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@ Resumen:

Sustratos para el control biolégico de enfermedades de
plantas.

Trichoderma asperellum cepa T34 (2) CECT No. 20417 es
util para la preparacién de sustratos para el control biolé-
gico de la fusariosis vascular y de la muerte de planteles
causada por Rhizoctonia solani. Los sustratos pueden ser
turbas, composts (compost de madera dura, de corteza
de pino, de corcho, de fangos de depuradora, de residuos
de jardineria, etc.) o formulaciones a base de compost del
tipo CPV (compost + turba + vermiculita). El hecho que
estos sustratos sean supresores a Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersiciy a Rhizoctonia solani a la vez, represen-
ta una ventaja comparado con otros sustratos conocidos
en la técnica. Otra ventaja es que, en el control de la fu-
sariosis vascular, se evita el uso de bromuro de metilo,
producto altamente nocivo para el medio ambiente.
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DESCRIPCION

Sustratos para el control biolégico de enferme-
dades de plantas.

Esta invencién trata de sustratos supresores
(por ejemplo composts o turbas) para el control
de enfermedades o para el crecimiento de plan-
tas, en los cuales se introduce un microorganismo
antagonista a patégenos de plantas.

Estado de la técnica previo

Un sustrato es una mezcla de diversos mate-
riales que se pueden utilizar para el crecimiento de
plantas. Un sustrato (también denominado me-
dio de crecimiento de plantas; y en inglés: “con-
tainer medium”, “potting mix”, “potting soil”,
etc.) generalmente comprende uno o ms agrega-
dos ligeros neutros (arena de silice, perlita, vermi-
culita, poliestireno expandido, etc.) y un consti-
tuyente orgénico (turba de Sphagnum, compost,
etc.), opcionalmente con suelo. En la formulacién
de sustratos las proporciones utilizadas de los in-
gredientes antes mencionados pueden variar am-
pliamente, segin el tamano de la maceta, el sis-
tema de riego y su utilizacién ultima.

Los composts preparados a partir de residuos
heterogéneos y utilizados como sustratos pueden,
de manera natural, ser supresores contra varias
enfermedades producidas por patégenos del suelo,
o pueden convertirse en supresores con la adicién
de microorganismos antagonistas. Este efecto su-
presor puede ser altamente variable. Los com-
posts y los sustratos formulados a base de com-
post normalmente son mas supresores que las tur-
bas de Sphagnum debido a la comunidad micro-
biolégica que sustentan, y a su actividad. Los
composts pueden proporcionar fuentes de energia
para una gran diversidad de microorganismos y
facilitar asi el control bioldgico de los patégenos
de las plantas. Sin embargo, cuando se utiliza
turba de Sphagnum como tnico componente or-
ganico en un sustrato, este medio es una fuente
pobre de energia y habitualmente no permite el
control de las enfermedades de las plantas.

Dos enfermedades frecuentes en las plantas
son las marchiteces y las muertes de planteles
causadas por hongos (Fusarium ozysporum, Ver-
ticillium spp., Rhizoctonia solani). Las marchi-
teces producidas por Fusarium (fusariosis vascu-
lar, en lo que sigue) son enfermedades causadas
por varias f. sp. (forma specialis, formas espe-
ciales) y razas de Fusarium ozysporum. La fusa-
riosis vascular produce importantes pérdidas en
muchos cultivos, sobretodo en regiones de tem-
peraturas elevadas, y es dificil de controlar me-
diante el uso de productos quimicos (a menudo
debe utilizarse el bromuro de metilo, altamente
contaminante). La muerte de planteles causada
por Rhizoctonia solani es una de las enfermeda-
des de planteles méas importante en el mundo. Al-
gunos microorganismos antagonistas especificos,
especialmente dentro de los géneros Pseudomonas
y Trichoderma, se han utilizado para la supresién
de las enfermedades citadas anteriormente. Sin
embargo, en la practica se ha demostrado que es
muy dificil asegurar que estos microorganismos
antagonistas se encuentren en el sustrato en unas
densidades suficientes para conseguir un control
efectivo de las enfermedades de las plantas. Con-
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secuentemente, para conseguir un sustrato supre-
sor con fines agricolas, hay la necesidad de nue-
vos métodos para producir o asegurar poblacio-
nes suficientes de los microorganismos deseados.
En este sentido, es muy adecuada la inoculacién
artificial de sustratos con microorganismos an-
tagonistas, formulados a ser posible a base de
compost. Finalmente, debido a las importan-
tes pérdidas causadas por Fusarium oxysporum
y Rhizoctonia solani en diversos cultivos comer-
ciales, es muy deseable un método reproducible
para obtener sustratos que sean supresores a am-
bos patdgenos.

Se conocen algunos intentos para controlar
biolégicamente enfermedades de plantas en los
que se usa Trichoderma spp. Asi, por ejemplo,
US 4.900.348 describe un método para producir
un sustrato supresor a enfermedades causadas por
Rhizoctonia solani y Pythium ultimum que uti-
liza una mezcla de Trichoderma hamatum cepa
382 y Flavobacterium balustinum cepa 299. US
4.642.131 describe un método en el que Tricho-
derma hamatum se usa en combinacién con bac-
terias. Sin embargo, ninguno de estos métodos
permite el control de la fusariosis vascular, lo
cual supone una limitacién importante, ya que
en la préactica esta enfermedad ha de ser contro-
lada principalmente con bromuro de metilo, un
producto quimico altamente peligroso, que causa
serios problemas ambientales.

Explicaciéon de la invenciéon

Segun un aspecto de la presente invencion, se
proporciona un cultivo biolégicamente puro del
hongo Trichoderma asperellum cepa T34(2) para
inducir supresién de enfermedades de plantas cau-
sadas por Rhizoctonia solani y/o Fusarium oz-
ysporum f. sp. lycopersici. La cepa T34(2) de
Trichoderma asperellum fue depositada, el 28 de
marzo de 2001, en la Coleccién Espanola de Cul-
tivos Tipo (Universidad de Valencia, 46100 Bur-
jassot, Valencia, Espafia) con CECT No. 20417,
segun el Tratado de Budapest sobre el Recono-
cimiento Internacional del Depédsito de Microor-
ganismos para Fines del Procedimiento de Paten-
te.

El antagonista Trichoderma asperellum cepa
T34(2) se aislé de un sustrato supresor formu-
lado a base de compost (CPV; compost: turba:
vermiculita; 2:1:1 v/v), preparado a partir de la
fraccion organica de residuo de mercados, fangos
de depuradora y restos de jardineria. Compost
de corcho (CC), turba de Sphagnum (P) y CPV
se inocularon con una suspensiéon de conidias de
un cultivo puro de esta cepa, y se ensayd su ca-
pacidad para controlar la fusariosis vascular y la
muerte de planteles causada por Rhizoctonia so-
lani. El compost de corcho natural y la turba
de Sphagnum tratada térmicamente, inoculados
con Trichoderma asperellum cepa T34(2) contro-
lan la muerte de planteles de pepino causada por
Rhizoctonia solani. El sustrato CPV esterilizado,
inoculado con Trichoderma asperellum cepa 34(2)
controla la fusariosis vascular del tomate.

Otro aspecto de la presente invencién hace re-
ferencia a un método para producir un sustrato
supresor a Fusarium oxysporum f. sp. lycoper-
sici, Rhizoctonia solani o las enfermedades cau-
sadas por ellos, que comprende la inoculaciéon de
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Trichoderma asperellum cepa T34(2) CECT No.
20417 en el sustrato.

Los materiales utilizados para producir sus-
tratos supresores de acuerdo con el método de
la presente invencién, pueden ser seleccionados
entre los que se usan habitualmente en el cul-
tivo de plantas. En realizaciones particulares los
sustratos son turbas, como por ejemplo la turba
de Sphagnum. En otras realizaciones, los sustra-
tos son composts, preferiblemente los obtenidos
de madera dura, de corteza de pino, de corcho,
de fangos de depuradora y/o de residuos de jar-
dinerfa. Se prefieren particularmente como sus-
tratos los formulados a base de compost del tipo
CPV (compost + turba + vermiculita).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso
de Trichoderma asperellum cepa T34(2), como
agente de control biolégico de la fusariosis vas-
cular. En comparacién con el uso actual del bro-
muro de metilo para el tratamiento de esta mar-
chitez, la presente invencién tiene la ventaja de
ser menos nociva para el medio ambiente.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso
de Trichoderma asperellum cepa T34(2) como
agente de control bioldgico de la muerte de plante-
les causada por Rhizoctonia solani, un problema
de gran importancia econémica.

Una ventaja importante de los sustratos su-
presores de este invencién, comparados con los
sustratos conocidos en la técnica, es que son su-
presores tanto a la fusariosisis vascular como a la
muerte de planteles causada por Rhizoctonia so-
lani, y no sdlo a una de ellas. Esto es ventajoso
desde el punto de vista de la simplicidad y de la
economia.

Descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico de barras de la inciden-
cia de la enfermedad (1), expresada como por-
centaje (%), correspondiente a la muerte, cau-
sada por Rhizoctonia solani, de planteles de pe-
pino variedad “Negrito”, cultivados en compost
de corcho (CC) o en turba de Sphagnum (P),
tratados térmicamente a 60°C (CC-60 y P-60)
o no tratados (a 25°C: CC-25, P-25), e inocu-
lados o no inoculados con el antagonista Tricho-
derma asperellum cepa T34(2). Los resultados
obtenidos para los tratamientos control (sustra-
tos no inoculados con el patégeno) se muestran
como: barra blanca en los sustratos no inoculado
con T34(2); barra negra en los sustratos inocu-
lados con T34(2). Los resultados obtenidos para
los tratamientos inoculados con el patdgeno, se
muestran como: barra a cuadros en sustratos no
inoculados con T34(2); barra a rayas en sustratos
inoculados con T34(2). La incidencia de la enfer-
medad va de 0 % (todas las plantas asintométicas)
a 100 % (todas las plantas sintomédticas). Cada
barra representa el promedio de quince macetas,
cada una conteniendo quince plantas. Cada ex-
perimento se repitié como minimo tres veces.

Las Figs. 2 y 3 son graficos de la incidencia
de la enfermedad (I), expresada como porcentaje
(%), correspondiente al progreso a lo largo del
tiempo (t, en dias) de la fusariosis vascular en
plantas de tomate de la variedad “Roma” cultiva-
das en el sustrato CPV natural (circulos blancos),
esterilizado (circulos negros) o esterilizado e ino-
culado con Trichoderma asperellum cepa T34(2)
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(tridngulos). Los sustratos fueron infestados con
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersiciraza 1 en la
concentracién de 10* (Fig. 2) o 10° (Fig. 3) uni-
dades formadoras de colonias (cfu, colony forming
units, en inglés) por mililitro de sustrato. La in-
cidencia de la enfermedad va de 0% (todas las
plantas asintomaticas) a 100 % (todas las plantas
sintomadticas). Cada curva representa el promedio
de como minimo cinco macetas cada una conte-
niendo cuatro plantas.

Descripcion detallada de la invencién

1. Aislamiento y caracterizacion de la cepa de
Trichoderma asperellum

El método utilizado para el aislamiento de
Trichoderma spp. fue la suspension-dilucion en
Patata-Dextrosa-Agar modificado (PDA més clo-
rotetraciclina, 50 mg/1, y tergitol NP-10, 1 ml/l).
Las colonias de Trichoderma spp. se identifica-
ron por microscopia éptica utilizando las claves
de Rifai (cf. M.A. Rifai, “A revision of the genus
Trichoderma. Commonwealth Mycological Insti-
tute”, Mycological papers 1969, no. 116, pags.
1-56) y se obtuvieron cultivos monospéricos de
esta cepa. La identificacién de la cepa T34(2)
como Trichoderma asperellum se realizé por se-
cuenciacién de la regiéon ITS1 (Internal Transcri-
bed Spacer 1, en inglés) adyacente al gen 5.8S
rRNA (M.R. Hermosa et al., “Molecular charac-
terization and identification of biocontrol isolates
of Trichoderma spp.”, Applied and Environmen-
tal Microbiology 2000, vol. 66, pdgs. 1890-1898).
El nimero de acceso a la secuencia ITS1 de esta
cepa es AJ278564 (EMBL Nucleotide Sequence
Database).

2. Bioensayo para evaluar la capacidad de su-
presion de la muerte de planteles causada por
Rhizcotonia solani

La cepa AC-4 de Rhizoctonia solani original-
mente aislada de melén (proporcionada por el
Dr. Tello, Universidad de Almeria) se hizo cre-
cer en Patata-Dextrosa-Agar (PDA). Se obtuvo
un inéculo de este patégeno en una mezcla de pa-
tata/suelo secada al aire (fragmentos de 1,0 mm)
tal y como se describe (E.B. Nelson et al., “Fac-
tors affecting suppression of Rhizoctonia solani in
container media”, Phytopathology 1982, vol. 72,
pags. 275-279). Para determinar la capacidad de
T34(2) de controlar la muerte de planteles cau-
sada por Rhizoctonia solani, se inoculé compost
de corcho (CC) y turba de Sphagnum (P), natural
o tratados térmicamente (60°C, 6 dias) con una
suspensién de conidias de T34(2) a una concen-
tracién final de 1000 cfu/ml de sustrato. El sus-
trato inoculado se incubd a temperatura ambiente
durante quince dias para conseguir la colonizacién
del mismo por el agente de control bioldgico.
Como controles positivos se introdujeron el com-
post de corcho (CC) y la turba de Sphagnum
(P) no inoculados con T34(2). Después de la
incubacion se infesté el sustrato con el inéculo
patata/suelo de Rhizoctonia solani en una pro-
porcién de 1,5 g por cada 2 1 de sustrato. Se in-
trodujeron como controles negativos el compost
de corcho (CC) y la turba de Sphagnum (P) no
inoculadas con el patégeno. Los sustratos se dis-
tribuyeron en macetas (macetas de 9 cm, 330 ml
de volumen, cinco macetas por tratamiento). Se




5 ES 2 188 385 Bl 6

plantaron en cada maceta quince semillas de pe-
pino variedad “Negrito” y se cubrieron con 1,0 cm
de sustrato. Las macetas se distribuyeron aleato-
riamente en una cdmara de cultivo (25 £ 2°C,
16 h luz y 150-210 pmol/m? s de radiacién fo-
tosintéticamente activa), se irrigaron con una so-
lucién nutritiva completa, durante el bioensayo
(7 dias). La incidencia de la enfermedad fue me-
dida al final del bioensayo como el porcentaje de
plantas sintomaticas por maceta. Todos los expe-
rimentos se repitieron como minimo tres veces.

LaFig. 1 muestra los resultados obtenidos con
el compost de corcho (CC) y la turba de Sphag-
num (P). El compost de corcho natural es un
sustrato moderadamente supresor a la muerte de
planteles causada por Rhizoctonia solani (inciden-
cia de enfermedad 55 %) comparado con la turba
natural (incidencia de enfermedad 88%). El tra-
tamiento térmico del compost de corcho (CC) y la
turba de Sphagnum (P) causaron la pérdida por
completo de la supresividad de los sustratos. La
cepa de Trichoderma asperellum T34(2) aumentd
consistentemente (P < 0,05) la capacidad de con-
trolar la muerte de los planteles de pepino cau-
sada por Rhizoctonia solani en el compost de cor-
cho natural (CC) y de la turba de Sphagnum (P)
tratada térmicamente. La inoculacién de T34(2)
en el compost de corcho (CC) natural redujo la
incidencia de la enfermedad en un 30% en com-
paracién con el corcho natural no inoculado con
T34(2). La inoculacién de la turba de Sphagnum
(P) tratada térmicamente con T34(2) redujo en
un 50 % la incidencia de la enfermedad en com-
paracién con la turba (P) no inoculada. Los re-
sultados presentados en este grafico muestran que
T34(2) puede ser efectivo para el control de la
muerte de los planteles causada por Rhizoctonia
solani, si se inocula en el sustrato adecuado.
3. Bioensayo para evaluar la capacidad de supre-
sion de la fusariosis vascular

La cepa RAF 70 de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici raza 1 (FOL), facilitada desde la
Universidad de Almeria por el Dr. Tello, se hizo
crecer en extracto de malta liquido durante 5 dias
a 25°C, en un agitador rotatorio. Las conidias se
recuperaron de este cultivo liquido por centrifu-
gacién (6000 g, 20 min), se lavaron dos veces y
se resuspendieron en agua destilada estéril. La
suspensién de conidias se mezclé con talco estéril
(1/3 suspensién de conidias, 2/3 talco, v/p), se
sec en condiciones estériles en una cadmara de
flujo laminar, se cribé (200 pm) y almacené a
4°C. La concentracién del inéculo de talco se de-
terminé finalmente por la técnica de suspensién-
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dilucién en Patata-Dextrosa-Agar (PDA, Sigma-
Aldrich).

El compost preparado a partir de la fracciéon
organica de residuos de mercado, fangos de de-
puradora y residuos de jardineria se mezclé con
turba de Sphagnum y vermiculita en una pro-
porcién de 2:1:1 (v/v) para obtener un sustrato
formulado a base de compost (CPV). Esta mezcla
fue almacenada a temperatura ambiente (CPV
natural), esterilizada (1 h, 120°C) tres dias conse-
cutivos (CPV esterilizado) o esterilizada y post-
inoculada con una suspension de conidias de
T34(2) a una concentracién final de 1000 unida-
des formadoras de colonias por centimetro ciibico
de mezcla. La mezcla esterilizada inoculada con
T34(2) se incubé quince dias para conseguir la co-
lonizacién por el agente de control bioldégico. Los
sustratos se infestaron con el inéculo de FOL en
talco en las concentraciones de 10* o 10° cfu/ml
de sustrato, y se distribuyeron en macetas (ma-
cetas de 9 cm, 330 ml de volumen, cinco macetas
por tratamiento). Los sustratos no infestados con
el patégeno se introdujeron como controles nega-
tivos. Se plantaron cuatro plantulas de tomate
variedad “Roma” por maceta. Las macetas se
colocaron en una cdmara de cultivo (25 + 2°C,

16 h luz y 150-210 pmol/m?s de radiacién foto-
sintéticamente activa) y se irrigaron con una so-
lucién nutritiva completa. La incidencia de la en-
fermedad se midié como el porcentaje de plantas
sintomaticas a partir de la aparicién del primer
sintoma de fusariosis vascular.

Las Figs. 2y 3 muestran los resultados obteni-
dos con el sustrato formulado a base de compost.
El CPV esterilizado inoculado con la cepa de
Trichoderma asperellum T34(2) resulté ser alta-
mente supresor a la fusariosis vascular del tomate.
Concentraciones de patégeno de 10% y 10° cfu/ml
en este sustrato sélo causaron una incendia de la
enfermedad del 10% (Fig. 2) y del 12% (Fig. 3),
mientras que en el sustrato natural concentracio-
nes de patégeno equivalentes causaron incidencias
del 20% y 55 % respectivamente, después de 30
dias de bioensayo. En el sustrato esterilizado no
inoculado con T34(2) la incidencia de la enfer-
medad llegé6 al 90 % para las dos concentraciones
de patégeno ensayadas. En resumen, los resul-
tados presentados en estas graficas muestran que
T34(2) inoculado en el sustrato esterilizado for-
mulado a base de compost incrementé significati-
vamente la capacidad de este sustrato para con-
trolar la fusariosis vascular (a 10° cfu/ml) com-
parado con el mismo sustrato no inoculado con

T34(2).
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REIVINDICACIONES

1. Cultivo biolégicamente puro de Tricho-
derma asperellum cepa T34(2) CECT No. 20417.

2. Composicién para inducir la supresion de
Rhizoctonia solaniy/o Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersiciy /o enfermedades producidas por cual-
quiera de los mismos, que comprende un sustrato
y un cultivo biolégicamente puro de Trichoderma
asperellum cepa T34(2) CECT No. 20417.

3. Método para producir un sustrato supre-
sor a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciy/
0 Rhizoctonia solani y/o enfermedades causadas
por los mismos, caracterizado porque compren-
de la inoculacién de Trichoderma asperellum cepa
T34(2) CECT No. 20417 en dicho sustrato.

4. Método segun la reivindicacién 3 donde el
sustrato comprende una turba.

5. Método segun la reivindicaciéon 3 donde el
sustrato comprende un compost.

6. Método segun la reivindicacién 5 donde el
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compost es de corteza de madera dura.

7. Método segun la reivindicaciéon 5 donde el
compost es de corteza de pino.

8. Método segun la reivindicaciéon 5 donde el
compost es de corcho.

9. Método segun la reivindicaciéon 5 donde el
compost es de fangos de depuradora.

10. Método segun la reivindicacién 5 donde el
compost es de residuos de jardineria.

11. Método segun la reivindicacién 3 donde
el sustrato comprende un medio de crecimiento
formulado a base de compost del tipo CPV (com-
post-turba-vermiculita).

12. Uso de Trichoderma asperellum cepa T34
(2) CECT No. 20417 para el control bioldgico de
la fusariosis vascular.

13. Uso de Trichoderma asperellum cepa T34
(2) CECT No. 20417 para el control bioldgico de
la muerte de planteles causada por Rhizoctonia
solani.
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