


® Fusarium oxysporum f. sp lycopersici ylo Verticillium dahliae importantes

patdgenos vasculares del tomate

Control de la marchitez
vascular del tomate
mediante aplicacion

de biofungicidas

En Espaiia los métodos mas utilizados para el control de Ias enfermedades
vasculares son la desinfeccion del suelo con biocidas y la mejora genética T

Fusarium oxysporum f. sp
Iycopersici ylo Verticillium dahli-
ae son importante patégenos vas-
culares del tomate. Su control es
dificil debido a su crecimiento en-
dofito y a su persistencia en el
suelo. En Espaiia los métodos mds
utilizados para el control de las
enfermedades vasculares son la
desinfeccién del suelo con bioci-
das y la mejora genética. Sin em-
bargo, es importante encontrar nue-
vas alternativas de control, como
el control biolégico, que formen
parte del control integrado de la
enfermedad. En el laboratorio del
departamento de proteccién vege-
tal del Instituto Nacional de In-
vestigacién y Tecnologia Agraria
y Alimentaria (Inia) se ha conse-
guido un hongo antagonista, Pe-
nicillium oxalicum, que es eficaz
contra la marchitez vascular de
tomate. En este articulo se descri-
be distintos aspectos de este nue-
vo biofungicida.

El control biolégico median-
te la aplicacién de antagonistas (bi-
ofungicidas) puede ser una alter-
nativa a otros métodos de control
y, en todo caso, es una herramien-
ta mds a utilizar en el control inte-
grado de enfermedades vegetales
(Mao et al., 1998). En la literatura
hay citados algunos agentes de
biocontrol eficaces contra la fusa-
riosis vascular del tomate como
Cephalosporium (Phillips, 1967),
Pseudomonas spp (Lemanceau y

Alabouvette, 1993)), Fusarium no
patdégenos (Tamietti et al.,1993) y
combinaciones de Pseudomonas 'y
Fusarium no patégenos (Lemanceau
y Alabouvette, 1993).

En este articulo se describe
una estrategia de control de la
marchitez vascular del tomate
causada por Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (FOL) ylo Verti-
cillium dahliae (VD) mediante la
aplicacién de un agente de biocon-
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trol, Penicillium oxalicum (PO),
desarrollada en el laboratorio.

Seleccion de antagonistas
Se llevaron a cabo ensayos
en invernadero con el fin de pro-
bar el potencial de controlar a
FOL entre determinados hongos
con conocida capacidad de rom-
per las paredes del patégeno. Los
hongos antagonistas ensayados
fueron Mucor rouxii, Aspergillus
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nidulans, Penicillium oxalicum,
Penicillium purpurogenum, Tri-
choderma harzianum, T. koningii,
T. pseudokoningii y Trichoderma
spp. Las plantas de tomate se ino-
cularon con microconidias de
FOL por inmersién de las raices
en el transplante y se regaron con
suspensiones de esporas de los
potenciales hongos antagonistas.
A los 35 dias después del trans-
plante se observo reduccién de la
gravedad de la enfermedad indu-
cida por FOL en suelo estéril y no
estéril en las plantas tratadas con
PO (De Cal et al., 1995). Sin em-
bargo, las unidades formadoras de
colonias de FOL en el suelo o en
la rizosfera de las plantas de to-
mate no ser reducian por efecto
de PO (De Cal et al., 1995).

Estos experimentos mostra-
ron que PO reducia la fusariosis
vascular del tomate y que el con-
trol de la enfermedad no estaba
relacionado con una reduccién de
la poblacién de FOL: el patégeno
permanecia en la rizosfera pero
era incapaz de inducir sintomas
de la enfermedad. Esto sugeria
que ocurrian mecanismos de com-

Figura 1:

A) Planta de
tomate infectada
con Fusarium
oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL).
B) Corte del tallo
de una planta de
tomate infectada
con FOL y tratada
con Penicillium
oxalicum (PO).
Se observan las
células del
cambium y algun
vaso del xilema

C) Corte del tallo
de una planta de
tomate infectada
con FOL no
tratada con PO.
Se observan los
vasos del xilema

D) Corte del tallo
de una planta de
tomate infectada
con FOL y no
tratada con PO.
Se observan

las células

del cambium
colapsadas y la
falta de vasos
xilematicos.

petencia por nutrientes, factores
de crecimiento y/o espacio, o de
resistencia inducida (Baker, 1981).

Resistencia inducida por
PO en plantas de tomate

Se ensayé la capacidad de
PO para inducir resistencia en
plantas de tomate. Para ello se
inoculé FOL en las hojas y se tra-
taron las raices de las plantas con
una suspension de esporas de PO.
PO controlé la enfermedad, colo-
nizé la rizosfera de las plantas de
tomate, pero no se detecté en el

B En este articulo se describe una estrategia
de control de la marchitez vascular
del tomate causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici
y/o Verticillium dahliae mediante
la aplicacion de un agente
de biocontrol, Penicillium oxalicum,
desarrollada en el laboratorio
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con FOL (flechas).

con FOL (flechas).

interior de los tallos. PO y FOL
permanecieron espacialmente se-
parados, lo que demostré6 que en
la planta se inducian mecanismos
de resistencia sistémicos que eran
capaces de reducir la infeccién de
Fusarium (De Cal et al., 1997a).
Este fenémeno de resistencia in-
ducida es muy interesante en hon-
gos tipo Fusarium en los que con
pocas infecciones en el sistema
radicular el hongo puede llegar a
colonizar la planta y causarle en-
fermedad.

Se hicieron mds experimen-
tos para explorar esta posibilidad
en distintos sistemas de cultivo
(hidropénico, en suelo y en turba)
y con diferentes cultivares de to-
mate de distintos niveles de sus-
ceptibilidad a la raza 2 de FOL
(Super Roma, VEN, Precodor, Lo-
rena y Ramon). La inoculacién de
FOL se hizo con microconidias o
con clamidosporas. En todos los
casos se conseguia controlar la en-
fermedad sin reducir la poblacién
de FOL de la rizosfera siendo esta
colonizada por PO (De Cal et al.,
1997b). Esto sugeria un mecanis-
mo de resistencia inducida de tipo
general.

En los dltimos afios estos fe-
némenos de “inmunizacién” o de
resistencia inducida han recibido
atencién creciente (Kic, 1987;
Benhamou et al., 1996).

Se ha descrito resistencia in-
ducida contra Fusarium por Fusa-
rium no patégenos o otras formas
especiales de Fusarium (Tamietti
et al., 1993), por otros microorga-
nismos (Verma y Allison, 1960) o
por factores abi6ticos (Abbattista
et al., 1988). Esta resistencia se ha
atribuido a incrementos en los ni-
veles de peroxidasas y polifenolo-
xidasas (Abbattista et al., 1988),
b-1,3-glucanasas y chitinasas (Ta-
mietti et al., 1993), fenoles (Abba-
ttista et al., 1988) y cambios en
niveles de calcio (Beckman, et al.,
1991).

Se hicieron diversos experi-
mentos para ver a que mecanis-
mos se podia atribuir la resisten-
cia inducida observada. Los pri-
meros ensayos sugirieron que no
habia relacién entre la resistencia
y la acumulacién de proteinas de



defensa de tipo PR (Garcia-Lepe
et al., 1998). Uno de los fen6me-
nos que se observaba en los culti-
vos hidrop6nicos en cdmara de
cultivo, era que las plantas trata-
das con PO consumian més solu-
cién nutritiva que las no tratadas,
cuando estaban infectadas con
FOL, lo que sugeria que PO pre-
venia parcialmente el bloqueo o
colapso del xilema en las plantas
infectadas.

Se hicieron experimentos pa-
ra identificar diferencias en el sis-
tema vascular de plantas tratadas
y no tratadas con PO que pudie-
ran explicar el fendmeno de resis-
tencia y el control de la enferme-
dad. En plantas no tratadas con
PO e infectadas con FOL el
cambium se reducia en un 70-
100%, ocurria una incremento en
el nimero de haces vasculares y
un descenso en el nimero de va-
sos xilemdticos (20%) en los que
el didmetro se reducia en un 20-
30% en hipo y epicotilos (Fig. 1).
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Experimento 1,
de izquierda

a derecha
plantacion de
tomates

20 dias después
del trasplante

y plantacion

de tomates 70
dias después
del trasplante
en Villa del Prado
(Madrid).

B Se llevaron a cabo ensayos
en invernadero con el fin
de probar el potencial de controlar
a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
entre determinados hongos
con conocida capacidad El porcentaje de vasos colo-

de romper las paredes nizados con FOL estaba positiva-
del patégeno mente correlacionado con la gra-
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Efecto del momento de aplicacion de Penicillium oxalicum
(PO) a plantas de tomate en el control de la fusariosis
vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
race 2, (FOL) en un camara de cultivo, 21 dias después del
transplante, y en invernadero 60 dias después del trasplante

Tratamientos AUDPC*

Camara de cultivo** | Invernadero***
T1: A semillas antes de sembrar 357 ne
T2: A semillas justo después 389 ne
de sembrar
T3: Al semillero 29 y 15 dias antes ne 1569*
del trasplante y a las plantulas 7
y 0 dias antes del trasplante
T4: Al semillero 15 dias antes del ne 1710
trasplante y a las plantulas 7y O
dias antes del trasplante
T5: Al semillero 15 dias antes del ne 1891
trasplante y a las pléntulas justo
antes del trasplante
T8: A las plantulas 7 y 0 dias ne 1666"
antes del trasplante
T7: A las plantulas 7 dias antes 197* ne
del trasplante
T8: A las plantulas 4 dias antes 345 ne
del trasplante
T9: A las plantulas justo antes 183 1937
del trasplante
T10: No tratamiento con PO 361 1178

*AUDPC, area bajo la curva de progreso de la enfermedad. Los datos seguidos por * en cada
columna son significativamente diferentes del control sin tratar (P=0.05).

** Los datos son la media de 15 macetas, con 5 plantas cada maceta. ne=no ensayado.
*** Los datos son la media de 5 container, con 4 plantas en cada container. ne=no ensayado.

Control de la gravedad de la enfermedad y del enanismo
causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici en plantas
de tomate tratadas con P. oxalicum*

Dias después % control de |la gravedad % control de red 0
del trasplante de la enfermedad del tamano

20 40 20

30 40 50

50 32 35

60 32 28

80 40 50

* Todos los datos son significativos (P=0.05). Los datos son la media de diez repeticiones,
con cinco plantas por repeticion.
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Sin embargo, las plantas in-
ducidas con PO tenian menos en-
fermedad, no perdian el cambium,
tenian menor numero de haces
vasculares y menos colonizacién
vascular por FOL (fig. 1).

En resumen, tiene lugar un
proceso de resistencia secuencial
que restringe la invasién de FOL
en plantas tratadas con PO: en
primer lugar se limita la distribu-
cién secundaria de FOL dentro de
los tejidos vasculares y en segun-
do lugar el tratamiento con PO
previene la distorsion de las célu-
las del cambium y la diferencia-
cién total de este (De Cal et al.,
2000a).

Posteriormente se asociaron
estos cambios morfoldgicos con
los niveles endégenos de citoqui-
ninas en las plantas de tomate (De
Cal et al., 2000b).

Métodos de aplicacion
de Penicillium oxalicum

Varios factores pueden afec-
tar el éxito del agente de biocon-
trol como la competencia ecolégi-
ca y el momento y método de a-
plicacién. PO es un organismo xe-
rotolerante, mesofilico y que cre-
ce en un amplio rango de pH
(Pascual et al., 1997), lo que lo
hace ecoldégicamente competente
en el suelo.

El método y momento de la
de aplicacién del organismo de
biocontrol es critico para su efica-
cia. Por ello se hicieron varios ex-
perimentos para investigar estos
hechos.

Los tratamientos de PO se
hicieron en diferentes momentos
(cuadro 1).

L.a aplicacion de PO a
pldntulas de tomate en semillero
reduce la enfermedad causada por
FOL en un 45-49% en el experi-
mento en cdmara de cultivo y en
un 22-69% en invernadero. Sin
embargo, no se obtiene reduccién
de la enfermedad cuando PO se
aplica en las semillas.

Se hicieron también experi-
mentos en invernadero para ver la
duracién del control, observando-
se control hasta los cien dias del
cultivo (De Cal y Melgarejo,
2001).



Métodos para mejorar
el biocontrol

Se pueden seguir varias es-
trategias para ello. Entre ellas se
puede aplicar varias veces el a-
gente de biocontrol.

Se hicieron experimentos
aplicando PO de una a cuatro ve-
ces, la primera vez se aplicaba en
semillero siete dias antes del tras-
plante y las demds veces en dis-
tintos momentos ya en el terreno
de asiento. Los resultados mostra-
ron que las aplicaciones repetidas
de PO prolongaban la duracién
del control sobre FOL cuando la
incidencia de la enfermedad era
alta.

Sin embargo, el momento de
la aplicacién no tenia efecto en la
eficacia del control. La densidad
de PO en la rizosfera del tomate
era mas alta en el caso de aplica-
ciones repetidas, pero no se obte-
nia relacién entre la reduccion de
la enfermedad y las altas densida-
des de PO.

Sanidad vegetal ©

Experimento 2,
de izquiera

a derecha
plantacion de
tomates 65

dias después del
trasplante

y plantacién

de tomates 15
dias después
del trasplante en
Aranjuez (Madrid).

B Varios factores pueden afectar el éxito
del agente de biocontrol como
la competencia ecoldgica y el momento
y método de aplicaciéon que es critico
para su eficacia. Por ello se hicieron varios
experimentos para investigar estos hechos
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Se ha demostrado pues, que
la aplicacién repetida de PO me-
jora el control de FOL, especial-
mente en casos de enfermedades
graves.
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Porcentaje de incidencia de enfermedad inducida por varios patégenos después

de la inoculacién de plantas de tomate tratadas con P. oxalicum?*.

Tratamiento Patogeno
Botrytis Phytophthora Phytophthora Verticillium Verticillium
cinerea parasitica infestans dahliae Spp.

P. oxalicum 23b 0b 7b 10b 15 b

No tratamiento 95 a 67 a 53 a 33 a 57 a

* Las medias seguidas por las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes po el test

de Student-Newman-Keuls’ (P=0.05).

Espectro de accion
de Penicillium oxalicum

Varios autores han demostra-
do que la resistencia inducida no
es especifica de un solo patégeno.

Se investigd, por tanto el es-
pectro de accién de PO en otros
patégenos diferentes de FOL.

Se ensayaron seis hongos F.
oxysporum f. sp. radicis-lycoper-
sici, Verticillium dahliae, Vertici-
llium  spp, Botrytis cinerea,
Phytophthora infestans y P. para-
sitica, 1a bacteria Ralstonia sola-
nacearum y dos virus, ToMV y
CMYV, en experimentos de cdmara
de cultivo, invernadero y aire li-
bre.

Los resultados mostraron que
la aplicacion de PO (6 x 10°
conidias/g sustrato) en semillero
siete dias antes del trasplante con-
trola las enfermedades causadas
por B. cinerea (cdmara de culti-
vo), P. infestans, P. parasitica, V.
dahliae, CMV, ToMV (invernade-
ro) y Verticillium spp (aire libre)
(cuadro 3).

Estos resultados demuestran
que PO es efectivo frente a dife-
rentes enfermedades de tomate.

Posteriormente se hicieron tres
experimentos en campo abierto en
plantaciones comerciales de to-
mate con suelos infestados natu-
ralmente con FOL y Verticillium
spp.

Las conidias de PO produci-
das en fermentacion sélida (Lare-
na et al., 2002) se aplicaron, mez-
cladas con el sustrato de fermen-
tacién, a una concentracion de 6 x
108 conidias/gr sustrato a semille-
ros con plantulas de tomate.

Siete dias después las pldn-
tulas se trasplantaron a campo a-

bierto en tres campos situados
uno en Villa del Prado (Madrid)
(experimento 1), y dos en
Aranjuez (Madrid) (experimentos
2y3).

La incidencia de FOL fue re-
ducida de un 53 a un 15% en el
experimento | y la de Verticillium
spp de un 62 a un 27% en el ex-
perimento 2 y de un 47 a un 25%
en el experimento 3 (Larena et
al., 2003).

Conclusiones

PO reduce la marchitez vas-
cular causada por la mayoria de
los patégenos mds comunes del
tomate que invaden el sistema
vascular como son FOL y VD en
gran cantidad de experimentos
llevados a cabo en diferentes con-
diciones.

Experimentos  preliminares
muestran que también puede con-
trolar otras enfermedades del to-
mate causadas por virus y otros
hongos.

La aplicacién es sencilla,
basta con regar el semillero con

B Penicillium oxalicum reduce la marchitez
vascular causada por la mayoria
de los patogenos mas comunes del tomate
que invaden el sistema vascular como
son Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
y Verticillium dahliae en gran cantidad
de experimentos llevados a cabo

en diferentes condiciones
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una suspension de conidias de PO
y realizar el transplante de las
plantulas una semana mas tarde.
De esta forma se consigue una du-
racion del control que puede lle-
gar hasta los 100 dias, y que se
puede incrementar realizando mas
aplicaciones posteriormente.

Varias son las ventajas que
ofrece este método de control:

- la cantidad de biofungicida
que se tiene que aplicar es peque-
fia, puesto que se echa en semille-
ro.

- la aplicacién es muy senci-
lla y la puede realizar cualquier
operario sin necesidad de especia-
lizacion: basta con disolver el
producto en agua y realizar un
riego del semillero. También se
puede aplicar en sélido junto con
el sustrato de produccién de las
conidias,

- puede actuar sobre varios
agentes patdgenos, distintos culti-
vares, y combinarse con otros mé-
todos con facilidad.
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