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RESUMEN

Trichoderma koningiopsis Th003 ha mostrado alta eficacia en el control de diferentes
fitopatdgenos incluyendo Fusarium oxysporum, agente causal de la pudricién del cuelloy la
raiz del tomate (Solanum lycopersicum Mill.). Con el propésito de estudiar si este agente
tiene la capacidad para inducir respuestas sistémicas de defensa, se utilizé como pato-
sistema modelo Fusarium oxysporum - tomate, cuyas plantas se establecieron en cubos de
enraizamiento con el sistema radical separado en dos porciones. Cuando Th003 se
inoculé en una porcién de la raiz 96 h antes de inocular en la otra porcién F. oxysporum,
se present un retraso de la colonizacién del fitopatégeno en el sistema vascular de la
planta, en comparacién con las plantas inoculadas solamente con el fitopatégeno. Este
resultado sugiere que Th003 estimuld respuestas sistémicas de defensa en la planta, dado
que el antagonista y el fitopatégeno permanecieron separados espacialmente. El micro-
organismo biocontrolador formulado como grédnulos dispersables, se aplicé en un cultivo
comercial de tomate bajo invernadero y redujo significativamente la incidencia de la pu-
dricién del cuello y las raices del tomate en 35%, en comparacién con el testigo absoluto.
El hongo T. koningiopsis Th003 demostré habilidad para controlar F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici mediante induccién de respuestas de defensa sistémica en las plantas de tomate.

Palabras clave: resistencia sistémica inducida, tomate, Fusarium oxysporum, Trichoderma
koningiopsis.

ABSTRACT

Trichoderma koningiopsis Th003 has proved to be an efficient biocontrol agent of different
plant pathogens including Fusarium oxysporum, causing agent of tomato crown and root
rot. With the aim to studying whether Th003 has the ability to induce defense systemic
responses to control Fusarium oxysporum infection, tomato plants (Solanum lycopersicum Mill.)
were sown in pots using split root modified method. When Th003 was applied to one root
portion 96 h before inoculating F. oxysporum in the other root portion, delayed colonization
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of the plant’s vascular system was observed as compared with plants inoculated only with
the pathogen. Since the antagonist and the pathogen remained spatially separated in the
host, the protection effect in plants was attributed to a systemic activity induced by Th003.
In a commercial greenhouse the biopesticide based upon Th003 reduced significantly
(P<0.05) by 35% the incidence of crown and root rot caused F. oxysporum f. sp. Lycopersici,
compared with untreated control. T. koningiopsis Th003 showed ability to control F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici by inducing systemic defense responses in tomato plants.

Key words: Induced systemic resistance, tomato, Fusarium oxysporum, Trichoderma koningjopsis.
INTRODUCCION

El control biolégico de fitopatégenos con microorganismos antagonistas ha recibido
gran interés en los ultimos afios debido a su potencial y a las aplicaciones exitosas en
diferentes cultivos (Fravel, 2005). El éxito del control de estos organismos se atribuye
a la actividad sinérgica de diferentes mecanismos de accién directos e indirectos
(Harman et dl., 2004). La induccién de resistencia sistémica en el hospedero es uno de
los mecanismos indirectos de mayor interés en la actualidad. Dentro de los agentes de
control reportados como efectivos elicitores de este mecanismo se encuentran varias
especies del género Trichoderma, principalmente para controlar fitopatégenos foliares
(Howell, 2006; Harman et dl., 2004) sin embargo, son pocos los reportes contra paté-
genos del suelo. La induccién de resistencia sistémica por Trichoderma sp. involucra
cambios celulares en el hospedero, tales como un aumento de depésitos de calosa en
el interior de la pared celular y aumento en la actividad peroxidasa y quitinasa (Yedidia
etdl., 1999). Otros procesos relacionados con la induccién sistémica contra patégenos
del suelo, tal como F. oxysporum f. sp. lycopersici son el confinamiento, la inhibicién del
patégeno y los cambios histolégicos en el hospedero (Benhamou et dl., 1998; Yedidia
et dl., 1999). Estos ultimos relacionados con la produccién de reguladores de creci-
miento y estimulacién de la divisién, diferenciacién y crecimiento celular en la planta por
el agente elicitor (De Cal et dl., 2000).

El aislamiento Th003 de Trichoderma koningii (recientemente reidentificado como T.
koningiopsis), ha mostrado ser eficaz en el control de patégenos foliares (Moreno y Cotes,
2007) y patégenos del suelo (Cotes et dl., 2001; Cotes et dl., 2007); este microorganismo
constituye el principio activo de una formulacién (WG) que también ha demostrado
alta eficacia (Cotes et dl., 2007). En estudios previos Coteset dl., 1996, y Clavijo y Cotes,
1998, encontraron que éste hongo estimulé la actividad de proteinas relacionadas con
la patogénesis, del tipo B-1,3-endoglucanasas y endoquitinasas en plantas de frijol y
tomate respectivamente, sugiriendo un efecto inductor de respuestas de defensa. Asi
mismo, Castillo et dl., 2007, mediante la técnica de microarreglos, encontraron que
plantas de tomate tratadas con Th003 expresaron 42 genes diferenciales, en contraste
con plantas no tratadas. Dentro de los genes diferenciales se encontraron algunos
relacionados con las categorias funcionales de transporte, de traduccién de sefales,
de respuesta a hormonas y de sefializacién, entre otros. Por lo anterior, los objetivos de
este trabajo fueron determinar la capacidad de T. koningiopsis Th003 para inducir
resistencia sistémica en plantas de tomate y evaluar la eficacia en el control de F. oxysporum.
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MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

Los aislamientos Fu040 de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Fu041 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici y la cepa Th003 de T. koningiopsis fueron suministrados por el Banco de
Germoplasma de Microorganismos del Laboratorio de Control Biolégico de Corpoica.
Los aislamientos de F. oxysporum se conservaron en medio de cultivo PDA inclinado y
ThO0O03 se conservé en suelo estéril. En todos los casos la temperatura de conservacion
fue de 4 °C. Previo a la produccién de los indculos, los hongos crecieron en medio de
cultivo PDA durante siete dias a 25 °C.

PRODUCCION DE INOCULOS

Para la produccién masiva de F. oxysporum se utilizé sustrato estéril salvado de trigo
(100 g) suplementado con 100 mL de medio caseina hidrolizada (Dhingra y Sinclair,
1987) en bolsas de polietileno de alta densidad (Cotes et dl., 2001) al cual, se trans-
firieron cinco discos de 6 mm de didmetro provenientes de los cultivos en PDA y se
incubé durante 15 dias con luz constante a 25 °C. Para la obtencién del in6éculo de
ThO0O3 se prepard una suspensién de conidios a partir de un cultivo en PDA de siete dias
de edad y con la ayuda de una cdmara de Neubauer se ajustaron las concentraciones
10%, 10°y 107 conidios.mL™".

MATERIAL VEGETAL

Se sembraron semillas de tomate hibrido Rocio® (Semillas Syngenta Ind.) en bandejas
de 72 celdas con turba estéril bajo condiciones de invernadero. El material vegetal se
mantuvo en semillero durante seis semanas hasta la aplicacién de los tratamientos.

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Con el fin de evaluar la patogenicidad de los aislamientos Fu040 y Fu041, se transplan-
taron plantulas de tomate de seis semanas de edad cuya raiz se dividié longitudinal-
mente en dos porciones (Fuchs et dl., 1997; Duijff et dl., 1998). Cada porcién de raiz se
dispuso en un vaso de enraizamiento (6 x 6 x 12 cm) con vermiculita estéril. En una
porcién de la raiz se inoculé el fitopatégeno, para este fin el hongo crecido en el sustrato
previamente descrito se mezclé en proporcién de 5% p/p (10° UFC.g") con vermiculita
estéril humedecida hasta capacidad de campo. La incidencia de la infeccién causada
por los aislamientos Fu040 y Fu041 se evalué mediante la indexacién del tallo, segtin
lo descrito por Rekah etdl., 2000, a los 15 y 28 dias después de la inoculacién. Para esto,
el tallo se dividié en segmentos de 1 cm y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
1% durante 2 min con tres lavados posteriores en agua estéril. Los segmentos se colo-
caron en medio PDA y se incubaron a 25 °C durante siete dias, tiempo después del
cual se observé el crecimiento de F. oxysporum desde el tejido vegetal.

Se incluyd un testigo relativo (plantas con raices dividas sin ningtin inéculo) y un testigo
absoluto (plantas sin ningtin tratamiento). Se utilizé un disefio experimental completa-
mente al azar con tres repeticiones. La unidad experimental consistié en diez plantasy
la unidad de muestreo fue una planta.
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BIOENSAYO DE INDUCCION DE RESISTENCIA

Para determinar la capacidad de Th003 para inducir resistencia sistémica, se estable-
cieron plantas de tomate de seis semanas con la raiz dividida. Una de las porciones del
sistema radical se inoculé con 10 mL de suspensién de T. koningiopsis. Se evaluaron tres
concentraciones, 10%, 10y 107 conidios.mL". Después de 96 h, la otra porcidn del sis-
tema radical se inoculé con F. oxysporum siguiendo el procedimiento empleado en la
prueba de patogenicidad. Se evalué la incidencia de la infeccién causada por los
aislamientos Fu040 y Fu041 mediante la indexacién del tallo.

En el bioensayo se incluyé un testigo patégeno para cada aislamiento de F. oxysporum,
un testigo relativo y un testigo absoluto. Se utilizé un disefio experimental completa-
mente al azar con tres repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistié
en diez plantas y la unidad de muestreo fue una planta.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOCONTROLADORA DE T. koningiopsis

El bioensayo se realizé en un invernadero de produccién comercial de tomate (800 m?)
en el municipio de Fusagasugd, Cundinamarca. El drea experimental se seleccioné por
presentar un historial de pérdidas importantes de tomate por pudricién del cuello y de
la raiz de las plantas causadas por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Fu040.

El control biolégico se implementé dentro de un esquema de manejo integrado de la
enfermedad. Se utilizé la formulacién WG a base de Th003, aplicada a las semillas de
tomate mediante la técnica de pregerminacién controlada en matriz sélida (Coteset dl.,
2001). Posteriormente las semillas se sembraron en bandejas de germinacién de 127
celdas, utilizando como sustrato turba (Sunshine®). En el invernadero el suelo se solarizé
después de la labranza, cubriéndolo con polietileno durante 20 dias antes del transplante
de las pléntulas de cuatro semanas de edad. La formulacién a base de Th003 se apli-
c6 de forma directa en el fondo del sitio de transplante a razén de 0,5 g/planta; siete dias
después del transplante se realizé una segunda aplicacién en drench de la formulacién
reconstituida en agua (50 cm®.planta™) en dosis de 1g.L" (10 ¢ conidios.mL™"). Este ulti-
mo procedimiento se repitié una vez por semana durante tres semanas. Durante el
periodo de evaluacién se eliminaron las plantas muertas por F. oxysporum. Se incluyé un
testigo agricultor, que consistié en el transplante de plantulas sin Th003 y en la aplicacién
en drench del fungicida Tolclofos metil (Rizolex® 75 WP) al suelo, en dosis de 2 g en 5
L/m?, dos dias antes del transplante. También se incluyé un testigo absoluto, en el cual
las plantas no recibieron ningtn tipo de tratamiento para el control de la enfermedad
tanto en semillero como en el invernadero. Las plantulas se transplantaron en surco
doble, con distancias de 0,4 m entre surcos y 0,3 m entre plantas.

Se empled un disefio experimental de bloques completos al azar con tres repeticiones.
La unidad experimental consistié en cuatro camas de siembra de 13 m de longitud
separadas entre si 0,5 m. Al finalizar el experimento se estimé la eficacia de control de
la formulacién mediante la férmula (a-b/a)*100 donde a representa la incidencia de la
enfermedad en el testigo y b representa la incidencia de la enfermedad en el tratamiento.

ANALISIS DE DATOS
Los resultados de los bioensayos de patogenicidad y de induccién de resistencia
sistémica se sometieron a una prueba de Chi cuadrado. Los datos de la evaluacién en
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campo se sometieron a un andlisis de varianza (ANDEVA) y a una prueba de
comparacién de medias de tratamiento de Tukey (a=0,05).

RESULTADOS

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Los aislamientos Fu040 y Fu041 de F. oxysporum infectaron las plantas de tomate, ya
que 15 dias después de la inoculacién se evidencid colonizacién del sistema vascular de
la planta, desde el cuello hasta 3 cm por encima de éste (Fig. 1). La colonizacién del
tallo no mostré diferencias significativas (p > 0,05) entre los dos aislamientos. Las
plantas en los tratamientos testigo no presentaron infeccién. Se observé que ambos
aislamientos colonizaron el 100% de la longitud del tallo de las plantas inoculadas 28
dias después de la inoculacién (datos no mostrados).

Figura 1. Colonizacién de F. oxysporum en los segmentos de tallo muestreados 15 dias después de la
inoculacién. a. Fu040; b. Fu041; c. Testigo relativo y d. Testigo absoluto.

BIOENSAYO DE INDUCCION DE RESISTENCIA

Los dos aislamientos de F. oxysporum infectaron las plantas de tomate y colonizaron los
haces vasculares de forma similar. Después de 15 dias de la inoculacién de F. oxysporum
en una porcién de la raiz, se presenté un retraso significativo (p < 0,05) de la coloniza-
cién del aislamiento Fu040 en los haces vasculares de las plantas tratadas con T.
koningiopsis Th003, en comparacién con las plantas inoculadas solamente con el
fitopatdégeno, en donde su ascenso ocurrié hasta 3 cm por encima del cuello del tallo
en todas las plantas muestreadas. En las plantas tratadas con Th003 la colonizacién de
los haces vasculares por los aislamientos Fu040 y Fu041 se vio limitada, ya que cuando
se utilizaron las concentraciones de 10°y 107 conidios.mL" de Th003, el patégeno
ascendié hasta 3 y 2 cm respectivamente, por encima del cuello en el 33% de las plantas
muestreadas (Fig. 2). Aunque no se presentaron diferencias significativas entre las
concentraciones de Th003 evaluadas, se observé que el mayor retraso se presentd
cuando las plantas fueron tratadas con la concentracién de 10° conidios.mL", en donde
la colonizacién del xilema por los aislamientos Fu040 y Fu041 alcanzé sélo hasta 1 cm
enel 33 y 67% de las plantas muestreadas respectivamente (Fig. 2).

Aunque la concentracién de 10° conidios.mL" de Th003, tuvo un mayor efecto de
estimulacién de respuestas de defensa en las plantas de tomate, éste efecto no fue de
larga duracién, ya que 28 dias después de la inoculacién del patégeno, este se encontré
12 cm por encima del cuello del tallo de las plantas en todos los tratamientos.
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Segmentos de tallo
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Figura 2. Efecto de Th003 sobre la colonizacién del tallo de tomate por los aislamientos Fu040 (A) y
Fu041 (B) 15 dias después de la inoculacién del fitopatégeno. El antagonista se aplicé en concen-
tracién de 107 conidios.mL" (Th107), 10° conidios.mL" (Th106) o 10° conidios.mL" (Th105). Las co-
lumnas con la misma letra, para un mismo segmento de tallo, no son diferentes significativamente de
acuerdo con la prueba de Tukey (=0,05).

EFICACIA DEL PROTOTIPO GRANULADO A BASE DE T. koningiopsis SOBRE F. oxysporum

EN INVERNADERO

Los primeros dias después del transplante, las plantas de tomate afectadas por F.
oxysporum mostraron sintomas de adelgazamiento del cuello, pudricién de la raiz y vol-
camiento. Durante 28 dias posteriores al transplante, en los tres tratamientos evaluados
la incidencia de la enfermedad tuvo un comportamiento similar, siendo inferior al 10%
(Fig. 3). Sin embargo, después de este tiempo se presentd un incremento considerable
de plantas que mostraron la sintomatologia de la enfermedad, llegando a ser de 30 a
32% a los 37 dias después del transplante, en las unidades experimentales tratadas con
Tolclofos metil y las correspondientes al testigo no tratado respectivamente. En las
unidades experimentales tratadas con la formulacién a base de Th003 se observé un
nivel de enfermedad significativamente inferior (p < 0,05) (Fig. 3) presentando una
eficacia en la reduccién de la enfermedad del 35% al 40% al finalizar la evaluacién.
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Figura 3. Efecto del bioplaguicida granulado a base de Trichoderma koningiopsis Th003 sobre la muerte de
plantas de tomate causada por F. oxysporum. El asterisco indica diferencias significativas en comparacién
con los demds tratamientos para este tiempo de evaluacién de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0,05).
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DISCUSION

Dado que los aislamientos Fu040 y Fu041 fueron obtenidos de plantas de tomate con
sintomas de marchitamiento vascular y de pudricién de corona y raiz respectivamente,
cada uno constituye una forma especial f. sp. radicis-lycopersici y f. sp. lycopersici, respecti-
vamente (Hibar et dl., 2007) por lo cual, se esperaba un comportamiento diferente de
estos dos aislamientos de F. oxysporum. Sin embargo, en la prueba de patogenicidad no
se encontraron diferencias en el ascenso del patégeno por el xilema de las plantas
inoculadas. La presencia de Fu040 y Fu0O41 en los haces vasculares demostré que estos
tienen la capacidad de penetrar las raices y colonizar el xilema, en contraste con las cepas
no patogénicas de F. oxysporum las cuales, se limitan a colonizar la corteza de las raices y
no alcanzan el sistema vascular de las plantas (Fravel et dl., 2003). Esto permitié con-
firmar la capacidad patogénica de los aislamientos Fu040 y Fu041 de F. oxysporum.

En el bioensayo de induccién de resistencia sistémica, las plantas de tomate tratadas en
una porcién de la raiz con T. koningiopsis Th003, presentaron un retraso considerable en
la colonizacién del tallo por los aislamientos Fu040 y Fu041. A pesar de las diferencias
numéricas entre los tratamientos, el ANDEVA no detectd significancia en la mayoria de
los casos, debido posiblemente al alto coeficiente de variacién, por lo cual se recomienda
aumentar el tamafio de muestra en el experimento. En los segmentos de tallo indexados,
no se observé crecimiento de Th003. Esto indicé que el antagonista y el patégeno
permanecieron separados espacialmente en el hospedero, condicién indispensable para
la evaluacién del efecto de induccién de resistencia sistémica en la planta y se puede
afirmar que el sistema de division de raices utilizado en este estudio permitié mantener
esta condicién de separacién. Este sistema ha sido utilizado por varios autores para
evaluar el fenémeno de induccién de resistencia con agentes de biocontrol como Pencillium
oxalicum (De Cal et dl., 2000), F. oxysporum Fo47 (Fuchs et dl., 1997; Duijff et dl., 1998) y
Pythium oligandrum (Benhamou et dl., 1997) contra F. oxysporum en tomate. En el presente
estudio se determiné la induccién de resistencia sistémica por T. koningiopsis contra este
fitopatdégeno sin cortar la raiz para su divisién, lo cual es deseable ya que las heridas
pueden desencadenar respuestas de defensa en la planta (Reymond et dl., 2002) y estas
podrian enmascarar el fenémeno de induccién de resistencia por el biocontrolador.
Adn no se conocen con exactitud todos los procesos involucrados en la induccién de
respuestas de defensa en las plantas por T. koningiopsis Th003, otros estudios han suge-
rido previamente que Th003 es un agente inductor de este fenémeno en plantas de
tomate. Clavijo y Cotes, 1998, informaron que semillas de tomate tratadas con Th003,
presentaron un aumento de enzimas hidroliticas con actividad p-1,3-glucanasa y endoqui-
tinasa. También, Castillo et dl., 2007, mediante la técnica de microarreglos, encontraron
que plantas de tomate hibrido Rocio® tratadas con T. koningiopsis Th003 expresaron 42
genes diferenciales, en contraste con plantas no tratadas. Dentro de estos genes, se encon-
traron algunos relacionados con las categorias funcionales de transporte, de traduccién
de seriales, de respuesta a hormonas y de sefializacién.

La aplicacién en campo de T. koningiopsis Th003 formulado como grdnulos dispersables
y dentro de un programa de manejo integrado de la pudricién del cuello y de la raiz del
tomate, redujo significativamente la mortalidad de plantas en un 35%, resultado muy
importante para los productores dada la dificultad para controlar la enfermedad con
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fungicidas. Adicionalmente, la implementacién del manejo integrado contribuye en la
reduccién del uso de fungicidas quimicos, y por ende la reduccién de los efectos nocivos
sobre el medio ambiente y el hombre.

El potencial que presenta Th003 en el control de un amplio rango de fitopatégenos
(Cotes et dl., 2007; Moreno y Cotes, 2007), ha motivado estudiar los mecanismos de
accion, teniendo en cuenta que el éxito de la aplicacién del control biolégico depende
directamente del conocimiento del agente antagonista y sus interacciones con la planta
hospedero, el fitopatégeno y el medio ambiente (Fravel, 2005), los avances obtenidos
en este estudio contribuirdn al disefio de estrategias para aumentar su eficacia y man-
tener la consistencia de su actividad biocontroladora.
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