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La blsqueda de alternativas al uso de fungicidas sintéticos se ha convertido en los (ltimos afios
en un objetivo clave para alcanzar los ideales de una “agricultura sostenible”. La formacion
de los nuevos profesionales en este sector debe ser por lo tanto un objetivo educativo que se
plasma en el desarrollo de las précticas realizadas en el Master Universitario en Biologia Vegetal
Aplicada-UCM. Diversas alternativas: antagonistas (flingico como Trichoderma harzianumy
bacteriano como Psudomonas fluorescens), extractos vegetales (aceite de tomillo) y otras
sustancias (cloruro calcico), se han analizado en el control de cepas de diferente virulencia
de Fusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersici, un importante patoégeno del tomate, cultivo

estratégico para las economias mundial y espafiola.

Es en este momento, cuando para hablar de una
“agricultura sostenible” no podemos ignorar los
tres pilares indispensables que la sustentan: el
respeto por el medio ambiente, la seguridad ali-
mentaria y la propia sostenibilidad de la empresa
agricola.

Es en este escenario, donde la importancia
del control de las enfermedades vegetales precisa
de nuevas estrategias y enfoques que deben au-
nar los tres objetivos sefialados con procesos y
técnicas que garanticen esta sostenibilidad. Las
enfermedades que afectan a la produccion de los
cultivos mds importantes en nuestro pais deben
convertirse por o tanto en un objetivo prioritario
del sistema de investigacion-desarrollo-innovacion
que debe comenzar con la formacion de los futuros
profesionales del sector.

Es en este contexto, en el que se enmarcan
las précticas realizadas en la Primera Edicién del
Master en Biologia Vegetal Aplicada de la Universi-
dad Complutense de Madrid ya que esta titulacién
nace con el objetivo de formar especialistas y pro-
fesionales cualificados en el dmbito cientifico de la
Biologfa Vegetal en cuanto a procesos, técnicas,
usos y aplicaciones de plantas, algas y hongos, por
medio de una ensefianza tedrica, prctica y aplica-
da que les permita |a incorporacion a la actividad
investigadora o bien adquirir competencias que
les permitan desarrollar proyectos investigadores
y de empresa en un contexto de emprendedores 0
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incorporarse a empresas.

Es en estas practicas donde el tomate (Sola-
num lycopersicum L.) se convierte en el foco cen-
tral ya que este cultivo es la hortaliza més difundida

y la de mayor valor econémico en todo el mundo.

Su demanda aumenta continuamente y con ella
su cultivo, produccion y comercio (MAGRAMA,
2008). En Espana la superficie dedicada al tomate
supera las 48.000 hectédreas (mas de 17.000 de
ellas en cultivo protegido) y la produccion estd
préxima a los cuatro millones de toneladas (datos
de estadfstica MAGRAMA 2011). El cultivo se ve
afectado entre otros por la fusariosis del cuello y de
|as raices del tomate causada por el hongo Fusa-
rium oxysporum f. p. radicis-lycopersici (Forl). Se
trata de una micosis cada vez més extendida en los
cultivos del tomate en Almeria (donde se concentra
el 23% de la produccion nacional) siendo tan grave
como para afectar al 78% de las plantas en cultivo
protegido (Garcia Rodriguez y col., 2012).

Es en la lucha contra la enfermedad donde el
empleo de fungicidas sintéticos convencionales
no resulta una alternativa adecuada, porque no se
ajustan a los criterios de la “agricultura sosteni-
ble” pero también porque resultan poco eficaces
en el caso de enfermedades vasculares como las
producidas por Fusarium. La solucion al problema
pasa entonces por la utilizacion de variedades re-
sistentes a las diferentes razas del patégeno que se
encuentran disponibles comercialmente pero que
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sin embargo pueden mostrar algunos sfntomas o
dafios ante ataques severos.

Es en esta situacion cuando el control bioldgi-
¢0 (mediante el uso de microorganismos antago-
nistas y sustancias vegetales) y otras alternativas
(como el uso de cloruro célcico) se convierte en
gstrategias que hay que considerar ante el manejo
de la enfermedad.

El control mediante microorganismos antago-
nistas se produce de forma natural en los suelos.
Entre estos microorganismos se encuentran los
mejores agentes de biocontrol que son aquellos
asociados a las plantas formando parte de la rizos-
fera como el hongo Trichoderma sp. y la bacteria
Pseudomonas sp. (Srivastava y col., 2010).

Los microorganismos antagonistas presentan
aspectos beneficiosos para la planta més alla del
control de hongos fitopatogenos como Forl. Estos
efectos beneficiosos derivan de otras capacidades
de los organismos que difieren dependiendo de
Su propia naturaleza. En el caso de 7richoderma
la reduccion en la severidad de las enfermedades
se basa en la inhibicion de los patgenos en sue-
lo ya que se trata de un potente antagonista que
ademas es un micoparasito. A esto hay que anadir
que Trichoderma interactda directamente con las
raices incrementando el potencial de crecimiento
de las plantas, la resistencia a las enfermedades
y la tolerancia al estrés abidtico (Hermosa y col.,
2012). En el caso de Pseudomonas, éstas perte-
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Figura 1. Cultivo en medio sdlido con fosfato de calcio y verde de bromocresol de 1.a Trichoderma harzianumy 1.b. Pseudomonas fluorescens. El halo
incoloro formado muestra la capacidad solubilizadora de fosfatos de ambos microorganismos.

Figura 2. Ensayos duales de enfrentamiento de las diferentes cepas de 2.a Fusarium oxysporum {. sp. radicis-lycopersici (Forl) y 2.b Trichoderma harzianum
frente al hongo patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Se aprecia la inhibicidn del crecimiento de Forl por T. harzianum.

necen al grupo de bacterias denominadas PGPR
(Plant Growth Promoting-Bacteria; bacterias pro-
motoras del crecimiento vegetal). El sistema de
promover el crecimiento vegetal que utilizan las
PGPR puede ser de dos tipos: indirecto o directo.
En el indirecto se encuentran la prevencion o el
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efecto deletéreo sobre diversos fitopatdgenos. En
el directo encontramos que facilitan la absorcion de
nutrientes desde el medio y que proporcionan a la
planta fitohormonas implicadas en el crecimiento
vegetal como las auxinas que es el modo de accion
de la cepa de Pseudomonas fluorescens utilizada
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en este estudio.

Entre los aspectos beneficiosos que se atri-
buyen a estos organismos se encuentra también
la capacidad de solubilizar los fosfatos presentes
en el medio de forma que éstos pasan a formas
absorbibles por las plantas (Alam y col., 2002;
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de los ais-
lados Forl20 y Forl30 en los ensayos duales de enfrentamiento con Tricho-

derma harzianum.

Yadav y col., 2013). El f6sforo es tras el nitrgeno
el segundo nutriente mineral més importante. La
disponibilidad de fésforo en el suelo es baja ya que
éste se presenta en formas insolubles fijado como
fosfatos de hierro FePO,, aluminio AIPO, y calcio
Ca,(P04), y las plantas lo absorben principalmente
como ortofosfatos solubles (H,P0, y HPO,?). Para
determinar la capacidad de solubilizacién del f6sfo-
ro se ha realizado un sencillo test colorimétrico que
permite determinar la solubilizacion de los fosfatos
en el medio de cultivo. El fundamento bésico de es-
te test consiste en proporcionar un medio de cultivo
al organismo en el que la Unica fuente de fosforo
es fosfato insoluble (Ca,(P04),) y un indicador de
pH (verde de bromocresol) que permite valorar la
solubilizacién de fosfato basdndose en que ésta
va acompafiada de una liberacién de protones que
acidifica el medio.

Los resultados del test de fosfatos han reve-
lado la capacidad de ambos, 7. harzianum (Figura
1-a) y P. fluorescens (Figura 1-b), de solubilizar
fosfatos. En el caso de T. harzianum se produce
un incremento en la solubilizacion de fosfatos a
medida que se produce el crecimiento del micelio.
En el caso de P. fluorescens el halo de degradacion
permanece constante a o largo del tiempo.

En cuanto al antagonismo con los dos mi-
croorganismos beneficiosos para la planta, 7. har-
Zianumy P. fluorescens, se procedio al co-cultivo
en medio base (Figura 2a) para medir el crecimien-
to miceliar del patégeno en presencia de sf mismo
(lo que permite valorar el efecto de competencia)
y también se cultivo en presencia del antagonista
(Figura 2b), con el objetivo de valorar el efecto
antagonista més alld de la simple competencia por
el espacio y los nutrientes. El clculo del porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial (PICR) mostrg
un importante efecto de 7. harzianum sobre el cre-
cimiento miceliar de Forl para los dos aislados en-
sayados (el mas y el menos agresivo) que se pudo
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domonas fluorescens.

apreciar como un menor crecimiento radial desde el
dia siguiente a la siembra de ambos hongos en la
placa (Figura 3), inhibici6n que se incrementa con
el paso del tiempo y que, aunque en un principio
(el primer dia) parece mostrar diferencias signifi-
cativas entre Forl 20 y Forl 30, al pasar los dias se
aprecia que las diferencias desaparecen. El grado
de parasitismo se determind mediante la escala de
Ezziyyani y col. (2004), determindndose un grado
3-4 de capacidad antag6nica con invasion total de
la superficie de la colonia de Forl y esporulacion
sobre ella.

El célculo del PICR en el antagonismo con
P. fluorescens difiere del de T. harzianum. No se
aprecia un efecto sobre el crecimiento miceliar de
Forl 30 alo largo de la duraci6n del experimento, es
mas, incluso se observan valores negativos (Figura
4) que se atribuyen a Ia falta de competencia por el
espacio y el medio. Es diferente en el caso de Forl
20 donde se puede apreciar el efecto antagonistaa
partir del quinto dia de cultivo, aunque este efecto
es muy leve y claramente mucho menor que el
observado cuando el antagonista es 7. harzianum.

Con el objetivo de comprobar la efectividad
de ambos microorganismos en el control de Forl
se procedio a realizar un ensayo de biopriming
(mediante esta técnica se recubren las semillas de
una pelicula que incluye el compuesto activo), en
este caso, en el recubrimiento se incluyeron cada
uno de los dos microorganismos testados. Para
valorar el efecto se procedi a la germinacion de las
semillas en presencia y en ausencia del patégeno
y se valoraron diferentes parametros (peso fresco,
longitud de la rafz y la longitud del tallo) cuyos
resultados se muestran en la Figura 5.

Forl20 produjo un claro efecto negativo con
una significativa reduccion en los tres pardmetros
analizados (Figura 5 a,b,c), efecto que sélo se ob-
servo cuando el patogeno era Forl30 y el pardmetro
medido la longitud de la parte aérea (Figura 5¢).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial (PICR) de los ais-
lados Forl20 y Forl30 en los ensayos duales de enfrentamiento con Pseu-

Esta reduccidn en los pardmetros de crecimiento
de las plantulas a consecuencia del ataque de Forl
se ve mitigada cuando las semillas estaban tratadas
con ambos microorganismos y es especialmente
significativa cuando el patégeno es més agresivo
(Forl20). Incluso cuando el patégeno era Forl30 se
pudo observar un mayor valor en el peso fresco de
as pldntulas obtenidas de semillas tratadas con P.
fluorescens que en las procedentes de las semillas
no tratadas.

Otros métodos de control biol6gico derivan
del uso de sustancias de origen natural como
los aceites vegetales. Entre estos, los aceites de
tomillo presentan un importante efecto antimi-
crobiano comparados con los de otras plantas
(Rasooli y col., 2004). Su efectividad ha quedado
demostrada en el control de Forl observéndose el
efecto fungicida sobre ambos aislados (Forl20 y
Forl30), presentando una Gnica placa crecimiento
para Forl30 siendo el efecto fungistatico, es decir
Se aprecio crecimiento después de cinco dfas en
cultivo pero éste se detuvo y no se pudo apreciar un
incremento en los dfas posteriores. Sin embargo,
en el andlisis mediante biopriming s6lo se obser-
v6 un ligero efecto beneficioso sobre la longitud
del tallo cuando el patégeno presente era el mas
agresivo (Figura 5).

Otra de las alternativas al empleo de fungicidas
sintéticos es el cloruro de calcio. El cloruro calcico
(C1,Ca) se ha utilizado eficazmente al tratar plantas
de tomate previamente a la inoculacién con Forl
(Biswas y col., 2012) y es un sistema de eficacia
ampliamente demostrada en tratamientos pre y
postcosecha en diversos cultivos y enfermedades.

El potencial efecto del cloruro célcico se ha
estimado mediante la medida de la tasa de creci-
miento p (siendo i la variacion de la extension de
la colonia fungica durante un periodo de tiempo;
Chervin y col., 2009) y los resultados muestran
que el cloruro cdlcico ejerce un efecto negativo




sobre el crecimiento miceliar de Forl, para am-
bos aislados, Forl20 y Forl30 siendo este efecto
especialmente importante en el caso de Forl20.
En el ensayo de biopriming se ha visto un efecto
beneficioso en el desarrollo de la parte aérea de
las pléntulas (longitud del tallo) que se refleja
también en el peso que es mas significativo cuan-
do el ataque estaba producido por el patégeno
mas agresivo (Figura 5).

En conclusion, los estudios in vitro (desarro-
Ilados durante las practicas de Fisiopatologia del
Master Universitario en Biologfa Vegetal Aplicada),
tanto de crecimiento en placa como de biopriming
de semillas, demuestran la potencialidad del uso de
diversas alternativas a los fungicidas sintéticos en
el control de For/ mediante: 1) antagonistas como
Trichoderma harzianumy Peudomonas fluorescens,
2) aceite de tomillo y 3) cloruro célcico. Se ha deter-
minado la existencia de diferencias en la respuesta
condicionada por la agresividad del patogeno,
observandose un efecto beneficioso en el caso del
patdgeno menos virulento que mejora el fitness de la
planta respecto incluso a los controles en ausencia
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Figura 5. Germinacidn de las semillas de tomate en presencia y en ausencia del patégeno (Forl) y
efecto de diferentes tratamientos (7. harzianum, P. fluorescens, Cl,Ca y aceite de tomillo) sobre los

parametros: a. peso fresco de la pléntula.

de pat6geno como consecuencia de la capacidad
de los antagonistas de producir fitohormonas o fa-
vorecer la solubilizacion de fosfatos. En el caso del
patdgeno mas virulento el efecto de los tratamientos

supone una mejora significativa en el crecimiento de
plantas enfermas, pero no se trata de un efecto total
que iguale éste al de las plantas sanas.
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~ ABSTRACT

Alternatives to the use of synthetic fungicides have

“become in recent years a key objective to achieve

the ideal of “sustainable agriculture”. The training
of new professionals in this field should therefore
be an educational goal that is reflected in the de-
velopment of the laboratory practices in the Mas-
ter in Applied Plant Biology. Several alternatives:
antagonists (7richoderma harzianum as fungal
and Pseudomonas fluorescens as bacterial), plant
extracts (thyme oil) and other substances (calcium
chloride), used in controlling diverse strains of
Fusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersici, an
important pathogen of tomato, a strategic crop for
both the global and the Spanish economy.
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Figura 5. Germinacion de las semillas de tomate en presencia y en ausencia del patégeno (Forl) y
efecto de diferentes tratamientos (7. harzianum, P. fluorescens, Cl,Ca y aceite de tomillo) sobre los
parametros: b. longitud de la raiz y c. longitud del tallo).
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