2019). Por ejemplo, el damping-off (Figura 1) engloba 
a  un conjunto  de  enfermedades  fúngicas  (causadas  por  múltiples  agentes)  que 
causa  mortalidad  durante  las  primeras  semanas  después  de  la  germinación 
(HARTLEY, 1921). Los hongos asociados a la enfermedad no suelen ser específicos 
y,  en el  caso de que el  damping off sea post-emergente,  causan un deterioro y 
mortalidad  de  las  plántulas  (LILJA  ET  AL.  2010).  En  el  caso  de  que  sea  pre-
emergente es aún más difícil de diagnosticar porque las semillas no son viables y 
no llegan a germinar, por lo que no se sabe si es por falta de embrión viable o por  
presencia de agentes bióticos patógenos (LANDIS, 2013). 

 

Figura 1: A la izquierda, síntomas de “damping-off” en plántulas en germinación 
(de LANDIS, 2013). A la derecha, germinación de uno de los lotes de estudio con los 
síntomas de marchitez observados. 

 

El control de enfermedades en viveros forestales incluye diferentes prácticas que 
buscan prevenir y manejar la incidencia de patógenos y suelen englobar control 
cultural,   químico  y  biológico  (AGRIOS,  2010).  El  control  cultural  se  centra  en 
prácticas como la desinfección de herramientas, el manejo adecuado del riego y el 
control de la temperatura de las cámaras, creando condiciones desfavorables para 
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los  patógenos.  El  control  químico  emplea  fungicidas  protectores  y  sistémicos, 
además de desinfectantes para eliminar organismos en sustratos y superficies. En 
el caso de las enfermedades producidas por hongos, el término fungicida se utiliza 
en un sentido amplio para cualquier compuesto que mata o inactiva los hongos. La 
mayoría  de  estos  compuestos  se  sintetizan  químicamente,  pero  algunos  son 
derivados modificados de compuestos naturales (DEACON, 2006). 

 

Por  último,  el  control  biológico  utiliza  organismos  beneficiosos,  que  inhiben el 
crecimiento del patógeno a través de diversos mecanismos, como la competición 
(por espacio y/o recursos), la antibiosis, el parasitismo o la activación del sistema 
defensivo de la planta (HEYDARI & PESSARAKLI, 2010). Algunos autores amplían la 
definición e incluyen no sólo el uso de microorganismos antagonistas sino también 
la  aplicación  de  compuestos  bioactivos  de  origen  natural;  y  la  inducción  de 
resistencia natural de las plantas (TALIBI ET AL., 2014). 

 

2.    Objetivos

 

Este estudio se desarrolló con varios lotes de semillas de diferentes especies de 
pinos procedentes de huertos semilleros del Centro Nacional de Recursos Genéticos 
Forestales de Valsaín que presentaron un descenso en su tasa de germinación en 
los últimos años. 

 

El primer objetivo fue analizar la composición de hongos asociados para saber si 
alguna  especie  patógena  podría  estar  afectando  su  germinación.  El  segundo 
objetivo  fue  evaluar  el  efecto  de  diferentes  fungicidas  químicos,  biológicos  y 
extractos vegetales en diferentes dosis, en el crecimiento  in vitro de las especies 
más abundantes encontradas en los análisis anteriores.

 

3.    Metodología

 

3.1 Estudio de los hongos asociados

 

Para el estudio, se analizaron los siguientes lotes de semillas: Pinus uncinata (PU), 
Pinus  nigra  (PN), Pinus  sylvestris  Guadarrama  (PS-G),  y Pinus  sylvestris Soria-
Burgos (PS-SB).

 

Las piñas y las semillas (sin esterilizar) se pusieron en cámaras húmedas, y en 
medio de cultivo (se analizaron entre 30-100 piñas y 600 semillas por lote). Para las 
cámaras húmedas, las placas se mantuvieron a temperatura ambiente (22-25ºC) 
hasta la aparición de los cuerpos de fructificación. Las estructuras de los hongos 
fueron  analizadas  y  posteriormente  identificadas  según  sus  características 
morfológicas utilizando claves de especies. Las colonias emergentes de las semillas 
en  medio  de  cultivo,  se  transfirieron  a  placas  individuales.  A  continuación,  se 
realizó la extracción de ADN genómico y la amplificación por PCR de la región ITS 
mediante cebadores  universales  para hongos  (ITS1F-ITS4,  WHITE ET AL.  1990). 
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Posteriormente se identificaron las secuencias comparándolas con la base de datos 
Genbank (similitud  97%).≥  

 

3.2 Medición de los crecimientos in vitro

Para probar la eficacia de los fungicidas seleccionados se usaron cultivos puros de 
los hongos encontrados con más frecuencia en el análisis anterior. Los aislados se 
subcultivaron en PDA (patata dextrosa, agar) tres semanas antes de dar comienzo 
los experimentos para que el inóculo fuera fresco. 

 

Se emplearon siete productos diferentes: Seedgard® con tebuconazol, Cuprosan® 
con Oxicloruro de cobre, extractos de tomillo, eucalipto y menta y dos productos 
comerciales de control biológico Trianum-P® con Trichoderma harzianum-T -22 y 
DonJon®  con  Trichoderma  asperellum  y  Trichoderma  gamsii,  en  tres  dosis 
diferentes (Tabla 1). Se preparó medio de cultivo PDA convencional al que se le 
añadieron los fungicidas una vez enfriado. El tratamiento control se realizó sólo 
con PDA. Se realizaron 5 réplicas de cada combinación de tratamiento.

 

Tabla 1: Tratamientos usados en el experimento
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Producto comercial Materia activa Riqueza Dosis Marca

SeedGard® Tebuconazol 25gr/L

D1 1mg/L

D2 10mg/L

D3 100mg/L

Kenogard

Cuprosan® Oxicloruro de cobre 52%

D1 1mg/L

D2 10mg/L

D3 100mg/L

Bayer

DonJon®
Trichoderma 
asperellum

Trichoderma gamsii,
Puro

D1 1mg/L

D2 10mg/L

D3 100mg/L

Bayer

Trianum-P® Trichoderma 
harzianum-T -22 Puro

D1 1mg/L

D2 10mg/L

D3 100mg/L

Koppert

Menta Extracto  de  Menta  x 
piperita Aceite puro

D1 100µl/L

D2 200µl/L

D3 400µl/L

Pranarom

Eucalipto Extracto  de 
Eucaliptus globulus Aceite puro

D1 100µl/L

D2 200µl/L

D3 400µl/L

Pranarom

Tomillo Extracto  de  Thymus 
spp. Aceite puro

D1 100µl/L

D2 200µl/L

D3 400µl/L

Pranarom

 

En cada una de las placas, se dibujaron 2 líneas perpendiculares y en el centro se 
colocó un disco de 2 mm de micelio de cada hongo (Figura 2). Posteriormente se 
almacenaron las placas a 25ºC y se medió su crecimiento a intervalos regulares de 
5-7 días durante un periodo de 4 a 6 semanas. Las placas sin tratamiento sirvieron 
de  control.  El  crecimiento  micelial  se  calculó  en  base  el  área  de  la  elipse 
aproximada que ocupaba el micelio (Eq1). La inhibición del crecimiento se midió 
comparando las placas con tratamientos con las placas control.

 

Eq1: Área= π*a*b. (siendo a y b cada una de las líneas perpendiculares) 
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Figura 2: Ejemplos de medición de crecimiento micelial en placa Petri.

 

3.3. Análisis de los datos

 

Para evaluar el efecto de la dosis y el principio activo en el crecimiento micelial de 
cada uno de los hongos,  se realizó un análisis  de la varianza empleando como 
variable respuesta el área ocupada por el micelio al final del experimento (4 ó 6 
semanas). Cuando la tabla ANOVA presentó diferencias significativas (p<0.05) se 
realizó un test de Tukey-Kramer de comparaciones múltiples para identificar qué 
tratamientos  diferían  de  los  controles.  Todos  los  análisis  se  realizaron  con  los 
paquetes  dplyr,  plyr y  multcompView  y  los  resultaron  se  visualizaron  con  el 
paquete ggplot2 del programa estadístico R. 

 

4.    Resultados

 

4.1. Estudio de la comunidad fúngica

 

Se  identificaron un total  de 28 taxones asociados a  los  cuatro lotes  de piñas y 
semillas  estudiados.  La Tabla 2 muestra la relación de los  hongos identificados 
para cada tipo de material vegetal y especie estudiada. 

Los  hongos  encontrados  con  más  abundancia  en  el  análisis  fueron  Alternaria 
alternata,  Microsphaeropsis  olivácea  y  Sydowia  polyspora, que  fueron  los 
seleccionados para proceder con el análisis de crecimientos  in vitro.  Además, se 
encontraron  otras  especies  con  frecuencia,  como  fueron  Cladosporium  spp., 
Epicoccum sp., Fusarium equiseti, Penicillium sp. y Trichothecium roseum. 

 

Tabla 2: Hongos obtenidos en el análisis en piñas y semillas de los diferentes lotes: 
Pinus  sylvestris  Guadarrama  (PS-G), Pinus  sylvestris Soria-Burgos  (PS-SB),  Pinus 
nigra (PN) y Pinus uncinata (PU).
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Organism
o

PIÑAS SEMILLAS

PS-G PS-SB PN PU PS-G PS-SB PN PU

Alternaria 
alternata X X X X X X X X

Cladospori
um spp. X X

Clonostac
hys rosea X

Cryptovals
a sp X

Didymella 
macrosto
ma

X

Dothiorell
a ibérica X X

Epicoccum 
nigrum X

Epicoccum 
sp. X X X X X

Fusarium 
acuminatu
m

X X X X

Fusarium 
avenaceu
m

X

Fusarium 
brachygib
bosum

X

Fusarium 
clavum X

Fusarium 
equiseti X X X X X

Fusarium 
lateritium X

Fusarium 
oxysporu
m

X

Fusarium 
proliferatu
m

X

Fusarium 
tricinctum X
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Hormone
ma 
macrospor
um

X

Microspha
eropsis 
olivacea

X X X X X

Penicilliu
m sp. X X X X X

Peniophor
a cinerea X

Pestalotio
psis pini X

Phoma sp. X

Sydowia 
polyspora X X X

Talaromyc
es 
amestolkia
e

X

Thyronect
ria sp. X

Trichothec
ium 
roseum

X X X

Valsonectr
ia sp. X

 

 

4.2. Medición de los crecimientos in vitro

 

Para probar la eficacia de los fungicidas en la reducción del crecimiento micelial 
de los hongos encontrados, se compararon los crecimientos de las placas control 
con los que habían sido enmendados con los diferentes productos en diferentes 
dosis (Figura 3). 

 

Para Alternaria alternata obtuvimos diferencias significativas entre el control y los 
tratamientos con Cuprosan dosis 2 y dosis 3, con aceite esencial de menta en la 
dosis 2, y con SeedGard® en la dosis 3 (Figura 4), con aceite esencial de tomillo en 
la dosis 3 y con Trianum-P® para todas las dosis (Figura 3A). 

 

Para  Microsphaeropsis  olivacea obtuvimos  diferencias  significativas  entre  los 
crecimientos de las placas control y las que habían sido enmendadas con Cupresan 
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dosis 1, con SeedGard® en las dosis 2 y 3 (Figura 4), con aceite esencial de tomillo 
en las dosis 2 y 3, y con Trianum-P® para todas las dosis (Figura 3B).

 

Finalmente,  para  los  cultivos  de  Sydowia  polyspora obtuvimos  diferencias 
significativas entre el  crecimiento medio de las  placas control  y  las  placas que 
habían  recibido  los  tratamientos  de  aceite  esencial  de  menta  en  la  dosis  1,  y 
SeedGard®, aceite esencial de tomillo y Trianum-P® en las tres dosis (Figura 3C). 
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Figura 3: Crecimientos medios (± error estándar) de cada uno de los tratamientos.
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Figura 4: Crecimientos de  Alternaria alternata (izquierda) y de  Microsphaeropsis 
olivacea (derecha)  en medio enmendado con SeedGard.  En la  esquina superior 
vemos  el  crecimiento  control,  arriba  a  la  derecha  con  la  dosis  1,  debajo  a  la 
izquierda con la dosis 2 y debajo a la derecha con la dosis 3.

 

5.    Discusión

 

Los  resultados  obtenidos  en  nuestro  estudio  demostraron  que  las  semillas 
albergaban un número de taxones considerable, similar al  de otros estudios de 
hongos  en  semillas  de  pino  (FRAEDRICH  &  MILLER,  1995).  Los  hongos  más 
frecuentes fueron Alternaria alternata, Cladosporium sp., Epicoccum spp., Fusarium 
spp.,  Penicillum sp.,  Microsphaeropsis  olivacea,  Trichothecium roseum  y  Sydowia 
polyspora.  Muchos  de  los  hongos  aislados  están  clasificados  como  endófitos, 
ubicuos y cosmopolitas mientras que otros pueden comportarse como patógenos y 
oportunistas (ZAMORA ET AL. 2008; PEREIRA & PHILLIPS, 2025). 

 

Se ha documentado que muchos hongos endófitos son colonizadores inofensivos 
de tejidos vegetales sanos y, aunque poseen potencial patógeno, el desarrollo de 
enfermedades  o  deterioro  suele  requerir  la  acción  conjunta  de  factores 
desencadenantes;  de  lo  contrario,  estos  hongos  pueden  permanecer  en  estado 
latente  (SIEBER,  2007).  La  interacción  con  el  clima,  caracterizada  por  altas 
temperaturas  registradas  en  los  últimos  años  y  bajas  precipitaciones,  puede 
favorecer  que  ciertos  hongos,  previamente  no  clasificados  como  patógenos, 
desempeñen  un  papel  secundario  en  los  procesos  de  decaimiento  de  árboles 
forestales (GIORDANO ET AL.., 2009). 

 

En nuestro estudio,  Alternaria alternata (Alternaria complex)  fue la especie más 
abundante; apareció en todos los materiales vegetales y en todas las especies. Se 
conoce que la mayoría de las especies del género Alternaria son saprófitos que se 
encuentran comúnmente en el suelo o en tejidos vegetales en descomposición. Sin 
embargo,  algunas  especies  son  patógenos  vegetales  y  oportunistas  que  pueden 
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causar enfermedades con impacto económico en una gran variedad de plantas 
hospedantes incluidos cereales,  plantas ornamentales,  cultivos y también planta 
forestal  (TOMMA,  2003:  AUNG  ET  AL.,  2020).  Sin  embargo,  también  son  bien 
conocidos como patógenos postcosecha (PEREIRA & PHILLIPS,  2025) y han sido 
descritos ampliamente en semillas forestales (FRAEDRICH & MILLER, 1995).

 

En nuestro estudio,  Microsphaeropsis olivacea fue uno de los hongos aislados con 
mayor frecuencia, apareciendo en todas las especies excepto en  Pinus uncinata. 
Este hongo ha sido descrito como endófito en Pinus sylvestris (BUßKAMP, ET AL., 
2020), pero también como patógeno y agente causante de decaimiento en  Pinus 
eldarica y Quercus infectoria en Irán (KARAMI ET AL., 2018; GHOBADI & JAMALI, 
2024).  Por  último,  el  hongo  Sydowia  polyspora ha  sido  descrito  en  numerosos 
estudios como un endófito frecuente en varias especies de coníferas, pero también 
como un patógeno de pre-emergencia en semillas de Pinus ponderosa (RIDOUT & 
NEWCOMBE, 2018) y como causante de necrosis en acículas de Abies spp (TALGØ 
ET AL. 2010, 2020) y en Pinus yunnanensis (PAN ET AL., 2018).

 

Los resultados de nuestro estudio mostraron que varios productos redujeron el 
crecimiento  de  los  hongos  en  los  ensayos  in  vitro  en  comparación  con  los 
crecimientos medios de los controles. El producto SeedGard® con principio activo 
de tebuconazol fue capaz de reducir el crecimiento de los tres hongos testados. Se 
trata de un fungicida sistémico de amplio espectro, de acción preventiva y curativa 
que inhibe la síntesis del ergosterol del hongo impidiendo su multiplicación. Se ha 
probado con éxito en la reducción del crecimiento en vitro de otros patógenos de 
carácter forestal, como por ejemplo Fusarium circinatum (BERBEGAL ET AL. 2015). 
Sin embargo, y siguiendo la normativa europea, se recomienda dar preferencia a 
fungicidas no sintéticos para reducir los efectos adversos (DIRECTIVA 2009/128/EC).

 

Por otra parte,  los  aceites  esenciales  también tuvieron buenos resultados en la 
reducción  de  los  crecimientos,  en  especial  el  aceite  de  tomillo.  Los  aceites 
esenciales pueden contener compuestos antimicrobianos naturales, y estos pueden 
usarse para la desinfección de semillas como una alternativa a los tratamientos 
fungicidas, o en combinación con tratamientos físicos (MANCINI & ROMANAZZI, 
2013). El aceite de tomillo ha mostrado con mayor frecuencia la mejor eficacia ya 
que contiene timol y otros compuestos antifúngicos pero otros han demostrado 
también buenas actividades antifúngicas  in vitro incluidos aceites de árbol de té, 
clavo, menta, romero, laurel, orégano y tomillo contra patógenos como Alternaria 
spp.,  Botrytis  spp.  Fusarium  spp.,  o  Pseudomonas  syringae (MANCINI  & 
ROMANAZZI, 2013; SOTELO ET AL. 2021; MOUMNI ET AL., 2023). 

 

Por  último,  en  nuestro  estudio  el  producto  Trianum-P®,  basado  en  la  cepa 
Trichoderma harzianum-T -22 mostró reducción del crecimiento micelial de los tres 
hongos  estudiados  en  comparación  con  los  controles.  Las  especies  del  género 
Trichoderma  spp.  se  han  estudiado  ampliamente  como  potenciales  agentes  de 
control biológico para controlar diferentes patógenos, estimular el crecimiento de 
las plantas y mejorar las respuestas de defensa de las plantas (MOUMNI ET AL., 
2023). Por ejemplo, se ha observado su eficacia contra patógenos forestales, como 
F.  circinatum en  experimentos  in  vitro (MARTÍNEZ-ÁLVAREZ  ET  AL.,  2012),  o 
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contra  Diplodia pinea en experimentos  in vivo en  Pinus banksiana (SANTAMARÍA 
ET AL., 2012).

 

6.    Conclusiones

 

Las  principales  conclusiones  del  estudio  fueron  (i)  que  los  lotes  de  semillas 
albergan  un  número  considerables  de  taxones  fúngicos,  entre  los  que  se 
encuentran  varias  especies  de  conocido  carácter  patógeno  y/o  oportunista  que 
pueden ser las responsables de las bajas tasas de germinación observadas; y (ii) 
que los fungicidas a base de tebuconazol, tomillo y Trichoderna harzianum fueron 
los  más  efectivos  en  reducir  los  crecimientos  de  los  hongos  proporcionando 
alternativas sostenibles en el control de patógenos.
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