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EFECTO DE LA BIOFUMIGACION CON BRASICACEAS
SOBRE ESPECIES PATOGENAS DE FUSARIUM EN TOMATE

RESUMEN

En este trabajo se investigd la biofumigacion como alternativa para el control de
aislados locales de Fusarium sp. patégenos en tomate. Se partieron de plantas con
sintomas de marchitamiento avanzado, raices con pudricibn y haces vasculares
amarronados, provenientes de una plantacion comercial de tomate en invernadero
en el Departamento de Pocito, en la provincia de San Juan, Argentina. De ellas, se
obtuvieron cinco aislados de Fusarium sp y se realiz6 cultivo monospoérico de cada
uno de ellos. Estos se identificaron por su morfologia, dando lugar a cuatro aislados
de Fusarium oxysporum y un aislado de Fusarium solani. Todos resultaron
patégenos de tomate. Sin embargo, uno de los aislados de Fusarium oxysporum
(F5) y el de Fusarium solani (F3) fueron los mas virulentos, ya que registraron
valores superiores al 80% de incidencia y severidad. Con estos aislados se realizé
el ensayo de biofumigacion in vitro con cinco especies comerciales de Brasicaceas,
utilizadas como material biofumigante: rdcula (Eruca sativa), berro (Nasturtium
officinale), coliflor (Brassica oleraceae var. botrytis), brécoli (Brassica oleraceae var.
italica) y repollo blanco (Brassica oleraceae var. capitata). Se probaron dosis de 0, 3
y 5 kg.m™?. La coliflor ofrecié los mejores resultados para ambos aislados, con
inhibiciones de 13,42% para F5 y 15,03% para F3. Para evaluar si a mayores dosis
corresponden mayores inhibiciones, se realiz6 un nuevo ensayo so6lo con coliflor
variando las dosis, que fueron de 0, 3, 5, 10 y 20 kg.m™. Para Fusarium oxysporum,
la dosis de 5y 10 kg.m? mostraron inhibiciones a los tres dias de 25,32% vy
27,85%, respectivamente. Para Fusarium solani, a los tres dias, la dosis de 5y 10
kg.m? mostraron inhibiciones de 27,5% y 29% respectivamente. Las dosis de 20
kg.m? resultaron letales para los ambos aislados. Si bien se obtuvo la inhibicién
total del patdgeno, resulta impracticable a campo o bajo condiciones de invernadero

el empleo de dosis de 20 kg.m™.

Palabras clave: Fusarium sp., biofumigacion, tomate, patégenos



EFFECT OF BIOFUMIGATION WITH BRASSICACEAE
ON SPECIES OF FUSARIUM PATHOGENIC ON TOMATO

ABSTRACT

This thesis investigates biofumigation as a control alternative of local Fusarium
isolates, which are pathogens of tomato. Pathogen was isolated from plants
showing advanced symptoms of wilt, root rot and brown vascular discoloration,
located in a commercial greenhouse in Pocito, San Juan, Argentina. Five isolates of
Fusarium sp were obtained. Through monosporic culture of each isolate, species of
Fusarium were identified by their morphology. As a result, four isolates of Fusarium
oxysporum and one of Fusarium solani, were obtained. All of them were pathogenic
on tomato plants. However, one of the isolates of Fusarium oxysporum (F5) and
Fusarium solani (F3) were the most virulent, recording values higher than 80% of
incidence and severity. An in vitro biofumigation assay was performed with these
virulent isolates employing five commercial species of Brassicaceae, used as
biofumigant material: Arugula (Eruca sativa), watercress (Nasturtium officinale),
cauliflower (Brassica oleraceae var. botrytis), Broccoli (Brassica oleraceae var.
italica) and white cabbage (Brassica oleraceae var. capitata). Doses of 0, 3 and 5
kg.m'2 were tested. Cauliflower offered the best results for both isolates, with
inhibitions of 13.42% to 15.03% for F5 and F3, respectively. To assess if higher
doses are greater inhibitions, a new test was conducted with only cauliflower varying
doses, which were 0, 3, 5, 10 and 20 kg.m™. On Fusarium oxysporum, the dose of 5
and 10 kg.m? showed inhibition after three days of 25.32% and 27.85%,
respectively. On Fusarium solani, after three days, the dose of 5 and 10 kg.m?
showed inhibitions of 27.5% and 29%, respectively. Doses of 20 kg.m? were lethal
for both isolates. Despite achieving total inhibition of the pathogen, it is impracticable

under field or greenhouse conditions the use a dose of 20 kg.m™.

Key words: Fusarium sp., biofumigation, tomato, plant pathogens.
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1. INTRODUCCION
1.1 ORIGEN Y ASPECTOS BOTANICOS DEL TOMATE

1.1.1 Origen
El tomate comercial, procede de la zona andina de Peru-Bolivia-Ecuador. A partir
del siglo XVI se extendid a Europa y ahora se considera como una hortaliza

fundamental y de gran uso debido a su gran valor nutricional (Jones et al., 2001).

1.1.2 Clasificacion taxonémica

Pertenece a la familia de las Solanaceaes. El nombre cientifico del tomate
comercial es Lycopersicon esculentum. Es una planta plurianual en su lugar de
origen, aunque es cultivada como anual. Las variedades silvestres son
especialmente Utiles para la mejora genética ya que poseen genes de resistencia a
plagas, enfermedades, y también a factores abi6ticos como el estrés hidrico o la

salinidad. Las especies mas importantes son las siguientes:

e L. peruvianum: tolerante a exceso de humedad, enfermedades fungicas y

nematodos

L. hirsutum: tolerante a bajas temperaturas y al virus del mosaico del tabaco

L. cheesmanii: tolerante a salinidad

L. pimpinellifolium: tolerante a Fusarium, Pseudomonas y virus. Mejora el
color de fruto

L. chinielewskii: alto contenido de sélidos solubles (Arguerich et al., 2011).

1.1.3 Morfologia

Su sistema radicular consta de una raiz pivotante de unos 80-100 cm de
profundidad, con gran cantidad de ramificaciones y muchas raices adventicias
procedentes de la base del tallo. El desarrollo de la raiz pivotante se produce en
plantaciones a siembra directa de tomate. Si se hace transplante a raiz desnuda la
raiz pivotante se corta dando lugar a un desarrollo de la raiz lateral y fasciculado,

con una mayor cantidad de raices secundarias.

El tallo es anguloso, recubierto de pelos la mayoria glandulares que le dan un olor
caracteristico a la planta. Segun el tipo de crecimiento del tallo se pueden

diferenciar:



e Cultivares de crecimiento indeterminado: en el &pice del tallo se encuentra
un meristemo de crecimiento, que permite que el tallo siga creciendo
indefinidamente y las inflorescencias se agrupen solo en el lateral.

e Cultivares de crecimiento determinado: el tallo detiene el crecimiento una
vez que se forma la inflorescencia terminal. Estas plantas se utilizan

normalmente en tomate para industria por su maduracién mas concentrada.

Las hojas son compuestas, imparipinnadas con 7-9 foliolos lobulados o dentados,
de una longitud de 15-30 cm. De insercién alternada en el tallo. También estan
cubiertas por pelos glandulares (igual que el tallo), aspecto importante a la hora de

realizar un tratamiento aéreo y que el mojado sea el adecuado.

Las flores se disponen en racimos simples en la parte inferior, y en cima dicotémica
en la parte superior. Generalmente con 3 a 10 flores por racimo, son hermafroditas,
regulares y péndulas con polinizacion autégama, a pesar de ello, el porcentaje de
alogamia puede llegar al 5%.

El fruto es una baya carnosa de forma redonda, globosa o piriforme, que cambia
segun la variedad. De coloracion roja en su estado maduro, existen variedades con
color diferente como el amarillo o rosado entre otros; la superficie del fruto es lisa y
su tamafio varia entre 3-15 cm. Dentro del fruto se diferencian de 2 a 20 l6culos
carpelares.

Las semillas son de forma discoidal de 3-5 mm de diametro, de color ocre, cubiertas
por pequefas vellosidades. En un gramo podemos tener de 300-350 semillas
(Arguerich et al. 2011).

1.2 SITUACION PRODUCTIVA

1.2.1 Situacion mundial

El tomate es actualmente la hortaliza més difundida a nivel mundial en cuanto a
produccién, alcanzando en 2013 un total de 163.963.770 toneladas, tanto para
tomate destinado a fresco como a tomate para industria. El rendimiento medio
mundial fue de 34,7 t/ha. Actualmente, China es el mayor productor mundial con
diferencia, con 5.060.000 millones detoneladas. Los restantes mayores productores
de tomate son, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia, Brasil, Espafa y
México (FAO, 2013).



Tabla 1. 20 mayores productores mundiales de tomate (FAO, 2013).

Pais Produccién (Millones de T)
China 5.060.000
India 182.000
Estados Unidos de América 12.600
Turquia 11.800
Egipto 8,53
Irdn 6,17
Italia 4,93
Brasil 4,19
Espafia 3,68
México 3,28
Rusia 2,64
Uzbekistan 2,25
Ucrania 2,05
Portugal 1,74
Nigeria 1,57
Marruecos 1,29
TlUnez 1,2
Grecia 1,04
Argelia 0,975
Camerun 0,954

En Asia se concentra el 51,2% de la produccion, mientras que en América se da el

19%, en Europa el 17,3%, en Africa el 12,1% y en Oceania el 0,4% restante (Figura

1),
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Figura 1. Distribucion porcentual de la produccién de tomate mundial (FAO, 2013)



1.2.2 Situacion en Argentina

Argentina se encuentra en el puesto 30 a nivel mundial de produccién, con un total
en 2013 de 691.383 toneladas. Es la segunda mayor productora de América del
Sur, por detrds de Brasil, dedicando 15868 hectareas (FAO, 2013). La produccion
se ha mantenido estable durante el periodo 1993-2013, con una media de 730.588
toneladas anuales (Figura 2). La superficie ha ido disminuyendo en este ultimo
periodo, sin embargo el aumento de los rendimientos, debido fundamentalmente a
los progresos tecnoldgicos en el manejo del cultivo, (Figura 3), ha hecho que la

produccion permanezca estable (Arguerich et al. 2011).
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2013)
50
45
40 /M
35 A
0 /\ /"
© / Y
T 25 7
|_
20 d
15
10
5
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
m = wn O M~ 0 O O o o M = wn W M~ 00 O O A ™M
S 0 0 Q0 Q9 Q0 Q9 90 o 9 9 9 A = = -
o oo oy v v O O O C O O O O O OO O o o O
= = = = = = A o~ NN NN NN NN N
Figura 3. Rendimiento de tomate durante el periodo de 1993-2013 para Argentina (FAO,

2013)



En Argentina el cultivo de tomate se concentra en los denominados cinturones
verdes, zonas de produccion cercanas a poblaciones, dividiéndose su produccion

en seis regiones diferenciadas (Figura 4) (Arguerich et al., 2011):

e Region Noroeste
e Region Central

e Region Andina

e Region Litoral

¢ Regién Noreste

¢ Regién Patagdnica

Buenos Aires

La Pampa

Rio Negro Noroeste

B Noreste

Andina

B Central
Valle Rio Colorado y Negro
Litoral

[ Patagonica
&p |. Malvinas

‘ z Tierra del Fuego

Figura 4. Regiones productoras de tomate
de Argentina (Arguerich et al., 2011).

Los tipos de tomate cultivados en el pais se clasifican principalmente en tres
categorias:

e Tomate redondo: su eje transversal es mayor o igual que su eje
longitudinal. Tiene cuatro categorias que varian segun el calibre de
65-100 mm. Normalmente se dedica para consumo en fresco.

e Tomate perita: eje transversal mayor que el longitudinal. Se divide en
tres categorias. Se destina mayoritariamente para industria.

e Tomate cherry: tomates de menos de 5 cm de calibre en forma de

cereza (Baron et al., 2000).

Los porcentajes para tomate en fresco de cada tipo en el mercado de Buenos Aires
en 2010 fueron 45% de tipo redondo, un 34% de tipo perita, 17% de tomates larga
vida y un 4% tipo cherry (Arguerich et al., 2011).



Atendiendo al método de cultivo, la produccion de tomate se divide en:
e Produccién bajo cubierta

Segun el censo nacional agropecuario (C.N.A) del 2002 hay un total de 1.185 ha
dedicadas al tomate bajo invernadero. Un 87,7% de la superficie se concentra en
las provincias de Buenos Aires y Corrientes con un 34,4% y un 53,3%
respectivamente. La produccion esti destinada al consumo en fresco en épocas

gue la oferta es limitada y donde el precio es mayor (Corvo, 2005).
e Produccién en campo

La superficie dedicada a tomate en campo fue en 2002 de 14.389 ha. Esta
superficie se distribuye en 8 provincias, siendo Mendoza la que cuenta con una
mayor superficie. Representa un 36,1% del total con 5.201,4 ha dedicadas al
tomate (Corvo, 2005).

Teniendo en cuenta el destino del tomate producido, se puede separar entre:
e Industria

En la temporada 2008/2009 se alcanzé un total de 448.000 toneladas en 8.443
hectareas dedicadas al cultivo del tomate para industria. Se obtuvo un rendimiento
promedio de 53,1 T/ha. El 50 % de la produccion se obtiene en Mendoza, un 20%
en San Juan y un 19% en Rio Negro. En los ultimos afios se ha conseguido un

aumento en los rendimiento del 15-20% (Franco, 2009).
e Consumo fresco

Segun datos del INTA (2009). La superficie total para fresco en campo fue de
aproximadamente 13.000 ha con un rendimiento medio de 45 T/ha y una
produccion total de 585 mil toneladas. Para tomate en invernadero la superficie total
fue 1200 ha con un rendimiento de 90 T/ha y un volumen de 108 mil toneladas.

La superficie se distribuy6 de la siguiente manera: 5500 ha en el Noroeste con 250
ha en invernadero, 800 ha en el Noreste todo en invernaculo; 1400 ha en el Gran
Bueno Aires casi todo protegido; 1200 ha en Mar de Plata; 1200 ha en Mendoza y
200 ha en la Patagonia.



1.2.3 Situacion en Mendoza y San Juan

El tomate es una de las principales hortalizas de fruto cultivadas estivalmente en la
provincia de Mendoza, con 3.750 ha. La mayor parte de la superficie esta en el
cinturon verde del centro, que abarca Lujan, Guaymallén y Maipu con un total de
1.830 ha; y en el Valle de Uco en las localidades de San Carlos, Tupungato y
Tunuyan con 1.028 hectareas. La zona Norte (Lavalle y Las Heras) tienen
dedicadas 454 ha, la zona Este (San Martin, Junin, Rivadavia, Santa Rosa y La
Paz) 292 ha y la zona Sur (San Rafael, General Alvear y Malargtie) 146 ha (IDR,
2013).

El tomate destinado a la industria, es el de mayor importancia en la region,
concentrando la mayor parte de la produccion nacional entre San Juan y Mendoza.
En 2013, la produccion nacional fue de 420 toneladas, de las cuales, 300 toneladas
fueron de la region cuyana. San Juan cuenta con 1100-1300 ha, mientras que en
Mendoza hay 3000-3200 ha dedicadas al tomate de industria. Los rendimientos
fueron de 90 toneladas por hectarea para la zona de San Juan y de 45-50

toneladas por hectarea para Mendoza (IDR, 2013).

Mendoza aglutina la mayoria de las empresas dedicadas a la transformacién del
tomate. En los ultimos afios esta industria se ha ido concentrando ya que el 40% de
la produccion proviene de solamente tres compafiias, mientras que en 2004

contaba con 65 empresas dedicadas a la industralizacion del tomate (IDR, 2004).

Debido a la buena calidad del tomate producido en toda lo zona, su transformacion
industrial est4 adquiriendo gran importancia. Esto provoca que la industria pueda
crear productos de mayor calidad por encima de otros paises competidores como
Brasil o Chile. Ademas, el precio estable durante los afios hace que el agricultor

opte por este tipo de cultivo (IDR, 2013).

El tomate destinado al consumo en fresco tiene un precio mayor que el de industria,
siendo superior el precio del tomate redondo que el tomate tipo pera, debido, sobre
todo, a sus mejores condiciones organolépticas. Sin embargo, la superficie de
cultivo a cielo abierto para el tomate redondo ha ido disminuyendo, dando un
promedio de 380 ha en los ultimos 5 afios. Lo que esta incrementando es el cultivo
en invernaderos, tanto para el redondo como para el perita. Estos invernaderos
permiten conseguir unos rendimientos mucho mayores, llegando a 200 T/ha, mucho

mayor que los conseguidos en cultivos al aire libre (IDR, 2013).



1.3 LAS ENFERMEDADES DE SUELO COMO LIMITANTES DEL CULTIVO

El tomate, como todos los demas cultivos, se ve afectado por diferentes factores
que limitan su produccion y por ende su rentabilidad. Existen citadas una gran
cantidad de enfermedades que afectan al tomate, debidas a hongos, bacterias,
virus, viroides, nematodos, fitoplasmas o enfermedades de caricter fisioldgico. La
lista de estas se encuentra en el anexo | (APS, 2014). Entre los factores mas
importantes que afectan el desarrollo normal de este cultivo se encuentran las

enfermedades de tipo infeccioso provocada por hongos (Hernandez et al. 2014).

Dentro de los hongos que afectan al tomate, los hongos tellricos o de suelo son
uno de los problemas méas importantes en la produccion, tanto en invernadero como
en campo. En invernadero, el hongo encuentra condiciones ideales de temperatura
y de humedad para su reproduccién y crecimiento. Este problema se puede agravar
durante el paso de los afios si el productor no sigue pautas de un manejo integrado
del cultivo, como pueden ser la rotacion de cultivos, el uso de portainjertos
resistentes, o la biofumigacion, entre otras (Miller et al. 1996).

En los Udltimos afios se han incrementado los casos de infecciones por hongos
teldricos. La intensificacion y repeticion continua del cultivo provoca aumentos
poblacionales de los patégenos fungicos de suelo. Los factores que llevaron a esta
intensificacién fueron la aparicion de hibridos vigorosos y muy productivos que
incrementaron la produccién notablemente. Se dejé de hacer rotaciones que
incluian cereales en invierno y la repeticion del cultivo del tomate se hacia cada 3- 4
anos (Tello y La Casa, 1990). El historial de los cultivos anteriores tiene una gran
importancia, ya que la repeticion de un mismo cultivo horticola durante afios
aumenta la poblacion de nematodos u hongos como Verticilium spp. o Fusarium

spp. debido a que permanecen viables en el suelo durante varios afios.

Econdmicamente, los patégenos del suelo representan una gran parte del costo de
produccion del cultivo, ya que para realizar la desinfeccion del suelo, los
tratamientos son caros y no presentan una gran efectividad. Ademas, productos
altamente efectivos como el bromuro de metilo estan prohibidos o estan siendo

revisados.



Los patégenos de suelo mas importantes en cultivos establecidos de tomate son los

siguientes (Villapudua, 1987):

¢ Marchitez del tomate: Fusarium oxysporum f.sp lycopersici

e Pudricién de corona y raiz: Fusarium oxysporum f.sp radicis-lycopersici

e Marchites por Verticillium: Verticillium dahliae y Verticillium albo-atrum

e Marchitez surefia: Sclerotium rolfsii

¢ Moho blanco: Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia minor

e Pudricién de raices: Phythopthora capsici y Phythopthora parasitica

e Pudricion de suelo: Rhizoctonia solani

e Damping off: producido por Fusarium spp., Phytium spp. y Rhizoctonia

solani

1.4 PROBLEMATICA DEL MANEJO DE LAS ENFERMEDADES DEL SUELO Y
DEL BROMURO DE METILO

El bromuro de metilo (BM) es uno de los fumigantes quimicos de utilizacion
generalizada para cultivos como el tomate, pimiento, tabaco, fresa, uva, flores o
melén, que se ha empleado durante largo tiempo y de forma masiva para combatir
enfermedades del suelo, nematodos o malas hierbas. Se trata de un biocida que
destaca por su amplio espectro de accidn frente a los patégenos vegetales y posee
una gran efectividad en cuanto a penetracion y difusién en el suelo (Bello et al.,
2013). ElI BM es un gas utlizado para la desinfeccion del suelo, se aplica
inyectandolo al suelo o sustrato y cubriéndolo con un plastico para facilitar la

retencion de los gases. Sin embargo entre un 50-95% se libera a la atmésfera.

La problematica del BM se debe a la destruccién que provoca en la capa de ozono.
Cuando los gases liberados llegan a la capa de ozono, éstos son descompuestos
por la radiacién solar y libera un radical de bromo. Este radical de bromo, se une
con un atomo de oxigeno rompiendo por tanto la molécula de ozono (O3). Tras
varias reacciones, el radical de bromo se libera nuevamente, destruyendo el ozono
a gran velocidad. ElI BM es 50 veces mas destructor que los clorofluorocarbonos
(CFC) (Carrasco y Gonzéalez, 2003). Sumado al dafio producido en la capa de
ozono, el BM posee un alto grado de toxicidad ocasionando un peligro para los
operarios encargados de manejar el producto, reduciendo la biodiversidad
bioldgica, contaminando el aire en zonas cercanas a la aplicacion y contaminando

el agua en zonas con niveles freaticos altos (Carrasco y Gonzéalez, 2003).
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La 102 Reunion del Protocolo de Montreal establecio para los paises desarrollados
un programa en el que se acordd la reduccion del uso agricola del BM, hasta su
supresion total en 2005. Por lo tanto, tras su eliminacion, los investigadores se
centraron en encontrar alternativas para el control de plagas y enfermedades de las
plantas. Ademdas se exige que éstas no tengan un impacto negativo en el medio
ambiente y que ademas sean econdmica y socialmente viables (Bello et al., 2013).

No existe una opcién Unica que sustituya al BM, ya que depende del suelo, del
patégeno y el cultivo. Lo mejor es un sistema de manejo integrado del cultivo. Para
ello, es importante que las distintas practicas regulen de forma eficaz y econémica
los patégenos que se controlaron con el BM, garantizando su viabilidad a largo
plazo (Bello et al., 2013).

Como alternativas quimicas se sefialan el Metam-Sodio, Dazomet o Disulfuro de
carbono entre otras. Otras practicas agrondmicas son de tipologia fisica como la
solarizacion y la vaporizacion del suelo u organica como la biofumigacion. Las
técnicas biolégicas son también una de las posibles herramientas (Carrasco et al.,
2001; Bello et al., 2013).

A corto plazo, se puede utilizar la combinacion de alternativas quimicas con otras
no quimicas, sin embargo, se recomienda que a largo plazo se utilicen técnicas mas

respetuosas con el medio ambiente (UNEP, 1999).

Numerosas exposiciones han mostrado iniciativas que han tenido similar eficacia
que el BM. Es importante seguir en la busgueda de éstas y mostrar su aplicacion
en las distintas regiones. Para ello, una buena manera es a través de pequefios
folletos que se difundan entre los usuarios anteriores del BM. Otra manera, es la
realizacion de talleres en diversas zonas, para mostrar las técnicas seguidas para

su realizacion en cultivos especificos (UNEP, 1999).

1.5 ESTUDIO DE Fusarium EN TOMATE. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y
PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

1.5.1 Generalidades de Fusarium y de las especies patégenas en tomate

Fusarium sp. es uno de los géneros de hongos mas conocido y estudiado
mundialmente por la patogenicidad que conlleva para muchas de las especies
cultivadas, por su distribucion mundial y por las pérdidas econGmicas que genera.
Algunas especies producen toxinas que pueden afectar a hombres y animales
(Booth, 1971).
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Fusarium sp se clasifica taxondmicamente dentro del Reino Fungi, division
Deuteromycota, también conocida como Hongos imperfectos o mitospéricos debido
al enfoque exclusivo en la reproduccion asexual de estos microorganismos.
Ademas, se encuentra dentro del orden Moniliales y familia Tuberculariaceae.
(Barnet y Hunter, 1998).

Se puede encontrar disperso en tierra, agua y aire (Booth, 1971) y las
enfermedades que provocan algunas de sus especies generan marchitamiento
vascular, manchas necréticas en hojas, pudricion de raiz y tallos, pudricion de

frutos, granos y semillas, etc. (Arvelaez, 2000).

Dentro de la misma especie puede existir lo que muchos autores denominan formas
especiales, y a su vez dentro de estas formas especiales, se pueden encontrar
diferentes razas fisiolégicas (Booth, 1971; Tello y La Casa, 1990; Leslie y Sumerrell,
2003). Se denominan formas especiales a las cepas del hongo que atacan a una
determinada especie vegetal, 0 a lo sumo a un nimero de especie vegetales del
mismo género. Se denominan razas fisioldégicas a la especializacion sobre
distintas variedades de la misma especie. Se pueden poner como ejemplo
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici que afecta al tomate y Fusarium oxysporum

f.sp cepae que afecta a cebolla (Tello y La Casa, 1990).

Como se citd, para el cultivo del tomate hay una gran cantidad de enfermedades
citadas que se exponen en el Anexo 1. Estas pueden ser causadas por nematodos,
hongos, bacterias, virus, viroides, fitoplasmas o pueden ser fisiolégicas. Entre las
enfermedades que son provocadas por hongos, una de las mas importantes y que
esta presente en todos los suelos en produccion intensiva de tomate es la
fusariosis, provocada por tres patdgenos: Fusarium oxysporum f.sp radicis-
lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici y Fusarium solani f.sp eumartii.
(Jones et al., 2001; APS, 2015).

- Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Esta subespecie provoca lo que se denomina la fusariosis vascular del tomate o
marchitez vascular del tomate. Se describi6é por primera vez en Inglaterra en 1895
por G.E. Massee. Es una enfermedad de importancia mundial, ya que ha sido
descrita por lo menos en 32 paises diferentes. Afecta tanto a la produccién en
invernadero como en campo en zonas de clima cdlido. Fue la enfermedad del
tomate mas comun y destructiva hace 30 afios, llegando a eliminar la produccion de

zonas tomateras como Florida. Aunque, la aparicién de variedades resistentes ha
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sido una buena herramienta para combatirla (Jones et al. 2001). Sin embargo, éstas
no ejercen un control total del patdgeno, debido a la aparicibn de nuevas razas
fisiolégicas. Ademds, en los Ultimos afios se esta produciendo un mayor cultivo de
variedades locales que no contienen estos genes de resistencia, por lo que se
deben tomar otras medidas para que la enfermedad no repercuta en la produccién
(Borrero et al. 2004). Se debe tener en cuenta que variedades resistentes pueden
presentar sintomas del patdégeno tras ataques severos de nematodos del género
Meloidogyne spp. o cuando la planta ha sufrido de asfixia radicular. No hace falta

que sean nuevas razas del patégeno (Blancard, 1996).

En la actualidad se conocen tres razas fisiologicas de Fusarium oxisporum que
afectan al tomate: R1, R2 y R3. En 1945 se descubri6 R2 en Ohio, cuando
cultivares resistentes a R1 fueron afectados por el hongo. Posteriormente, el
cruzamiento de Lycopersicon pimpinellifolium x Lycopersicon esculentum permitié
encontrar nuevos cultivares resistentes. R3 fue encontrada en Queesland, Australia
en 1982, al afectar variedades resistentes a R1 y R2 (Borrero et al., 2004). R1y R2
estan ampliamente distribuidas y es comdn encontrarlas en las principales zonas
productoras de tomate como Marruecos, Israel, México, Brasil o Espafia; mientras
que R3 hasta el momento ha sido encontrada en Australia, México, Florida y en
California (Jones et al., 2001; Borrero et al., 2004). Una de las razones de la
aparicion de nuevas razas parece ser que es la presion de seleccién que se genera
con el monocultivo de tomate y la utilizacion de variedades resistentes al patdgeno
(Telloy La Casa, 1988 a).

Este hongo puede atacar a la planta en cualquier estadio de desarrollo, antes de la
emergencia, en estado de plantula y cuando la planta ya es adulta, en el momento

de fructificacion y maduracion del fruto (Tello y La Casa, 1990).

Sintomas: las plantulas infectadas alcanzan escaso desarrollo. Las hojas se
vuelven flacidas y desarrollan epinastia, y algunas pueden amarillear. El tejido
vascular toma coloracidon castafio oscura, se ensancha la base de los tallos
afectados, y las plantas normalmente se marchitan y mueren. En plantas adultas los
sintomas se manifiestan durante el intervalo de tiempo que va entre la floracion y la
maduracion del fruto. El sintoma inicial es el amarilleamiento de las hojas méas
viejas, éste puede afectar a solo un sector de la planta, y con frecuencia los foliolos
de un lado amarillean antes que los del otro. La amarillez afecta de forma gradual a
mayor parte del follaje, y esta va acompafiada por la marchitez de la planta en las

horas mas cdlidas del dia. La marchitez se va extendiendo hasta que la planta
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colapsa y muere. El tejido vascular de la planta enferma tiene una coloracion
castafio oscuro. Esta coloraciébn se extiende hacia el extremo apical del tallo
conforme avanza la enfermedad siendo especialmente notable en la insercion del
peciolo al tallo. La infeccién del fruto ocurre de forma ocasional y se detecta por la
presencia de coloracidon marrén en su tejido vascular (Jones et al., 2001).

Desarrollo de la enfermedad: el patdgeno inverna en el suelo en cualquiera de sus
formas de esporas, aunque generalmente se encuentra en forma de
clamidiosporas. Se propaga a corta distancia a través del agua y de la maquinaria
agricola y a grandes distancias mediante la utilizaciéon de semillas o trasplantes
afectados. Una vez que ha llegado el patdégeno es frecuente que permanezca en el
suelo indefinidamente si no se realiza ninguna accién con vistas a erradicarlo. La
penetracion del hongo a la planta se produce a través de los tubos germinativos de
la espora o del micelio que entran a través de las puntas de las raices, a partir de
heridas de éstas, por ejemplo producidas por nematodos; o a nivel de donde se
forman las raices adventicias. El micelio se propaga intercelularmente en la raiz
hasta que llega a los vasos xilématicos. Una vez en los vasos xilématicos el hongo
produce microconidios que son llevados hacia la parte superior de la planta por la
savia bruta. Cuando cesa el ascenso, la espora germina y produce el micelio que a
su vez vuelve a producir microconidios que se desplazan por los siguientes vasos,
colonizando una mayor parte de los haces vasculares de la planta. Se provoca una
alteracion en el transporte del agua de la planta debido a la obstruccion de los
vasos por el micelio. Esto hace que los estomas se cierren, las hojas marchiten y la

planta consecuentemente muera (Agrios, 1985).

Epidemiologia y condiciones predisponentes: es una enfermedad de climas célidos
y prevalece en suelos acidos y arenosos. Se trata de un hongo telarico que
permanece en los suelos durante varios afios. Los factores que favorecen la
aparicion son una temperatura 6ptima del suelo y el aire de 28°C, una humedad del
suelo 6ptima para el crecimiento vegetal, plantas pre-adaptadas con bajos niveles
de N, P, y alto de K, bajo pH del suelo, dias cortos y baja intensidad de luz. La
virulencia del patégeno se ve incrementada por micronutrientes, fésforo y nitrégeno

amoniacal; y decrece con el nitrato (Jones et al., 2001).

Métodos de manejo: como métodos culturales se aconseja la utilizacion de
cultivares resistentes a las R1 y R2. También se encuentran algunos cultivares con
resistencia a R3. Se recomienda aumentar el pH del suelo a valores de 6,5-7 y

utilizar nitrato en vez de nitrgeno amoniacal. Las rotaciones de cultivo de 5-7 afios
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hacen descender significativamente el in6culo del patégeno. Asimismo, se debe
evitar inundar la parcela para que no se disperse el hongo y realizar un control de
material vegetal que ingresa, asi como de la maquinaria agricola utilizada para las
labores (Jones et al., 2001). Una de las técnicas que méas se esta utilizando
dltimamente para el control de Fusarium, de otras enfermedades o de nematodos
en tomate es el injerto con portainjertos resistentes y la parte aérea con la variedad
comercial. Es una técnica que, ademas de ser eficaz en el control de parasitos y
enfermedades del suelo, aumenta el vigor, la produccién y el rendimiento de las
plantas injertadas (Mitidieri et al., 2005; Martinez et al., 2015).

Como métodos fisicos se citan la esterilizacion del suelo con vapor de agua y la
solarizacion. En la primera, la mano de obra, el agua y el combustible resultan
sumamente costosos, por lo que limitan su aplicabilidad, ademas de ser una técnica
lenta y de manejo dificil. Sin embargo, no hay que descartar posibles adelantos
para mejorar la eficiencia y los costos (Carrasco, 2003). La solarizacion es un
método econdmico y cuidadoso con el medio ambiente cuando se utilizan plasticos
biodegradables. Como inconvenientes presenta que para que sea efectivo se
necesitan suelos poco profundos y suficiente radiaciéon solar. Eso provoca que no
se puede dar en algunas épocas del afio ni en ciertos lugares de produccion (Bello
et al., 2013).

Dentro de los métodos quimicos para la fumigacion del suelo se emplean algunas
sustancias como el Dazomet, Metam-Sodio, clorpiricrina o el dicloropropeno 1-3, sin
embargo, su costo elevado y su moderada eficacia hace que no sea una de las
opciones mas aconsejables, asi como la actual tendencia a la menor utilizaciéon de
agroquimicos en la produccién agricola. Otro método es la aplicacién de fungicidas
principalmente el Carbendazim, que presenta la desventaja de ser ineficaz por su
dificultad de aplicacion, ya que el producto no entra en contacto facilmente con las

raices y presenta una baja sistemia (Carrasco, 2003).

Una de las maneras de fumigar el suelo que es respetuosa con el medio ambiente
es la biofumigacién, que esta basado en la accién fumigante derivado de la
descomposicion de la materia organica y en especial de la familia de las
Brassicaceae. Sus costos son relativamente bajos y su efectividad contra algunos
patégenos del suelo ha sido igual que la conseguida por el bromuro de metilo. Sin
embargo, se utilizan una gran diversidad de materiales biofumigantes y sus efectos
contra distintos patégenos del suelo son variables. Por lo tanto, es necesario un

mayor estudio para poder mejorar la eficiencia en el control de enfermedades y
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conseguir material biofumigante que nos asegure éxito en el manejo (Bello et al.,
2013). Su combinacioén con la solarizacién o con la accion de hongos antagonistas
aumenta su eficiencia (Bello et al., 2013; Perniola et al., 2014).

Con respecto a los métodos biologicos de control, se estd estudiando con buena
perspectiva la lucha biolégica con Bacillus subtilis (Morsy, 2009) o con
Pseudomonas fluorescens (Kamilova, 2006).

- Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici

Este hongo es otra forma especial de la especie Fusarium oxysporum y provoca la
podredumbre del cuello y de las raices del tomate. La primera vez que se inventarid
fue en 1969 en Japdn y mas tarde en 1971 en Florida. En los siguientes afios se fue
describiendo su presencia en otros sitios como Israel, Francia o Espafia (Tello y La
Casa, 1988 h). Es un problema serio para los productores de tomate ya que puede
reducir significativamente la produccion, tanto en invernadero como en cultivo a
campo. No se conocen razas fisiologicas del patégeno, sin embargo se conocen
nueve grupos de compatibilidad vegetativa (GCV), que demuestra la gran

variabilidad genética dentro de esta forma especial (Szczechura et al., 2013).

Sintomas: se produce un marchitamiento, irreversible, generalizado para toda la
planta, que se combina o no con un amarilleamiento de las hojas mas viejas. En
algunas ocasiones, se produce amarilleamiento de las hojas basales y se extiende
hacia las hojas apicales y la planta detiene su crecimiento pero sin llegar a la

muerte.

El sistema radicular presenta pudriciones de color marrén que en los casos mas
graves llega a afectar la totalidad del sistema radicular. Puede darse que la
epidermis radicular no presente sintomas de podredumbre y sin embargo en la

médula se encuentre una podredumbre humeda de color marrén intenso.

El cuello de la planta muestra una podredumbre marrén que rodea mas o menos
esta zona de insercién del tallo y la raiz. Hay veces que la epidermis parece intacta,
pero al hacer un corte transversal se observa una podredumbre marrén/chocolate
gue afecta a la médula y que puede avanzar unos centimetros por el tallo. Como
continuacién de esta podredumbre, el xilema puede aparecer con una necrosis

llegando hasta los 50 cm de altura (Tello y La Casa, 1988 b).

Desarrollo de la enfermedad: este hongo tiene una mayor variedad de especies

hospedadoras que Fusarium oxysporum f.sp lycopersici. Se nombran los siguientes:
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Capsicum frutescens, Solanum melongena, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Trifolium spp., Vicia faba, Cucumis spp., Beta vulgaris y Spinacia oleracea.
(Szczechura et al., 2013).

Si la infeccion ocurre justo después de plantar, los sintomas no se muestran hasta
antes de cosechar. El patégeno se introduce en el huésped a través de heridas o
agujeros naturales ocasionados por la aparicion de raices nuevas. En el caso de
produccion sin suelo, el patégeno puede infectar al tomate mediante la
diseminacion de microconidios por el aire (Szczechura et al., 2013). El hongo se
introduce por las raicillas absorbentes y progresa lentamente hacia la radicula y las
raices laterales, primero mediante hifas intercelulares a través del cortex, y después
a través del xilema (Jones et al., 2001).

Epidemiologia y condiciones predisponentes: se han encontrado esporas del hongo
en las cubiertas de paja colocadas entre las hileras de tomate en invernadero y en
las pilas de desecho de plantas de tomate podridas al aire libre. La gran
concentracion de clamidosporas en el suelo constituye el in6culo que infecta los
cultivos (Jones et al., 2001). Las plantas infectadas pueden ser fuente de
propagulos aéreos, que entran en la planta a través de heridas en el follaje.
También se pueden difundir en el cultivo a través del contacto radicular entre
plantas de tomate ya que su movimiento en el suelo es minimo (Szczechura et al.,
2013). La propagacion via aérea reinfecta y ayuda al desarrollo de la enfermedad

en el suelo (Szczechura et al., 2013).

El patégeno se ve favorecido por temperaturas bajas de 10 — 20° C al contrario que
la fusariosis vascular. Un bajo pH del suelo, nitrdgeno amoniacal y suelos
inundados favorecen el desarrollo de la infeccion. Los microconidios se forman en
los tejidos necréticos infectados y se diseminan por el aire. La diseminacion a
grandes distancias se produce por transplantes infectados, semilla infectada o

magquinaria agricola (Zhang et al., 1995).

Métodos de manejo: resulta dificil porque el patégeno coloniza rapidamente suelos
esterilizados y permanece en el suelo durante periodos largosde tiempo. Por lo
tanto, un manejo integrado de la enfermedad se ve como la mejor manera de

manejo.

Como métodos culturales se recomienda mantener el pH del suelo en valores de 6-
7 y eliminar la utilizacion de nitrégeno amoniacal. También es importante realizar un

control de la maquinaria utilizada en las labores del cultivo. Se recomienda hacer
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rotaciones con plantas no hospederas del patégeno. El uso de plantulas o semillas
libres del patdégeno ayuda a controlar el desarrollo de la enfermedad. Los cultivares
resistentes estan en desarrollo, aunque ya hay alguna variedad comercial
disponible con la resistencia incorporada (Zhang et al., 1995). Como se mencioné
para la fusariosis vascular, el uso de un portainjerto resistente injertado con la
variedad comercial deseada logra un buen control de la enfermedad (Mitidieri et al.,
2005; Martinez et al., 2015). El cultivo en lana de roca con una solucion nutritiva

conocida también genera un buen control de la enfermedad (Kamilova, 2006).

Como método quimico se pueden utilizar fumigantes del suelo como Metam-sodio o
Agrocelhone, mezcla de 1-3 Dicloropropeno y cloropricina (Calonge y Vespasiano,
2014). Aunque tienden a ser poco efectivos, comparado a los costos que conlleva
su uso (Zhang et al., 1995).

Como en la fusariosis vascular, la biofumigacion aparece como una buena
alternativa para el control de patdégenos de Fusarium spp. ya que, ademas de ser
una técnica barata y facil de manejar en campo, no produce repercusiones al medio
ambiente y consigue un buen control, si se eligen bien los materiales y dosis; y se
realiza correctamente en campo (Bello et al., 2013).

Con respecto al control bioldgico, se han obtenido buenos resultados mediante el
uso de Pseudomonas fluorescens, debido a que ejerce una presién competitiva
fuerte (Kamilova, 2006).

- Fusarium solani f.sp. eumartii

Fue descrita por primera vez en 1915 por Carpenter en Pennsylvania causando la
marchitez de la patata. En 1975 se hizo el primer reporte de la enfermedad
afectando al tomate en Australia, causando la llamada pudricién de la raiz. En 1991
se descubrié su presencia en California, EEUU y se ha encontrado también en
Brasil, Jap6n, Egipto y Chile (Gonzalez et al., 2004; Romberg y Davis, 2006;
Nakayama et al., 2010). En un principio se pensaba que eran diferentes formas
especiales las que producian la enfermedad en patata y tomate, sin embargo
Romberg y Davis (2006) certificaron que Fusarium solani f.sp eumartii produce los
dafios en ambas especies. Es una enfermedad grave que puede causar detencion
en el desarrollo de la planta y su posterior muerte. Cabe destacar que otros agentes
como Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii son capaces de producir también

pudricion de raiz en tomate (EI Mohamedy et al., 2014).
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Sintomas: se produce una mancha marron oscura de 1-2,5 cm en la raiz principal o
en las secundarias. A menudo, la mancha necrética rodea la totalidad de la raiz
infectada. La lesion se origina principalmente en las primeras capas del suelo.
Internamente se produce un amarronamiento de los haces vasculares que se puede
extender segun la severidad de la infeccion. Pueden producirse sintomas aéreos
como clorosis internerval y manchas necroéticas en las hojas jovenes. (UC IPM,
2013).

Ciclo de la enfermedad: el hongo permanece en suelos infestados durante afios,
ademas puede haber una infeccion aérea por medio de partes aéreas de tomate
infectadas (Nakayama et al., 2010).

Métodos de manejo: como en los otros casos, se recomienda un manejo integrado
de la enfermedad. Presenta los mismos métodos que los citados anteriormente. Los
dltimos estudios muestran una posibilidad de control biolégico positivo con Bacillus
subtilis y Trichoderma viridae donde se obtuvieron buenos resultados tanto en
control de Fusarium solani como en los parametros de rendimiento y calidad de los
frutos (Morsy et al.,, 2009). Gonzéalez et al. (2004) postulan que el uso de
Trichoderma spp. y Paenibacillus lentimorbus puede ser una buena estrategia
dentro de un manejo integrado del cultivo, ya que se consiguieron buenos niveles
de control del patégeno, ademas de una estimulacién de la parte radical de las
plantas, mientras que tratamientos quimicos con Bromuro de Metilo no consiguieron

una efectividad total contra la enfermedad.

El-Mohamedy et al. (2014) sugiere que un buen método para el control de hongos
del suelo del tomate como Fusarium solani es la induccion de resistencia a éstos
mediante la adicion de compuestos quimicos como el acido salicilico, acido sorbico
0 sales de potasio, ademas incrementa la cantidad y calidad de la cosecha
posterior. No se han encontrado estudios de la respuesta de este patdgeno a la

biofumigacion.
1.5.2 Aislamiento e identificacion de Fusarium

Cuando se encuentran plantas con sintomas de una enfermedad, es necesario
conocer el patégeno que le afecto; para ello se necesita aislarlo del material vegetal
y purificarlo. Después, se procede a describirlo e identificarlo. Una vez que el hongo
ha sido purificado e identificado se colecciona para luego realizar con él pruebas,
por ejemplo de virulencia, o también en este caso, el efecto que provoca la

biofumigacion sobre él.
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Agrios, (1985) explica algunos preparativos que se deben llevar a cabo a la hora de
realizar un aislamiento correcto. Se debera tener todo el material, cajas de Petri,
tubos de ensayo, pipetas, etc., correctamente esterilizado. Se deberd eliminar o
reducir notablemente los contaminantes de superficie que pudieran interferir con el
aislamiento del patégeno; para luego proceder a la esterilizacion superficial del
tejido. Los compuestos esterilizantes que mas se utilizan son hipoclorito de sodio al
5-6%, emleado para los tejidos o la mesa de trabajo; alcohol etilico al 95%, utilizado
para las hojas y cloruro mercurico en la proporcién de 1:1000 para las hojas
también durante un intervalo de 15-45 segundos. Los tejidos deben pasarse
después por agua estéril tres veces. Por Ultimo, se deberé tener preparado el medio
de cultivo que se vaya a utilizar para hacer crecer el patdgeno. Pueden utilizarse
una gran cantidad de medios y por lo comun son bastante especificos para ciertos

patdgenos.

Leslie y Sumerrell (2003) dan las pautas a seguir para conseguir un aislamiento
exitoso de Fusarium spp. Hay que tener en cuenta, que es comUln recuperar mas
de una especie de Fusarium de material vegetal infectado, sin embargo, no todas
ellas son patdgenas sino que son saprofitas y tienen un rol secundario en la
enfermedad, o simplemente no tienen accién patdgena sobre la planta. Por eso,
trabajar con material enfermo que no esté muy dafiado ayuda a no encontrar otros
hongos saprofitos, incluidas otras especies de Fusarium, que invaden el material

dafiado por el patégeno real.

El tipo de enfermedad con el que se trabaje, indicara el procedimiento para aislar el
patdgeno. La parte de la planta afectada por la enfermedad, es donde mas
probabilidades de aislarlo tendremos. Como regla general, se intentara aislar el
patdgeno a partir de la zona de avance del hongo. Se debe realizar una
observacion profunda del material dafiado, a partir de cortes en las partes afectadas
para ver el posible avance del hongo en las partes internas de la planta. Por
ejemplo, si trabajamos con enfermedades vasculares como las ocasionadas por F.
oxysporum se debe realizar un corte longitudinal del tallo hasta encontrar la zona de
avance del amarronamiento de los haces vasculares y a partir de esa zona aislar el

patégeno (Leslie y Sumerrell, 2006).

La manera de conseguir un cultivo puro de Fusarium sp es a partir de una espora
germinada. El cultivo monosporico reduce considerablemente la variacion de los
caracteres morfolégicos del hongo, facilitando la identificacién de especies. Se

realiza una dilucion 1:10 del hongo hasta que con microscopio veamos la cantidad
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de esporas necesarias. Esa dilucion se vierte en una placa con Agar-Agua 0,05%
(AA) y se deja una noche a T° ambiente para que las esporas germinen. Con la
dilucion se busca conseguir 50-200 esporas germinadas por placa. En el
microscopio se identifica y marca las esporas germinadas y con una aguja estéril
se pasara el trozo de agar que contiene la espora a una placa con Agar-Patata-
Glucosa (APG) (Leslie y Sumerrell, 2006).

La identificacion y caracterizacion tradicional de especies de Fusarium se efectla a
través de la morfologia del patégeno. Para ello, se utilizan diversos tipos de medios
de cultivo, entre los que principalmente se destacan: APG (Agar patata glucosado),
SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) y CLA (Agar hojas de clavel). Los caracteres
morfolégicos observados en estos medios son: presencia o ausencia de macro o
microconidios y su morfologia; tipo y morfologia del conidi6foro; presencia o
ausencia de esporodoquios y su color; presencia o ausencia, morfologia y ubicacion
de clamidosporas y otros caracteres secundarios como el color inferior de la colonia

y la tasa de crecimiento (Booth, 1977; Leslie y Summerell, 2006).

En la caracterizacion de macroconidios se usa CLA para promover la formacion de
esporodoquios en las hojas de clavel, cuando se incuba a 25+1 °C, con fotoperiodo
de 12 h de luz blanca y 12 h de luz negra. Los esporodoquios se presentan como
una masa gelatinosa de color variado y estan constituidos por macroconidios. Las
caracteristicas mas importantes de este tipo de esporas son tamafo, longitud y
forma general tomando en cuenta el grosor del conidio, la curvatura o no de la parte
dorsal y ventral de la espora y la forma de las células apical y basal. Las partes
terminales de la espora puede ser curvadas o no. Existen cuatro tipos de forma
distintos para la célula apical: tipo gancho, tipo papilado, tipo romo o tipo cénico y
cuatro formas para la célula terminal: forma de pie, forma de pie alargado, sin

muescas o con muescas (Leslie y Summerell, 2006).

Para la caracterizacion de los microconidios se utiliza medio SNA donde hay una
mayor produccion de éstos. No todas las especies de Fusarium producen
microconidios, por lo que la presencia 0 no es un caracter identificativo. Como para
los macroconidios, el caracter mas importante es el tamafio. La cantidad de septos
pueden ser de 0 o 1. La forma del microconidio es otro caracter identificativo
importante. Los microconidios pueden estar agrupados formando falsas cabezas o
cadenas. Otro caracter a tener en cuenta es el tipo de célula conidiégena donde se
producen los microconidios. Estas pueden ser de dos tipos: monofiélide o polifidlide,

segun el niamero de aberturas por célula a través del cual se producen conidios. La
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longitud de las fidlides es otro caracter identificativo. Las clamidiosporas son otro
caracter identificativo para las especies de Fusarium. Estas pueden ser
individuales, dobles, agrupadas o formando cadenas. Tardan unas 6 semanas en
producirlas y pueden ser encontradas en micelio aéreo o incrustadas en el agar. La

localizaciéon de éstas es también un caracter identificativo.

Como caracteres secundarios identificativos estan la pigmentacién que produce el
hongo en medio APG crecido a una temperatura de 25°C y 12 horas de luz blanca y
12 de luz negra, y el ratio de crecimiento del hongo en medio APG (Booth, 1977;
Leslie y Summerell, 2006).

Caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum y Fusarium solani:

e Fusarium oxysporum: macroconidios se encuentran generalmente en
esporodoquios. De 27-60 x 3-5y, rectos o sensiblemente curvados, relativamente
estrechos. Normalmente formados por tres septos, la célula apical es de tipo

gancho y la célula basal en forma de pie o tipo pie alargado.

Los microconidios son de forma oval-elipsoidal, cilindrica, rectas o curvadas. De
5-12 x 2.2-3.5u de dimensiones. Sin septos y estan formados en monofidlides

laterales cortas, formando falsas cabezas.

Las clamidiosporas son globosas formadas individualmente o por parejas, se

encuentran en ramificaciones laterales cortas.

La pigmentacion puede ser blanca, salmon, de grisaiceo a morado o violeta.
F.o.f.sp.lycopersici y F.o.f.sp.radicis-lycopersici son indistinguibles
morfolégicamente a pesar de que producen enfermedades diferentes. Se
necesita de marcadores moleculares (RAPD) para poder realizar la

diferenciacion de las dos formas especiales (Carbonell et al., 1994).

¢ Fusarium solani: los esporodoquios pueden ser crema, azul o verdes y contienen
numerosos macroconidios. Los macroconidios son relativamente largos,
robustos y rectos con el punto mas estrecho alrededor del centro de la espora,
formada por un numero variable de septos, desde 1 septo a 10 septos. La célula
apical es tipo romo y la terminal puede ser en forma de pie, normalmente con

terminaciéon redondeada.
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Los microconidios son cilindricos a ovales con 0, 1 o incluso 2 septos. De 8-16 x
2-4p de tamafo. Se forman en monofialides laterales largas formando falsas
cabezas

Las clamidiosporas son globosas, con paredes lisas o rugosas, individuales o en

parejas en ramificaciones laterales cortas.

La pigmentacién del micelio es grisaceo-blanco a azul o azulado-marrén.
(Boothe, 1977; Leslie y Summerell, 2006).

1.5.3 Forma de determinar la patogenicidad

La manera de confirmar que un hongo aislado afecta negativamente al cultivo es
mediante una prueba de patogenicidad. Para su realizacién deben considerarse
entre otros factores, la forma de inoculacion del patdégeno, concentracion del
indculo, y edad de la planta a la que se le inocula y tiempo en el que se muestran

los sintomas tras la inoculacion.

Como forma de inoculacién se ha probado la inmersion de raices en una solucion
de patdégeno (Cruz-Alcala et al., 2000; Carrillo-Fasio et al., 2003; Hernandez et al.
2014), el crecimiento de la planta en sustrato infectado con una cantidad de
patégeno conocida (Palmero et al., 2008) y la inmersion de semillas en una
suspension conocida de conidios del patégeno (Apodaca et al., 2001). Se han
utilizado plantas en etapas distintas de crecimiento, utilizando desde plantulas de
25 dias de edad (Cruz-Alcala et al., 2000; Carrillo-Fasio et al., 2003; Hernandez et
al., 2014), plantas con 2 hojas verdaderas (Palmero et al., 2008) o también se han

utilizado semillas sin germinar (Apodaca et al., 2001).

De especial interés es la metodologia utilizada por Apodaca et al. (2001), debido a
su rapidez en la toma de resultados (5-7 dias), su facilidad de aplicacion (inmersiéon
de semillas en una suspensién de conidios del patégeno conocida) y la

especificidad del método para Fusarium.
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1.6 BIOFUMIGACION COMO ALTERNATIVA AL BM. ETAPAS, TECNICAS,
TIPO DE MATERIALES BIOFUMIGANTES Y COMPUESTOS QUE
INTERVIENEN.

1.6.1 Biofumigacion como alternativa no quimica

Como se cité anteriormente, después de la retirada en 2005 del Bromuro de metilo,
la biofumigacién pas6 a considerarse como una alternativa importante, y con
posibilidades de desarrollarse. No se debe pensar en la biofumigacibn como una
herramienta para sustituir al Bromuro de Metilo, sino que se debe plantear como un
método agroecoldgico, englobado en un grupo de técnicas ya sean fisicas,
biologicas, culturales o quimicas, para conseguir eficiencia en el control de distintos
patégenos del suelo, es decir, un manejo integrado del cultivo (Mitidieri et al.,
2009).

Las ventajas son: técnica de facil aplicacion al ser parecida a la de incorporar abono
verde al suelo; no dafar el medioambiente y unos costes reducidos (Bello et al.,
2013).

El primero en citar el concepto de biofumigacion fue Kirkegaard (1993) cuando
utilizé el término de “Biological fumigation” al exponer el poder biocida de los
isotiocianatos. Este autor,indica que éstos son formados tras la hidrélisis de los
glucosinolatos presentes en las distintas especies de la familia de las Brasicaceas.
Este mismo autor prob6é que el aumento de produccién del trigo se debi6 a esta
accion inhibitoria de patdgenos tellricos y ademas, a que la descomposicion de la
materia organica incorporada al suelo generé una mejor estructura del mismo. Esto
favorecié un mayor crecimiento radicular y por lo tanto una mayor absorcion de
agua y nutrientes, contribuyendo a un aumento en los rendimientos del cultivo. Este
autor indica que el metam-sodio, fumigante quimico de amplio espectro, tiene como
materia activa al metil-isotiocianato, un tipo de isotiocianato. Existen muchas
variedades de isotiocianatos, y las Brasicaceas contienen la mayor cantidad de

precursores de éstos en los glucosinolatos (Kirkegaard, 1993).

La practica de la biofumigacién no conlleva solo el uso de las Brasicaceas, sino que
otros autores la definen como una técnica basada en la descomposicion de materia
orgéanica, indiferentemente de su origen y sus caracteristicas. Por ejemplo, Bello et
al, (1997a) expone que la biofumigacion es una técnica que permite utilizar la
materia organica y los residuos agrarios, asi como los productos de su
descomposicion en el control de los patdgenos de origen edafico. Esto presenta la

ventaja de ofrecer otra salida para muchos de los subproductos derivados de las
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industrias agrarias como la cascara de arroz, el orujo de las bodegas, los residuos
de fermentacién de las cervecerias o el salvado de trigo procedente de la
produccién de harinas refinadas.

1.6.2 Etapas de la biofumigacion

La biofumigacién implica la biodescomposicion de la materia orgénica fresca, en
condiciones de anaerobiosis y constituye una herramienta mas para el control de
patdgenos (Bello et al., 2013). Esta biodescomposicion implica distintos procesos
en el suelo que producen un cambio en las condiciones edéficas. Es importante

destacar los siguientes aspectos del proceso:

e La descomposiciéon implica un aumento en el nivel de microorganismos
existentes en el suelo debido al aporte de carbono y nitrdgeno del material
biofumigante. Esto provoca el crecimiento de una poblacién de microorganismos
saprofiticos entre los cuales habra organismos antagonistas como por ejemplo,
Trichoderma o Aspergillus. La proliferacion de una mayor diversidad de
microorganismos provoca mayor competencia por oxigeno y nutrientes, que
hace que las poblaciones de patégenos bajen y ayude a conseguir un equilibrio
biolégico en el suelo.

o Durante esta biodescomposicion se liberan gases volatiles como: amonio,
fenoles, &cido sulfhidrico o isotiocianatos, que tienen caracter biocida e
incrementan en gran medida la eficacia del método.

e La anaerobiosis produce una inhibicién de los patégenos del suelo que necesitan
oxigeno para sobrevivir. Estas condiciones se consiguen al regar hasta
saturacion tras incorporar el material biofumigante y sellar el suelo para evitar
gue los gases volatiles generados emerjan, perdiendo asi su efecto (Segura,
2010).

Se pueden diferenciar tres etapas (Segura, 2010): durante el proceso (Figura 5)

Etapa 1l

Tiene una duracién de 2-3 dias. Se producen dos situaciones que van a marcar el
éxito de la técnica. Una de ellas es el incremento de microorganismos saprofitos
debido a la cantidad de materia organica fresca presente en el suelo. Este
crecimiento provoca una competencia entre ellos por conseguir nutrientes y
oxigeno. El oxigeno no es renovado ya que el suelo esta sellado, y por lo tanto es
un factor limitante para el crecimiento microbiano. Esto hace que por competencia
de oxigeno se produzca control sobre patdgenos del suelo. La otra situacion de

éxito viene dada porque los microorganismos saproéfitos producen gases volatiles
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biocidas, como el amonio. Adema4s, el nivel poblacional y la cantidad de gases
producidos son maximos, y por lo tanto es en esta etapa donde se produce el
control de los patdégenos del suelo.

Etapa 2

La poblacién de microorganismos se normaliza y sobreviven los saprofitos que van
a descomponer la materia organica y a competir por los nutrientes con los
patdgenos. La cantidad de oxigeno empieza a incrementar ya que por percolacion
se pierde el agua y se pierden ademas parte de los gases generados.

Etapa 3

En esta etapa se produce la regulacién de la poblacion de microorganismos del
suelo, que implica tanto un mayor nivel poblacional de sapréfitos por el incremento
de materia organica, como una mayor diversidad de especies.

Etapas del proceso de biofumigacion
Inicio del proceso de biofumigacién
. Estimulacion . Descenso poblacién @) Crecimiento por
por toxicidad y por aireacién y afta M.O
anaerobiosis
Poblacion microbiana
Saprofiticos (nematodos libres, - . Suelo con “equilibrio microbiano™
hongos, protozoos, bacterias...) o= Sen - LT
. .. -
s . S = - -
5 4 biostético
e + biocida
z tiempo
Incorporacion 2/3 dias 2 semanas
m.o + riego
. i i . Situacion inicial 4 patégeno 4 saprofiticos
Consumo de oxigeno, emision de gases toxicos () Situaciénfinal ¥ patogeno 4 saprofiticos
(amonio, sulfhicricos, sustancias volétiles,
acidos grasos...), produccion de antibidticos...

Figura 5. Etapas de la biofumigacion (Segura, 2010).

Técnica de realizaciéon
Varios autores (Michel et al., 2007; Segura, 2010; Iriarte et al., 2011 y Bello et al.,
2013), describen el manejo técnico que ha de hacerse para conseguir la maxima

eficiencia del método:

¢ Disposicion y dosis: el material biofumigante a utilizar se dispone en el suelo. En
cultivos en hileras ya sea en invernadero o en campo, el material biofumigante
también se dispondra en las hileras. La dosis a aportar va a depender del grado
de infestacion del suelo, el material utilizado y el patdgeno principal a controlar.
Se selecciona a partir de estudios previos realizados para condiciones similares.
Se han probado dosis eficaces de 30 y 50 t.ha™, aconsejandose no sobrepasar
las 100 t.ha™ debido a la dificultad de encontrar el material vegetal y al gran

volumen que se tiene que manejar para realizar el método.
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e Trozado e incorporacion al suelo: una vez dispuesto el material, éste se debe
enterrar en el suelo. En el caso de que se utilice algun tipo de Brasicacea
previamente habra que picarla para favorecer la produccion de los ITC's
(isotiocianatos). Para ello, se emplea un motocultor de manera que el rastrojo
quede bien picado y enterrado. La profundidad de esta labor debe ser de unos
30-35 cm, aunqgue se puede realizar a la profundidad maxima del apero.

e Sellado: tras el enterrado, se debe realizar rapidamente el sellado para evitar
que se liberen las sustancias volatiles biocidas y se produzca descomposicion
aerobia, donde este tipo de sustancias no se producen. Para ello, se riega el
suelo a saturacion (o al menos capacidad de campo) y se cubre la zona tratada
con un plastico transparente de 50-100 micras de espesor. Previo al riego es
conveniente pasar un rodillo liso para dejar la superficie homogénea y facilitar la
colocacion del plastico. La utilizacion de plastico es opcional. Si se decide no
utilizar el plastico, entonces habra que mantener el suelo al menos en capacidad
de campo, durante el tiempo de tratamiento para evitar la salida de gases.

e Fase final: terminado el tratamiento, se saca el plastico y se deja airear por
determinado periodo de tiempo. Se realiza una pequefia siembra de un cultivo
indicador como puede ser lechuga o cebolla, que indica que los gases fitotoxicos
ya han desaparecido y no van a causar fallos en la germinacion del cultivo

comercial.

1.6.3 Materiales biofumigantes
Se han probado distintos tipos de restos de cultivos, subproductos de industrias
agrarias y Brasicaceas como material biofumigante para el control de ciertos

patégenos:
- Restos de cultivo

Regalado y colaboradores (2006) consiguieron controlar la poblacion de
Meloydogine incognita en un cultivo de tomate con restos del mismo cultivo,
obteniendo un menor indice de nodulacién y un incremento en la actividad biol6gica
del suelo. Vilaseca y colaboradores. (2006) trabajaron para controlar el virus del
mosaico del tomate, utilizando como material biofumigante restos de cultivo de
tomate infectado con el virus. Tras 6 semanas de biofumigacion a 25° C se

consigui6 erradicar el virus.
- Subproductos agrarios

Otra alternativa como material biofumigante son los residuos producidos por la

industria agraria. Los residuos agroindustriales son una excelente fuente de materia
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orgéanica, y en lugar de representar un factor de contaminacién ambiental, deben
recuperarse mediante procesos sencillos de reciclado para su posterior empleo en
la agricultura. Esto provocara un ingreso extra a la industria y reducira el impacto

ambiental que provocan estos residuos (Bello, 1997b).

Un ejemplo fue el estudio de Kuter y colaboradores. (1988) donde utilizaron los
lodos de depuradoras municipales para preparar compost y luego utilizarlo para el
cultivo de plantas ornamentales. Con un compostaje adecuado, controlando
factores como la temperatura y el tiempo de compostaje consiguieron buen control
de Phytium spp. y Rhizoctonia solani. Estos fangos necesitan un buen tratamiento,
con un control de calidad adecuado, que permita asegurar que no exista una
reintroduccién de patégenos con la aplicacion del compost elavorado. Lopez-Pérez
y colaboradores. (2003) utilizaron para la biofumigacion compost derivado de
residuos de la industria del champifidon. En los tratamientos experimentales se
observé gue el indice de nodulacion causado por Meloidogyne incognita fue mucho
menor al testigo y fue igual a los tratamientos quimicos con Bromuro de Metilo y

Metam-Sodio.
- Brasicaceas

Se ha realizado una mayor investigacion en la utilizacién de las Brasicaceas para
realizar la biofumigacion. Esta familia tiene una particularidad que la hace
especialmente efectiva en el control de patégenos del suelo. En sus tejidos se
encuentran gran cantidad de glucosinolatos, que son los precursores de los
isotiocianatos, la materia activa que realiza el control patogénico. Como se ha
comentado anteriormente, el Metam-Sodio posee como materia activa un tipo de

isotiocianato que son los metil-isotiocianatos.
Se citan tres formas de realizar la biofumigacién con Brasicaceas (Kumar, 2005):

e Restos de cultivo
e Unatorta o harina de semillas
e Productos derivado como por ejemplo el aceite de colza como tratamiento

de preemergencia

Algunos estudios prueban la efectividad de esta familia contra diversas especies del
género Fusarium sp. Iriarte y colaboradores. (2011) consiguieron inhibiciones de
hasta el 83% de Fusarium oxysporum f.sp cepae, que afecta a cebolla, con una
dosis de repollo de 3 kg.m™ en el mes de abril. Sin embargo, este autor recomienda

seguir el estudio de la carga de in6culo en el suelo y la dosis 6ptima de material
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biofumigante para poder proponer la biofumigacion como técnica para el control del

patégeno de cebolla.

Hubo reduccién significativa de F.solani y F.oxysporum en el cultivo de sandia,
mediante la combinacién de biofumigacion con brécoli a una dosis de 10 kg.m? y
solarizacion. Ademas, incrementé el rendimiento, se cosecharon frutos de mayor
tamafio, de mayor firmeza y redujo la poblacién de nematodos (Lopez et al., 2014).
Mitidieri y colaboradores, (2009) estudi6 la accion de la biofumigacion con la adicion
de colza a razén de 0,49 kg peso seco.m?y brécoli a 2,43 kg PS.m™ a los dos
afos. En estos estudios se consiguié una eficacia en el control de F.solani y de
nematodos en el cultivo del tomate a una profundidad de 10 cm de suelo. Este
control también se mostré eficaz 24 meses después de realizar el Ultimo tratamiento
con brdécoli. Ademas, se obtuvieron rendimientos por encima de otros tratamientos

como la solarizacién o la adicién de estiércol el primer afio y colza el segundo afio.
- Factores importantes de la biofumigacién

Se debe conocer la relacion C/N del material biofumigante. Una relacion demasiado
baja hace que los microorganismos no puedan obtener energia para metabolizar el
amonio y los nitratos, por lo que estos se acumulan pudiendo causar fitotoxicidad.
Se ha demostrado que para no tener problemas, el material debe tener una relacion
8-20 C/N (Bello et al., 2013).

Hay que poner especial cuidado en el material elegido, ya que uno de los
problemas de la biofumigacién es la heterogeneidad y el nulo analisis compositivo
que se les da a este tipo de materiales. Algunos autores (Bello et al., 2013)
advierten que algunas enmiendas organicas tienen el potencial para acumular
compuestos perjudiciales y aumentar el nivel de inéculo del patégeno edéfico, por lo
que se debe hacer una normalizacion de la composicién de las enmiendas y un

adecuado control de calidad.
1.6.4 Glucosinolatos, enzima mirosinasa e isotiocianatos

La relacién entre los glucosinolatos, la enzima mirosinasa y los isotiocianatos es la
encargada de controlar algunos patégenos de origen edéfico. Los glucosinolatos no
tienen toxicidad para los patégenos del suelo, sin embargo, los productos de su
hidrélisis por la enzima mirosinasa en presencia de agua, si que ejercen accion
inhibitoria (Brown y Morra, 2005).
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Los glucosinolatos se clasifican como S-glucésidos. Son el resultado del enlace de
un azucar reductor y el azufre de una molécula que no tiene caracter de hidrato de
carbono (conocida como aglucona), estos compuestos son no volatiles y carecen
de fragancia. Los glucosinolatos se sintetizan y almacenan en las vacuolas de las
plantas como precursores relativamente estables de los isotiocianatos. Los
glucosinolatos son solubles en agua debido a que la molécula de glucosa imparte
caracteristicas hidrofilicas a diferencia de los isotiocianatos que presentan
propiedades hidrofébicas. Los glucosinolatos se hidrolizan cuando el tejido del
vegetal se rompe a consecuencia de un dafio mecdanico, entonces la enzima
mirosinasa se pone en contacto con el sustrato y libera moléculas de glucosa, de
bisulfato y de la correspondiente aglucona. Posteriormente, esta Ultima experimenta
un acomodo intramolecular que genera isotiocianatos, nitrilos, metilisotiocianatos,
metilnitrilos y tiocianatos, los cuales son responsables del aroma y olor tipico de
estos productos (Figura 6). Los glucosinolatos intactos tienen actividad biol6gica
limitada, pero aumentan su actividad cuando son hidrolizados a isotiocianatos

(Campas-Baypoli et al. 2009).
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Thiocyanate
Glucosinolate y

Figura 6. Reaccién quimica de formacion de los isotiocianatos. Foto extraida de: (Brown
y Morra, 2005)

Existen varios tipos de glucosinolatos que se acumulan en las vacuolas de las
células. Alrededor de seis tipos son los mas comunes en las Brasicaceas. Segun
especie y variedad, la cantidad y el tipo de glucosinolatos varia, por lo que hay
especies mas efectivas para el control de patdégenos y existen especies que ejercen
control sobre un patégeno especifico. La cantidad de glucosinolatos difiere segun
las partes de la planta. En el sistema radicular se concentran los glucosinolatos que
dan lugar a los isotiocianatos més toxicos. Sin embargo, son los menos volatiles por
lo que hay un menor contacto con los organismos del suelo. Los isotiocianatos
formados a partir de los glucosinolatos del tallo, hojas y flores son mas volatiles y

ejercen una mayor accion inhibitoria al tener un mayor contacto (Kumar, 2005).
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Clarckson y colaboradores, (2014) clasifican algunas especies de Brasicaceas con

sus tipos de glucosinatos mayoritarios y sus productos de hidrélisis (Tabla 2).

Tabla 2. Glucosinolatos y sus ITC's formados en algunas especies de Brassicaceaes.
(Clarckson et al. 2014)

Especie Glucosinolato Isotiocianato
Sinapis alba Sinalbin 4-hidroxibenzil ITC
Brassica nigra Sinigrin 2-propenil ITC
Brassicajuncea Sinigrin 2-propenil ITC
Raphanus sativus Glucorafenin 4-metilsulfonil-3-butenil ITC
Eruca sativa Glucoerucin 4-metiltiobutil ITC

Brown y Morra, (2005) citan una serie de factores que intervienen en el proceso de
conversion del glucosinolato a isotiocianatos y otros compuestos, para conseguir la

maxima eficacia en el control de los patégenos.
Estos factores son:

¢ Periodo de persistencia en el suelo

El periodo de permanencia de los isotiocianatos en el suelo es muy reducido y por
lo tanto su impacto ambiental es nulo. Por contrapartida, esta rapida pérdida hace
que el contacto con los patégenos del suelo sea menor y pierda eficacia. El tipo de
material biofumigante también determina la menor o mayor permanencia de estos
compuestos en el suelo. Si se utiliza material fresco hay una pérdida mas rapida
que si se utilizan soluciones acuosas. Esto es debido a la adsorcion de estos ITC

con la mayor cantidad de carbono organico (Brown y Morra, 2005).

e Volatilizacion

Una de las principales vias por la que los ITC se pierden es la volatilizaciéon. Esto
representa un problema debido a la poca difusion que tiene el ITC en el suelo y el
posible peligro para la salud al encontrarse una gran cantidad de estos gases en la
atmoésfera. Sin embargo, no hay mucho peligro para la salud, ni para el medio
ambiente ya que se produce una fotodegradacion total a las 41 h (Brown y Morra,
2005).

e Materia organica

Esta demostrado (Brown y Morra, 2005), que hay una menor efectividad de los ITC
en suelos debido a la adsorcion de estos con otros constituyentes del suelo. La

mayor 0 menor reaccion va a estar determinada a la cantidad de materia organica
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del suelo. Esto se debe a la reaccion de los ITC con algunos compuestos
predominantes de los suelos organicos como son alcoholes, fenoles, tioles, acidos

carboxilicos y aminas

e Temperatura

Se ha visto que temperaturas elevadas incrementan la cantidad de ITC en la fase
gaseosa, asi como de otros compuestos volatiles como el tiometano o el dimetil
sulfuro. Sin embargo, también se produce un incremento de la pérdida de estos
productos en el suelo (Brown y Morra, 2005). Una mayor temperatura también
supone un mayor poder fumigante (Gamliel y Stapleton, 1993).

e Agua

Los ITC se distribuyen en las tres fases del suelo, ya que son solubles en agua, y
también pueden ser retenidos por la matriz sélida del suelo. Un mayor contenido de
humedad edafica incrementa el tiempo de permanencia en el suelo, minimizando
las pérdidas, y por tanto, aumentando la efectividad. Por lo que se piensa, que un
suelo con elevada cantidad de humedad y a temperaturas bajas puede tener un

mejor efecto patogénico (Brown y Morra, 2005).

e Textura del suelo

Est4 demostrado que los suelos de textura fina, tienen una mayor pérdida de ITC
debido a la adsorcion por las arcillas. Suelos con textura gruesa presentan una
pérdida intermedia, mientras que en suelos francos se producen las menores
pérdidas. Sin embargo, el factor que realmente determina la pérdida de los ITC es
la cantidad de materia organica que tiene el suelo, ya que las pérdidas entre
distintas texturas no son realmente grandes, en comparaciéon con las que se

producen con el carbono organico (Brown y Morra, 2005).

e pH

Se probd que en el rango de pH de los suelos agricolas no se altera el tiempo de
residencia de los ITC ni de su efectividad (Borek et al., 1995).

e Actividad microbiana en el suelo

No se han encontrado evidencias de que el cambio en la poblaciébn microbiana del
suelo altere el rango de permanencia de los ITC. Aunque se conoce que algunos
microorganismos son capaces de degradar algunos nitrilos alifaticos y algunos

aromaticos.
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El desarrollo de especies que contengan una gran cantidad de glucosinolatos es
una de las vias para mejorar esta técnica cultural, conjuntamente a la prospeccion y
seleccién de especies que contengan un tipo especial de glucosinolato que actue
para un patégeno especifico (Brown y Mora, 2005). Se piensa que se puede
aumentar el contenido de glucosinalotos agregando precursores sintéticos de los
ITC. Afadiendo metil jasmonato y acido salicilico, se consigui6 aumentar el
contenido de glucosinolatos en hojas tras hacer una aplicacién foliar de estos

compuestos.

En cuanto a la concentracion de glucosinolatos que se deberian incorporar, hay
varios trabajos que nos dan una idea. Se sabe que el rango de metil-ITC que se
necesita para hacer un control sobre los patégenos del suelo es 517-1294 nmol
metil-ITC/g de suelo. Estos valores vienen dados por las dosis utilizadas de un
fumigante quimico de la familia de los sodio metil carbamatos. A partir de este dato,
se puede extrapolar la cantidad minima de glucosinolatos que deben tener los
materiales biofumigantes para poder ser efectivos. La harina de colza tiene 40-50
umol GCL.g" tejido y las harinas de mostaza contienen 250 umol GCL.g™ tejido,
ambas con una eficiencia de conversién a ITC como maximo de un 20%., Con una
enmienda de 2% de peso de harina respecto peso de suelo, podemos llegar al
rango comercial de contenido en ITC, 1000 nmol metil-ITC/g de suelo (Brown y
Mora, 2005). Otros autores explican que, la liberacion de isotiocianatos llega solo a
un 50% respecto a la cantidad de isotiocianatos potenciales que podrian ser
liberados en la biofumigacion “tradicional”. Por eso, la extraccién de glucosinolatos
y de la enzima mirosinasa es un campo que puede ser interesante de desarrollar

para lograr la maxima efectividad (Bellostas et al., 2007).

1.7 TECNICAS DE BIOFUMIGACION IN VITRO

Para probar el efecto que tiene una determinada especie vegetal sobre los aislados
patogénicos tellricos existen técnicas in vitro que permiten medir su efecto
inhibitorio. De esta manera, si los resultados son satisfactorios, las pruebas se
pueden llevar a condiciones de invernadero. Todas las metodologias consultadas
coinciden en enfrentar al patégeno y a los gases volatiles producidos en la
biofumigacion, en recipientes de volumen conocido y cerrados herméticamente. El
material vegetal se trocea y se deposita en un recipiente afiadiendo agua. Se
coloca un trozo de micelio del hongo de didametro conocido en una placa de Petri
con medio APG adicionado de estreptomicina. Se enfrenta esta placa a los gases

formados en la biodescomposicion. Se sella el recipiente con cinta adhesiva y se



33

mide diariamiente el avance del hongo (Zurera et al., 2007; Shaban et al., 2011,
Perniola et al., 2012; Perniola et al., 2014).

En la catedra de Fitopatologia de la Universidad de Cuyo se habian realizado
ensayos previos de biofumigacion in vitro, se utilizé la misma metodologia utilizada
en éstos debido a sus buenos resultados. Esta metodologia es la de Villapudua y
Munnecke (1988) donde utilizaron discos de 6 mm de didmetro del patdégeno
Fusarium crecido en APG dispuesto en el centro de una caja de Petri con 5 mL de
APG. La caja de Petri se invirtid y se encajé en la embocadura de un frasco que
contenia el material a ensayar mezclado con agua estéril a razéon de 13 mL.g™. Se
sell6 el frasco con cinta y se incubaron a 23°C durante 6 dias, el tiempo que le
costo al tratamiento control a llegar al borde de la placa. Midieron diariamente el

crecimiento miceliar del hongo.

1.8 COMBINACIONES DE LA BIOFUMIGACION CON OTRAS PRACTICAS
AGRONOMICAS

1.8.1 Biosolarizacién

La biosolarizacién es una técnica biolodgica para el control de patégenos del suelo
fundamentada en la accion fumigante de las sustancias volatiles resultantes de la
biodescomposicion del material vegetal fresco y/o estiércol fresco. Se utiliza el calor
de la radiacién solar, con el fin de controlar los organismos patdgenos del suelo
(INIA, 2013).

La biosolarizaciébn surge de la combinacion de dos métodos: biofumigaciéon vy
solarizacion. Esta técnica se recomienda para sitios dénde la solarizacion no es
eficaz (Villalobos, 2013). Esta combinacion es efectiva ya que potencia la liberacion
de los gases volatiles (Mitidieri et al.,, 2009), y presenta una mejor respuesta
inhibitoria para nematodos que tratamientos que so6lo utilizan la incorporacién de
materia organica. Produce un mayor incremento de la temperatura del suelo
haciendo que la aplicaciobn de materia organica pueda ser menor (Stapleton y
Gamliel et al., 1993; Bello et al., 2013).

La combinacion de biofumigacion con brécoli méas solarizacién, controld
poblaciones de Fusarium spp. y nematodos en sandia, aumentando
considerablemente el rendimiento y el peso del fruto respecto del testigo y del
tratamiento con solarizacion (L6pez et al., 2014). Ademas, se redujo la necesidad

de fertilizantes a base de fésforo y potasio. La biosolarizacion se mostré6 mas rapida
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en la eliminacion del virus del mosaico del tomate que la biofumigacion, tardando

dos semanas menos en controlar el patégeno (Vilaseca et al. 2006).
1.8.2 Biofumigacion y Trichoderma sp.

Recientemente se hizo un estudio sobre la posibilidad de combinar Trichoderma sp.
hongo antagonista de varios patégenos del suelo, con la biofumigacion (Perniola,
2014). La biofumigacion puede tener accién selectiva ya que la resistencia a los
ITC's de Sclerotinia o Pythium son treinta veces menor que Trichoderma sp.
(Segura, 2010).

Se comprob6 que la combinacién del antagonista Trichoderma sp. y biofumigacion
con Brassica juncea producia un efecto sinérgico en el control de Fusarium
graminearium al reducir el crecimiento miceliar del mismo, significativamente mas

que los tratamientos por separado (Perniola, 2014).

Antecedentes de biofumigacion en tomate

No existen muchos trabajos publicados para la biofumigacion en tomate. En Espafia
se encuentran dos trabajos; uno donde se utilizaron restos de cosecha del propio
tomate para el control del virus del mosaico del tomate (Vilaseca et al., 2006) y otro
donde se emplearon restos vegetales de diferentes cultivos, y la adicion de estiércol
para el control de nematodos (Regalado et al., 2006). En EEUU también se han
realizado estudios en este ambito, utilizando restos de cinco cultivos distintos para
ver su respuesta al control de nematodos. (Lépez-Pérez et al., 2010). En Argentina
un estudio utilizé restos de colza y restos de brécoli para determinar su efecto sobre
parametros fisicoquimicos y biologicos del suelo, evaluando la respuesta en
Fusarium solani y en la poblacién de nematodos (Mitidieri et al., 2009). A nivel local
en Mendoza y San Juan (Argentina) no existen estudios que evallen el efecto de la

biofumigacion sobre patdgenos de suelo en el cultivo del tomate.

Por este motivo el objetivo de este trabajo es ampliar el conocimiento del control
que pueden ejercer algunas especies de Brasicaceas sobre el desarrollo de los
patégenos edaficos y contribuir con una herramienta de bajo impacto ambiental al

manejo integrado de las enfermedades del cultivo de tomate.
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HIPOTESIS GENERAL

La biofumigacién con Brasicaceas cultivadas es eficaz contra especies locales de

Fusarium spp. patégenas en tomate.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la biofumigacion con Brasiciceas cultivadas sobre especies de
Fusarium spp. patégenas en tomate.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener aislados de Fusarium spp patégenos de tomate, a partir de plantas

sintomaticas cultivadas en la regién.

- Determinar el efecto de la biofumigacion con partes aéreas de distintas especies
de Brasicaceas cultivadas en la zona sobre aislados locales de Fusarium sp

patégenos en tomate
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES PATOGENAS DE
Fusarium EN TOMATE

2.1.1 Recolecciodn de plantas

En el mes de septiembre de 2014 se visitaron distintas explotaciones comerciales
destinadas al cultivo de tomate de los oasis horticolas del centro y norte de la
provincia de Mendoza y del sur de la provincia de San Juan (Argentina). En las
visitas se buscaron plantas adultas con sintomas de marchitamiento de hojas y
podredumbre de raices. In situ se corroboré la afeccién de los haces vasculares
mediante corte longitudinal del tallo. Las plantas seleccionadas se trasladaron en
contenedores refrigerados al laboratorio de la Catedra de Fitopatologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias — UNCUYO.

2.1.2 Descripcién de sintomas

Una vez en laboratorio, se efectu6 una descripciéon detallada de los sintomas
macroscépicos de las plantas seleccionadas. Se describié también los sintomas
internos haciendo cortes longitudinales con un bisturi en cuello y raiz. Se tomaron

fotos del plano general de la planta y de los detalles de las partes afectadas
2.1.3 Aislamiento y purificacién del patégeno

Se siguieron los procedimientos marcados por Leslie y Summerell (2006). Para ello,
en los tejidos afectados se buscé y muestreé la parte de avance del hongo con el
proposito de evitar la presencia de saprofitos que pudiesen aparecer en zonas mas
afectadas y necrosadas. Se cortaron trocitos de 5 mm de largo por 3 mm de ancho.
Este material se lavd con agua 7 veces para limpiar toda impureza. Luego, en
camara de flujo laminar, el material se esteriliz6 superficialmente con una solucion
de hipoclorito de sodio comercial (60 g.L™) al 5% durante tres minutos.
Posteriormente, se colocaron 5 trocitos en placas de Petri conteniendo medio APG
(Agar Patata Glucosado — Britania) al 2% a pH 5,5. Las placas se incubaron en

camara de cultivo a 25+1 °C, durante 5 dias.

Diariamente se observo la aparicion de colonias fungicas. Pasados tres dias se
constatdé mediante observacion microscopica la presencia de Fusarium spp. Todas
las colonias identificadas de este hongo se repicaron y purificaron mediante corte
con bisturi de punta de hifas, que se colocaron en placas de Petri conteniendo APG

2% a pH 5,5 al que se habia adicionado estreptomicina y neomicina, inhibidores del
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crecimiento bacteriano. Estas placas se identificaron y se incubaron a 25+1 °C en

camara de cultivo.
2.1.4 Obtencion de cultivos monosporicos

La obtencion de un cultivo monospdrico requiere de un procedimiento metodoldgico
para conseguir identificar, individualizar y separar conidios de Fusarium sp. En cada
una de las colonias purificadas, se empleé el procedimiento de Leslie y Summerell
(2006). Para ello, en el centro de una placa de Petri de 5 cm de diametro,
conteniendo medio Agar Hojas de Clavel (CLA), se coloc6 un trozo de micelio del
hongo en crecimiento activo. En los bordes de la caja se dispusieron sobre el agar
aproximadamente 10 trozos de hoja de clavel estériles, rodeando al hongo (Figura
7). Para cada aislado de Fusarium spp purificado se efectuaron dos repeticiones.
Para promover la formacion de esporodoquios, las placas fueron incubadas a 25+1
°C, durante dos semanas, con alternancia de luz (12 h luz negra/ 12 h luz blanca).

Figura 7. Placa sembrada con medio CLA.

Posteriormente, en cada aislado se cogié parte de los esporodoquios con asa
acodada estéril (Figura 8) y se suspendié en 10 mL de agua destilada estéril. Se
tomé 1 mL de suspension de macroconidios y se volcé a una placa de Petri
conteniendo medio Agar Agua (AA), dispersando ese volumen uniformemente por
toda la placa. Luego, se retird el exceso de suspension y se incubd la placa durante

12 a 16 horas en forma inclinada.

Pasado este tiempo, con la ayuda de un microscopio (40X a 100X), se identificaron

y rotularon en cada placa 5 6 6 macroconidos germinados, que se traspasaron
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individualmente con sacabocados a una placa con medio SNA (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar). Esta se incub6 en camara de cultivo a 25+1° C con
alternancia de luz (12 h luz blanca / 12 h luz negra). Finalmente, para conseguir el
cultivo monosporico puro, a las 72 h se escogié una colonia por aislado y se repicé
a una placa conteniendo SNA. Esta se incub6 a 25+1° C con alternancia de luz (12

h luz blanca y 12 h luz negra).

Figura 8. Raspado de esporodoquios. R

Después de un seguimiento diario del crecimiento miceliar, a los cinco dias, con un
sacabocados de 3 mm de didmetro se procedi6é a cortar varios discos del micelio
del hongo, que fueron colocados para su conservacion y coleccion en pequefios
microtubos con 2 mL de agua estéril (Figura 9). Los aislados asi coleccionados se
mantuvieron a 5+1° C hasta el momento de uso para estudios posteriores.
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Figura 9. Microtubo con discos de
micelio de Fusarium sp.

2.1.5 Identificacion y caracterizacion de los aislados de Fusarium

En la identificacién de los diferentes aislados de Fusarium puros se sigui6 el
procedimiento de Leslie y Summerell (2006).

Para la caracterizacién de los esporodoquios y macroconidios se utilizé medio CLA
de la misma manera como se procedi6 en el apartado anterior. Para la observacion
de otras caracteristicas como presencia y morfologia de microconidios,
clamidosporas y tipo de fidlides, se utiliz6 ademéas de CLA el medio SNA. Para ello,
las placas se incubaron durante 15 dias a 25+1° C con alternancia de luz 12 h luz
blanca/12 h luz negra). Para la caracterizacion de la coloracion del micelio se utilizé
medio APG al 2% y pH 7. Se coloc6 un disco del patdgeno en crecimiento activo en
el centro de una placa de Petri y se incubaron a 25+1° C con alternancia de luz (12
h luz blanca/12 h luz negra).

2.1.6 Prueba de patogenicidad

Con el propoésito de determinar la patogenicidad en tomate de los aislados de
Fusarium coleccionados se realiz6 una prueba de patogenicidad. Se utilizé la
metodologia de Apodaca y colaboradores (2001), que ademas permite clasificar los
aislados segun su virulencia. La inoculacion del patégeno se hizo a través de una
suspension de conidios a una concentracion de 1,75.10* conidios.mL™ utilizando
semillas de tomate de la variedad Rio Grande sensible a Fusarium spp. Para

comprobar la selectividad del método sobre tomate se emple6 un aislado de
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Fusarium oxysporum f.sp cepae, virulento en ajo y cebolla, pero no patégeno de

tomate; procedente de la coleccién de la catedra de Fitopatologia.
- Preparacion de las suspensiones

Los aislados obtenidos se dejaron crecer en medio APG 2% a pH 5,5 durante 10
dias a 25+1 ° C. Posteriormente, en cada aislado se virti6 una alicuota de agua
estéril a la placa de Petri y con un asa de Drigalski se rasp6 el micelio superficial
para producir la liberacion de los conidios. Se sacé 1 mL de suspensién con una
micropipeta y se introdujo en un tubo con 9 mL de agua estéril. Se homogenizé la
dilucién y se hizo el conteo de conidios en cdmara de Nebauer. Cada suspension
se ajustd a una concentracion de 1,75.10% conidios.mL™. Se realiz6 este
procedimiento para todos los aislados.

- Inoculacion de semillas y evaluacién

Las semillas se lavaron con agua y se esterilizaron con NaClO comercial al 4%
durante 3 minutos. Se enjuagaron con agua destilada estéril y se introdujeron en los
tubos con la suspensiéon de conidios de 1,75.10* conidios.mL™ Se dejaron en
inmersién durante 30 minutos. Por cada aislado de Fusarium se dispuso en una
placa de Petri con medio AA 10 semillas distribuidas en forma de circulo y a igual

distancia entre ellas. Todos los tratamientos se incubaron a 25+1°C.
- Variables evaluadas

% de germinacién: mediante la férmula:
. -7 X
Porcentage de germinacion= (—) x100

X= numero de semillas germinadas
N=nUmero de semillas totales

Incidencia: a los cinco y siete dias se relevo la incidencia (l) de la enfermedad

medida mediante:

I= (n/N)*100

n= numero de plantulas con sintomas de enfermedad

N=nUmero de semillas totales
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Severidad: evaluada a los siete dias, siguiendo la siguiente escala segun el grado

de infeccion de la plantula:

e 0 = sin sintomas visibles

¢ 1 = puntos necrdéticos aislados en el hipocdtilo y/o en los cotiledones

e 2 = oscurecimiento en la base del hipocétilo

e 3 =lesién necrotica de 1-5 mm en el hipocétilo

e 4 =lesién necrébtica de 6-10 mm en el hipocatilo

e 5 =lesién necrdtica mayor de 11 mm en el hipocétilo o muerte de plantula

- Andlisis estadistico

Para el estudio de patogeneidad de los diferentes aislados de Fusarium se empled
un Diseflo completamente aleatorizado (DCA) con 4 repeticiones. Las variables
analizadas se sometieron a andlisis de la varianza y prueba de comparacion de
medias (Test LSD-Fisher; a=0,05), previa comprobacion de normalidad y de
homocedasticidad, supuestos de este tipo de analisis paramétrico. Se empleé el
software StatGraphics Centurion vXVI (2012).

2.2 EFECTO DE ’LA BIOFUMIGACION IN VITRO SOBRE AISLADOS DE
Fusarium sp, PATOGENOS DE TOMATE

2.2.1 Ensayo exploratorio de biofumigacién in vitro sobre los aislados locales
mas virulentos de F.oxysporum y F.solani

- Eleccion del material biofumigante

Las especies elegidas como material vegetal biofumigante fueron:

¢ Repollo blanco (Brassica oleraceae var. capitata)

e Coliflor (Brassica oleraceae var. botrytis)

e Brocoli (Brassica oleraceae var. italica)

o Berro (Nasturtium officinale)

e Rdcula (Eruca sativa)

Estos materiales se consiguieron en el mercado de Mendoza, empleando

solamente la parte aérea. Existen varias razones por las que se eligio utilizar la
parte aérea en este trabajo. Por un lado, si bien se conoce que los isotiocianatos
formados a partir de glucosinolatos de raiz son mas toxicos, éstos también son los
menos volatiles (Kumar, 2005). Otra consideracion es que en biofumigaciones a
campo el material a utilizar puede estar en la misma finca o puede comprarse, para
luego ser molido e incorporado al suelo; donde la parte aérea de estas especies
representa el mayor volumen de material incorporado. Ademas, con las dosis
frecuentemente empleadas (ver apartado 1.2), seria imposible biofumigar

considerando solo la parte radical.
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Cabe destacar que si bien existen otras especies de Brasicaceas con mayor
contenido de glucosinolatos, y por ende con mayor potencial biofumigante, éstas no
son cultivadas comercialmente en la zona y corresponden a especies como Sinapis
alba (mostaza blanca) o Brassica juncea (mostaza india), solo presentes en forma
de mala hierba (Kirkegaard, 1993).

- Eleccion de ladosis
Se testaron dos dosis de material biofumigante, 3 y 5 kg.m™? que equivalen a un
tratamiento in situ de 30 y 50 t.ha™ respectivamente. La eleccion de estas dosis de
aplicacion se basan en los buenos resultados obtenidos por Iriarte y colaboradores
(2011) y Lafi y colaboradores (2014) para el control de Fusarium oxysporum f.sp.
cepae en cebolla utilizando repollo como biofumigante.

- Aislados patogénicos
Se escogieron los dos aislados que causaron mayor incidencia y severidad de
enfermedad en la prueba de patogenicidad del ensayo anterior. Estos fueron F3
(Fusarium solani) (Figura 10a) y F5 (Fusarium oxysporum) (Figura 10b). Los
aislados se hicieron crecer durante 7 dias en medio APG al 2% y pH 5,5,
adicionado con estreptomicina y neomicina (Shaban et al., 2011), a 25+1 °C, 50%
de humedad y con alternancia de luz (12 h luz blanca / 12 h luz negra).

Figura 10 ay b. Fusarium solani y Fusarium oxysporum antes de la biofumigacién
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- Técnica de biofumigacion

El ensayo se realizd siguiendo la técnica de Villapudua y Munnecke (1988)
modificada, en la cual el hongo se enfrenta a los gases tdxicos formados en la

hidrdlisis de los glucosinolatos en presencia de agua y anaerobiosis.

Se utilizé un DCA empleando los cinco materiales biofumigantes mencionados en el
apartado 1.1, con tres dosis: 0, 3y 5 kg.m™, sobre los dos aislados del patdgeno.
Para cada tratamiento se efectuaron 4 repeticiones.

Se emplearon frascos de vidrio de 5 cm de didmetro y 15 cm de altura. Se llenaron
los frascos con la cantidad de agua destilada correspondiente segun el tratamiento
(13 mL de agua destilada estéril por gramo de material biofumigante) y se

esterilizaron en autoclave a una presion de 1,2 atm durante 20 minutos.

Se prepararon placas de Petri de 5 cm de diametro conteniendo 5 mL de medio
APG al 2% pH 5,5 adicionado con estreptomicina y neomicina. Estas placas se
rotularon en la parte inferior con dos ejes perpendiculares y se reservaron hasta el

momento de su uso.

Se procedi6 al picado, pesado y posterior envasado del material vegetal. Se picé a
un tamafio similar a la capacidad de corte del rotovator (Figura 11a). La cantidad de

material afiadido a cada frasco correspondi6 a la equivalente de 3 kg.m?y 5 kg.m?,

segun tratamiento (Figura 11b).7

Figura 11 ay b. Coliflor picada antes de ser introducda n el frasco. Tratintosde berro
de 5 kg.m? (izq.) y 3 kg.m™ (der.)

Con un sacabocados, se cortaron discos de 5 mm de diametro conteniendo al
patégeno en crecimiento activo; y se colocaron en el centro de las placas de Petri
rotuladas. Finalmente, la parte basal de la placa (con el medio y el disco) se utilizd
como tapa del frasco que contenia el material biofumigante. Para sellar la unién se

empleo6 cinta adhesiva, dandole vueltas para evitar pérdidas de gases y asegurar el
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sellado (Figura 12a y b). Diariamente, con rotulador se marcé el crecimiento de la
colonia del patégeno sobre los cuatro ejes.

ol : o\
Figura 12 a y b. Tratamiento de 3 kg.m™ de berro y el tratamiento
testigo correspondiente.

- Variable evaluada

Se registré diariamente el diametro de la colonia del hongo sobre ambos ejes y se
calcul6 el diametro medio. En base a éste se calculd el porcentaje de inhibicion a

las 96 h, mediante la siguiente expresion:

% Inhibicién= % x 100

Donde:
X= didmetro medio en mm del tratamiento testigo a las 96 h

Y= didmetro medio en mm del tratamiento a las 96 h

- Andlisis estadistico

La variable estudiada se sometié a analisis de la varianza y prueba de comparacion
de medias (Test LSD-Fisher; a=0,05), previa comprobacién de normalidad y de
homocedasticidad, supuestos de este tipo de analisis paramétrico. Se empleo el
software StatGraphics Centurion vXVI (2012).
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2.2.2 Ensayo de biofumigacién in vitro para la determinacion de la mayor
dosis inhibitoria de coliflor, sobre ambos aislados Fusarium sp.

- Eleccioén de las dosis

Dado que la coliflor mostré la mayor eficacia en la biofumigacién in vitro, se realiz6
un ensayo para evaluar la dosis de aplicacion que producia la mayor inhibicion de
los aislados escogidos de Fusarium sp. Las dosis ensayadas fueron: 0 (testigo), 3,
5,10y 20 kg.m™.

- Técnica de biofumigacion

Se utilizé la metodologia de biofumigacion in vitro de Villapudua y Munnecke (1988)
modificada, explicada en el apartado 7 de la introduccion.

Se utilizé un DCA empleando coliflor como material biofumigante con cinco dosis: 0,
3,5, 10 y 20 kg.m™, sobre los dos aislados de Fusarium. Para cada tratamiento se
efectuaron 4 repeticiones.

- Variables relevadas

Las variables estudiadas en este ensayo fueron: inhibicién del patégeno y cantidad

de conidios producidos por mm?.
Inhibicién del patégeno

Al igual que en el anterior apartado, se registré diariamente el didmetro de la
colonia del hongo sobre ambos ejes y se calculé el diametro medio. Luego, en base

a éste se calcul6 el porcentaje de inhibicion a los 96 h, mediante la formula:

% Inhibicién= % x 100

Donde:
X= didmetro medio en mm del tratamiento testigo

Y= didmetro medio en mm del tratamiento
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Cantidad de conidios.mm™

Para evaluar el efecto de la biofumigacién sobre la produccion de conidios del
hongo, se prepararon microtubos con 500 pl de lactofenol, que detiene la actividad
del hongo y lo preserva. Se prepararon tantos microtubos, como tratamientos y
repeticiones se utilizaron en la biofumigacion.

Tras terminar el ensayo de medicion de didmetros del hongo, la placa de Petri se
separ6 del frasco y se cortaron 4 discos de 3 mm a igual distancia del centro del
hongo (Figura 13a) y se introdujeron en los microtubos con lactofenol para
posterior conteo de conidios(Figura 13b).

Figura 13 a'y b. Tratamiento tras sacar los discos. Discos de Fusarium en lactofenol.

Cada microtubo se agitdé en vortex durante 30 segundos, de manera de
homogenizar la suspensién de conidios. Posteriormente, de esta, se tomaron 100 pl
con micropipeta y se efectué el conteo en cdmara de Neubauer. A partir de la

lectura se calcul6 el nimero de conidios por mm.

En los casos de los tratamientos con inhibicion total, se verifico si la biofumigacion
tuvo caracter fungistatico o fungicida. Para ello, se pasaron los discos totalmente
inhibidos a una placa de Petri con medio APG al 2% y pH 5,5 y se dej6 a 25 + 1°C,
con alternancia de luz (12 h luz blanca/12 h luz negra) y se dej6 crecer durante 7

dias para constatar si el hongo reanudaba el crecimiento.
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- Analisis estadistico

Las variables estudiadas se sometieron a analisis de la varianza y prueba de
comparacion de medias (Test LSD-Fisher; a=0,05), previa comprobacion de
normalidad y de homocedasticidad, supuestos de este tipo de analisis paramétrico.
Se empleo el software StatGraphics Centurion vXVI (2012).

2.2.3 Ensayo de biofumigacion bajo condiciones de invernadero, empleando
el material y las dosis més eficaces, sobre ambos aislados del Fusarium.

El ensayo de biofumigacién bajo condiciones de invernaculo no se realiz6 conforme

a los resultados obtenidos en los ensayos de los apartados 1y 2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES PATOGENAS DE
FUSARIUM EN TOMATE

3.1.1 Recoleccién de plantas

En el Departamento de Pocito, Provincia de San Juan (31°39'17"S, 68°34'46"0) se
encontré un invernadero con plantas adultas de tomate del cultivar Bigua F1 (De
Ruiter) con crecimiento de tipo indeterminado (Figura 14) con sintomas de
marchitamiento parcial (Figura 15a) y total (Figura 15b), acompafados de clorosis y
decaimiento foliar con estado de clorosis mayor las hojas basales. Se seleccionaron
un total de 5 plantas enfermas.

Cabe destacar que en los oasis de Mendoza, por la época de muestreo, no se
encontraron plantas adultas con sintomas de la enfermedad; ya que en la mayoria
de las explotaciones comerciales se estaban efectuando las labores para el
transplante.
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Flgura 14 Invernadero donde se recogleron las plantas smtomatlcas

Figural5ay b. Marchltamlento parC|aI de la planta. Marchitamiento total.

3.1.2 Descripcion de sintomas

En las plantas recolectadas se observo: raices podridas amarronadas y cancros en
el cuello de la planta (Figura 16a). Raices con podredumbre corchosa y coértex
suberificado. En el corte transversal del tallo y cuello de la planta se encontraron
haces vasculares amarronados (Figura 16b).



50

.}'v
Figura 16 a y b. Raices podridas amarronadas y cancros en el cuello. Haces
vasculares marrones.

Los sintomas apreciados, coinciden con los expuestos por distintos autores (Zhang
et al., 1995; Miller et al., 1996; Jones et al., 2001) para la fusariosis en tomate
provocada por Fusarium oxysporum f.sp radicis-lycopersici, Fusarium oxysporum

f.sp lycopersici o Fusarium solani.
3.1.3 Aislamiento y purificacién del hongo

Del material vegetal recolectado se obtuvieron cinco aislados puros monosporicos
de Fusarium sp, identificados como F1, F2, F3, F4 y F5.

F1 se aisl6 a partir de cOrtex suberificado y raices con pudricidn corchosa (Figura
17a); F2 y F3 procedieron de haces vasculares amarronados en el cuello de la
planta muestreada. F4 y F5 se aislaron a partir de raices corchosas de otra planta
gue también presenté el coértex totalmente marrén y heridas en los puntos de

insercion de las raices (Figura 17b).



51

S - - f - .: . o s ;
Figura 17 a y b. Cortex suberificado y pudricion radicular. Raiz amarronad
con heridas en algunas partes de la raiz.
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3.1.4 |dentificacién y caracterizacion

Cuatro de los aislados monosporicos purificados (F1, F2, F4 y F5) fueron

identificados como Fusarium oxysporum y el restante (F3), como Fusarium solani.

Las caracteristicas que se observaron en los aislados de Fusarium oxysporum
coinciden con las citadas por Leslie y Summerell (2006) y Booth (1977). Los
esporodoquios formados en CLA fueron abundantes y de color naranja palido
(Figura 18a). Los macroconidios, con una longitud media de 45 pum, presentaron su
parte dorsal curva y la ventral recta, entre tres y cinco septos en general,la célula
apical de tipo gancho y la basal con forma de punta (Figura 18b). Los
microconidios, ovales y sin septos, se encontraron agrupados en falsas cabezas
sobre monofidlides cortas (Figura 18c). Se formaron gran cantidad de
clamidosporas de paredes gruesas, simples o dobles, dispuestas de manera
intercalar o terminal (Figura 18d). Los aislados presentaron colonias en APG con

coloracién miceliar blanca en los bordes y salmén claro en el centro.
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Figura 18 a, b, ¢ y d. Observaciones de Fusarium oxysporum: a) esporodoquios (bajo lupa),
b) macroconidios, ¢) microconidios en falsas cabezas sobre monofialide corta y d).
clamidosporas (b, ¢ y d corresponden a observaciones microscopicas).

El otro aislado se identificO como Fusarium solani de acuerdo a la caracterizacion
de Leslie y Summerell (2006) y Booth (1977). En CLA se encontraron abundantes
esporodoquios de color crema (Figura 19a), con macroconidios largos, con 4-5
septos en general, de forma ligeramente curvada, con la célula apical de tipo
redondeada y la basal con forma de pie (Figura 19b). Se observaron microconidios
elipsoidales largos, con 0 6 1 septo, agrupados en falsas cabezas sobre
monofidlides largas (Figura 19c). Se hallaron clamidosporas simples o dobles, de
forma globosa (Figura 19d). El hongo presenté micelio con coloracion blanquecina
en APG.
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sarium solani: a) esporodoquios (bajo lupa), b)
macroconidios, ¢) microconidios en falsas cabezas sobre monofialide larga y d).
clamidosporas (b, ¢ y d corresponden a observaciones microscopicas).

Figura1l9a,b,cyd

3.1.5 Prueba de patogenicidad
- Porcentaje de germinacién

En el porcentaje medio de germinacion a los 7 d no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (p,=0,9350), con una media general del
89,6 % (Tabla 3). A pesar de ello, el porcentaje de germinaciéon fue menor en los
tratamientos con el patégeno respecto al testigo, pero sin haber diferencia
significativa. Esto puede deberse a que el hongo coloniza la semilla antes de que
pueda germinar, coincidiendo con otros autores que sefialan la capacidad de
Fusarium de infectar semillas e inhibir su germinacion (Jones et al., 2001).
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Tabla 3. Porcentaje medio de germinacion a los 7 d.

Aislados Germinacién Media (%)
F1 87,5
F2 87,5
F3 90
Fa 90
F5 90
Testigo 92,5
F. O. f.sp cepae 90

- Incidencia

Respecto a la incidencia de la enfermedad en las semillas germinadas, se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, tanto a los 5 d como a
los 7 d. A los cinco dias se clasificaron los tratamientos en tres grupos segun la
incidencia mostrada. Como era de esperar, el primer grupo conformado por el
testigos y el tratamiento con F. o. f.sp. cepae, no mostrd practicamente incidencia
(0% y 15% respectivamente), corroborando de esta manera la especificidad del
método ya expuesta anteriormente por Apodaca y colaboradores (2001). Cabe
destacar que la pequefia incidencia encontrada en formas especiales que no atacan
a tomate han sido reflejadas por otros autores y pueden deberse a pequefas
lesiones sobre el hipocotilo, dada la gran concentracion de patdgeno inoculado
(Apodaca y Sanchez, 1999; Apodaca et al., 2001). El segundo grupo, formado por
F1 y F4, mostré una incidencia media del 57,5% y el tercer grupo, constituido por
F3 y F5, es el que caus6 la mayor incidencia con una media del 86,5%. Como se
citd, a los siete dias también se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos; sin embargo, la menor incidencia para todos los tratamientos con
patdgeno fue del 92,5% (Tabla 4). Esto denota la importancia del seguimiento diario
del ensayo de patogenicidad y la determinacién del momento oportuno de
evaluacién, de manera de poder diferenciar los aislados en un rango amplio de
incidencias, como ocurre a los 5 d. Caben destacar los aislados F3 y F5, que
obtuvieron los mayores niveles de incidencia a los 5 d, manifestando mayor
agresividad que el resto de los aislados ensayados. Los niveles de incidencia
obtenidos coinciden con los de Apodaca y colaboradores (2001). Estos datos

confirman la patogenicidad de los aislados obtenidos en las plantas de tomate.



Tabla 4. Incidencia media (%) a los 5y 7 dias de la inoculacion.
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Aislados Incidencia Media a 5 dias Incidencia Media a 7 dias
(%) (%)
F1 575b 97,5 bc
F2 67,5 bc 925b
F3 90c 100 c
Fa 575b 97,5 bc
F5 825¢c 100 c
Testigo Oa Oa
F. o. f.sp cepae 15a 15a

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (Test LSD-Fisher a;=0,05).

- Severidad

Los niveles de severidad observados en este estudio a partir de la metodologia de

Apodaca et al. (2001) se muestran en la figura 20

Se encontraron diferencias significativas entre los aislados. Se distinguieron tres

grupos segun el grado de severidad observado. El primer grupo formado por el

testigo y el tratamiento con F.o. f.sp. cepae no mostr6 practicamente severidad. El

segundo grupo formado por F1 y F4 mostr6 una severidad media de 3,675 y el

tercer grupo formado por F3 mostrd la mayor virulencia con 4,725. Los aislados F2

y F5 mostraron severidad intermedia entre estos dos ultimos grupos (Tabla 5). Se

observa que F3 (Fusarium solani) es el aislado mas virulento debido a los valores

de incidencia y severidad obtenidos, seguido por el aislado F5 (Fusarium

oxysporum).

Tabla 5. Severidad del patégeno siguiendo la escala
de 0 a 5 siendo 0= no incidencia del patégeno y 5=

rado maximo de virulencia.

Aislado Severidad Media
F1 3,85b
F2 4,025 bc
F3 4,725 c
F4 35b
F5 4,075 bc
Testigo Oa
F.o.f.sp. cepae 1,45a

Letras distintas en una misma columna indican diferencias

significativas (Test

LSD-Fisher a;=0,05).
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Figur 20.a,b,c,d, e, fyg.Indicannivel 0, 1, 2, 3,4,5ay5benla
escala de severidad.
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3.2 EFECTO DE LA BIOFUMIGACION IN VITRO SOBRE AISLADOS DE
FUSARIUM SP PATOGENOS DE TOMATE

3.2.1 Biofumigacion in vitro sobre aislados patogénicos de Fusarium sp.

Se encontraron diferencias significativas entre los materiales biofumigantes
utilizados para ambas dosis y los aislados empleados (Tabla 6). En la Figura 22, se
presentan ordenados de menor a mayor inhibicion las combinaciones Aislado-
Material-Dosis. La mayor inhibiciéon de Fusarium solani fue producida por el repollo,
a dosis de 3 kg.m'2 con un valor medio del 19%; sin embargo, en el caso de
Fusarium oxysporum este mismo material resulté ser el que mas estimuld el
crecimiento del patégeno. Si bien se esperaban valores de inhibicibn mas altos, la
coliflor resulté el mejor biofumigante de todas las Brasicaceas ensayadas, al inhibir
un 13,4% y 15%, tanto a F.oxisporum como F. solani respectivamente. La coliflor
fue el Unico material que consiguio inhibir F.oxysporum (Figura 21), sin embargo no
mostrd diferencias significativas en la inhibicién de F. solani con respecto al repollo.
Para los aislados de F. solani, no se observaron diferencias en la inhibicién del
crecimiento segun las dosis de coliflor utilizadas. Contrariamente, en el caso de F.
oxysporum se logré mayor inhibicion al utilizar la dosis mayor.

Iriarte y colaboradores (2011) ya habian comprobado la eficacia del repollo como
material biofumigante en el control de F. oxysporum f.sp cepae, sin embargo, en
nuestro trabajo no le produjo inhibicion alguna. Lafi y colaboradores (2014) indican
que la biofumigacion in vitro con repollo a 5 kg.m™ inhibié el crecimiento de F.
oxysporum f.sp cepae en un 100% y el de F. proliferatum en un 80% y afirman
también que la rdcula como material biofumigante provocé la estimulacién del
crecimiento de estos patdgenos de cebolla. Algunos autores exponen la
selectividad que presentan los isotiocianatos respecto algunos patégenos (Brown y
Morra, 2005), ya que cada Brasicacea tiene un perfil distinto de glucosinolatos y por
consiguiente de ITC s formados (Campas-Baypoli et al., 2009). El Berro, la rdcula y
el brocoli no consiguieron inhibir ninguno de los patégenos, de hecho, estimularon
el crecimiento de estos. Otros autores sefialan la eficacia del brocoli como material
biofumigante (Mitidieri et al., 2009; Lépez-Pérez et al., 2010) contrariamente, en
este trabajo no tuvo eficacia. Este comportamiento podria explicarse principalmente
porque la cantidad de glucosinolatos presentes en el brécoli varia segun la
variedad, las condiciones de cultivo, el clima, el manejo agronémico y el manejo

postcosecha (Campas-Baypoli et al. 2009).
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Figura 21. Tratamiento de coliflor a dosis de 5 kg.m™ para F.oxysporum.

Tabla 6. Inhibicién/Estimulacién media para los paté

enos a dosis de 3y 5 kg.m™.

Fusarium solani

Fusarium oxysporum

Inhibicion/ Inhibicion/ Inhibicién/ Inhibicion/
Materiales Estimulacion Estimulacion Estimulacion Estimulacion
media (%) media (%) media (%) media (%)
Dosis 3 kg.m™ Dosis 5 kg.m™ Dosis 3 kg.m™ Dosis 5 kg.m™
Berro -17.2a -0.8b -3¢ -7.8 bc

Brécoli -7.9 ab 15D -8.3 bc -18.1 ab
Ruacula -5.8 ab -19.7a -20.4 ab -19.12 ab
Testigo Ob Ob Oc Oc
Coliflor 13.1c 15¢c 2c 13.4d
Repollo 19.2c 16.7c -25.2 a -26.6 a

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (Test LSD-Fisher a;=0,05).
Porcentajes con signo negativo significa estimulacion del crecimiento respecto al testigo
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3.2.2 Efecto de la biofumigacidn in vitro sobre aislados de Fusarium sp. con
restos de coliflor.

Se observaron diferencias significativas entre las dosis testadas tanto para la
inhibicion del crecimiento como para la produccion de esporas en los dos
patégenos (Tabla 7 y 8). Fusarium solani volvi6 a mostrarse mas sensible al
tratamiento de biofumigacion tanto para la inhibiciéon del crecimiento, como para la
produccién de esporas (Figura 23). La mayor inhibicion fue la conseguida por el
tratamiento de 5 kg.m? con una inhibicién del 27,5%. Hubo diferencias significativas
entre los tratamientos de 5 kg.m™ respecto al testigo y a la dosis de 3 kg.m™.La
dosis de 10 kg.m? resultd con caracteristicas intermedias entre los tratamientos de
3 y 5 kg.m? Para esta especie se encontraron diferencias significativas en la
produccién de conidios entre los tratamientos, siendo menor la produccién en el
tratamiento de 5 kg.m™?. No hubo diferencias en este ambito entre las dosis de 10
kg.m? y el testigo. Analizando la inhibicién del crecimiento y la produccién de
esporas, el tratamiento que mejor actué para controlar el hongo fue el tratamiento

de 5 kg.m™, por detras del tratamiento de 20 kg.m™, que resulto letal.

Figura 23 Tratamientos de 5 kg.m'2 en comparacion con tratamiento testigo

Para el caso de F. oxysporum no se encontraron diferencias significativas en la
inhibicion del crecimiento entre dosis de 5y 10 kg.m?, la mayor inhibicién (21,6 %)
se dio con el tratamiento de 10 kg.m? (Figura 24). Como era de esperar, se

encontraron diferencias significativas entre estos Ultimos con el tratamiento testigo.
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[Figura 24. Tratamiento de 10 kg.m™ (Izquierda) y testigo (derecha)

Es especialmente llamativo la produccién de esporas por F. oxysporum, ya que no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos de 3, 5 y 10 kg.m?, sin
embargo la produccion fue significativamente mayor que el tratamiento testigo. Se
podria inferir que el hongo en factor de estrés aumenta la producciéon de esporas
como manera de supervivencia. En este caso los mejores tratamientos fueron los
de 5y 10 kg.m™.

Tabla 7. Inhibicion media del crecimiento sobre Fusarium solani y Fusarium oxysporum

Tratamiento Inhibicién media (%) Inhibicién media (%)
Fusarium solani Fusarium oxysporum
Testigo 0,00 a 0,00 a
Dosis 3 1352 b 8,11 ab
Dosis 5 27,50 c 15,43 b
Dosis 10 22,91 bc 21,58 b
Dosis 20 100,00 d 100,00 ¢

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (Test LSD-Fisher a;=0,05).

Tabla 8. Produccion media de conidios de Fusarium solani y de F. oxysporum para los

distintos tratamientos.

. Cantidad media de Cantidad media de
Tratamiento -~ 2 -~ )
Conidios.mm Conidios.mm
Fusarium solani Fusarium oxysporum
Testigo 16203,7 ¢ 40299,2 b
Dosis 3 5772,3 b 971469 c
Dosis 5 4872,7 ab 86164,2 ¢
Dosis 10 15835,1 ¢ 85760,0 ¢
Dosis 20 0a Oa

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (Test LSD-Fisher a;=0,05).
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La dosis de 20 kg.m™ resulto letal para los dos patdgenos con una inhibicion del
100% de su crecimiento. Se comprobo el efecto fungicida, ya que tras la resiembra
del patdgeno, no se consiguié reavivar el crecimiento en condiciones favorables
(Figura 255a y b).

Figura 25 ay b. F.oxysporum después de la resiembra tras la biofumigacion. Detalle

Las dosis de 3, 5y 10 kg.m? han tenido éxito en otros estudios con Fusarium spp.
(Iriarte et al. 2011; Lafi et al.,, 2014). Sin embargo, en este estudio no fueron
efectivas dando unos pobres resultados en su capacidad de inhibir los patégenos,
con valores medios méaximos del 27% para F. solani y 21% para F. oxysporum.
Estas dosis no realizan un control eficaz de estos patdégenos, ya que se considera
gue un tratamiento es supresivo cuando la inhibicién llega como minimo al 50%
(Mayton et al. 1996; Zurera et al. 2007). La combinacion de la biofumigaciéon con
solarizacion o control bioldgico puede llegar a ser una buena herramienta para
aumentar su eficacia y llegar a controlar el patégeno (Bello et al. 2013; Perniola et
al. 2014).

Para lograr una dosis letal de 20 kg.m? es necesario incorporar una cantidad
excesiva de material vegetal. Trasladado al campo, la técnica seria inviable debido
a la necesidad de incorporar 200 t.ha™ de coliflor, lo que significa casi 10 veces mas
que el rendimiento medio del cultivo. Por otra parte, seria impracticable por la
dificultad del picado e incorporacion y porque practicamente habria que sembrar
tomate o transplantarlo sobre una capa de coliflor picada.

Debido a estos resultados, no se lleva a cabo el ensayo de biofumigacion en
condiciones de invernadero.
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4. CONCLUSIONES

- Se identificaron dos especies: Fusarium oxysporum y Fusarium solani y se probé

la biofumigacion en los aislados patégenos mas virulentos.

- En la biofumigacién in vitro, sobre el rango de Brasicaceas estudiadas, la coliflor

resulté ser la mas eficaz.

- Se logro6 inhibicion total de F. solani y de F. oxysporum con dosis de 20 kg.m™ de
coliflor, pero desde el punto de vista practico, es inviable realizar biofumigacién en

condiciones de invernadero o de campo con dosis de 20 kg.m™ de coliflor.

- La técnica no deberia descartarse y encarar futuros estudios con los aislados de
Fusarium patégenos en tomate variando el material utilizado en la biofumigacion,
o combinando especies biofumigantes. También, dado que se han descrito
buenos resultados cuando la biofumigacibn se combina otras labores
agroecolégicas como la solarizacién o el control biol6gico; se sugiere estudiar el
efecto de estas combinaciones para aumentar la eficacia contra ambos aislados

del patégeno.
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