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RESUMEN

En este trabajo se comprueba la eficacia in vitro de dos productos fungicidas: sulfato
tribasico de cobre al 19% p/v (4 mL*L" y 6 mL*L™) y de un preparado comercial de
Extracto de canela (1 mL*L" y 2 mL*L"), frente al patégeno causante de la
cladosporiosis: Fulvia fulva. Se utilizaron dos testigos: medio de cultivo sin afadir
nada, y medio de cultivo al que se afiadié Polioxina-B (1,5 mL*L™" y 3 mL*L™"). Tanto el
cobre como el extracto de canela resultaron fungicidas para Fulvia fulva, impidiendo
completamente la germinacién de los propagulos del hongo a cualquiera de las dosis
ensayadas. En el caso de la polioxina-B, solo la dosis maxima logré reducir el numero
de ufc a la décima parte, mientras que la dosis minima no tuvo efecto sobre el hongo.
Los testigos sin adicién de fungicida reprodujeron el mismo numero de ufc que se
inocularon.

Palabras clave: Cladosporium fulvum, micosis, extracto vegetal, control de
enfermdades.

INTRODUCCION

La cladosporiosis del tomate es una enfermedad fungica que afecta fundamentalmente
a las hojas y tallos de la planta de tomate. El agente causal de la enfermedad es Fulvia
fulva, un hifomiceto que se multiplica de manera asexual mediante multitud de
conidios, que produce en unos conidioforos caracteristicos de la especie (Foto 1). El
primer sintoma de la enfermedad es la aparicion de pequefias manchas cloréticas en
el haz de la hoja, que se corresponden en el envés con el crecimiento del micelio y
estructuras reproductivas de Fulvia fulva, de coloracién parda o verde oliva (Fotos 2 y
3). Cuando varias manchas se fusionan, la hoja muere y cae, aunque rara vez ataca
con tanta virulencia como para llegar hasta este extremo (Foto 4).
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Foto 1. Conidiéforos de Fulvia fulva.

Foto 2. Manchas por Fulvia fulva en el haz de una hoja de tomate.
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Foto 3. Manchas por Fulvia fulva en el envés de una hoja de tomate.

Pese a que la enfermedad es descrita con amplitud para otros paises europeos
(Blancard, 1988; Messiaen et al. 1991; De Wit, 1992), en Espafa son vagas las citas
de Fulvia fulva como patdégeno del tomate. Berra et al. (1993) y Berra Lertxundi y
Lauricia Alonso (1999) describen la presencia de Fulvia fulva en cultivos de
invernadero sin especificar topografias concretas. Los graves dafios que estos autores
muestran en el material fotografico estan muy proximos a los detectados en Almeria
en los ultimos anos, donde el patégeno ha sido identificado y asociado al sindrome
antes descrito (De Cara et al., en prensa). Es en los cultivos bajo plastico de tomate
del sureste ibérico donde se viene observando la progresion de la enfermedad
campana tras campana, viéndose implicados fundamentalmente los cultivos de la
agricultura ecoldgica, debido entre otras causas, a las limitaciones para el empleo de
fungicidas de sintesis por parte de los productores.

En este trabajo se ha evaluado la aptitud fungicida in vitro de dos productos
autorizados para su aplicacion en agricultura ecolégica. Se trata de un formulado de
sulfato tribasico de cobre al 19% p/v y de un preparado comercial de extracto de
canela. El cobre es un fungicida-bactericida clasico, de accion preventiva y curativa,
con amplio campo de actividad y buena persistencia. Su campo de actividad incluye
hongos, bacterias y algas. En el mercado, el cobre suele aparecer bajo diversas
combinaciones quimicas entre las que destacan: el hidroxido cuprico, el oxicloruro de
cobre, el oxicloruro cuprocalcico, el 6xido cuproso, el sulfato de cobre y el sulfato de
cobre neutralizado con hidroxido calcico. El extracto de canela es un producto
biolégico que posee caracteristicas fungicidas, bactericidas y antiparasitarias, aunque
estas aptitudes no hayan sido contrastadas en otros estudios.

MATERIAL Y METODOS

Para comprobar la eficacia fungicida de los dos productos se hicieron siembras de
fragmentos miceliares, conidios y conidiéforos procedentes de 4 hojas distintas con
Fulvia fulva sobre placas de Petri con medio de cultivo agarizado previamente
adicionado con una de las dos dosis ensayadas para cada producto. Se tomé como
testigo placas de Petri con medio agar-malta. Y como control negativo se emplearon
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placas de Petri con el mismo medio agarizado al que se afiadié un formulado de
polioxina-B, que es un antibiético recomendado para el control de F. fulva. Las dosis
anadidas de fungicida fueron las recomendadas por los fabricantes. Para el sulfato de
cobre: 4 mL*L" y 6 mL*L", para el extracto de canela: 1 mL*L™' y 2 mL*L", y para la
polioxina-B: 1,5 mL*L" y 3 mL*L™.

Para la preparacion del medio de cultivo se tomaron 7 botellas con 1 litro de agua
destilada, y se afiadieron 10 g*L™" de agar y otros 10 g*L™" de extracto de malta. Todas
las botellas fueron llevadas a autoclave y esterilizadas transcurridos 30 minutos a 121
°C. Tras enfriarse los medios se vertieron los fungicidas a las dosis indicadas, cada
una de ellas en una botella diferente, y a una de ellas (testigo) no se le afadio
fungicida. Estos medios fueron plagueados a razén de 15 mL en placas de Petri de 9
cm de diametro. Una vez gelificado el medio se anadio el indculo.

El inéculo consistio en cuatro suspensiones de hongo procedente de hojas infectadas
recogidas el dia anterior de un invernadero de Nijar (Almeria), que fueron diluidos
segun las siguientes razones: 10™, 102 y 10. La preparacion del indculo se realizé en
botes con 100 mL de agua destilada estéril a la que se afiadieron dos gotas de
Tween® 80. A continuacién se cogié una hoja infectada con el patégeno y con una
lanceta esterilizada se raspo el micelio del hongo del envés. Una vez que la lanceta
estuvo repleta de micelio se introdujo en uno de los botes. Se operd del mismo modo
con las cuatro hojas de tomate. Posteriormente se realizaron las diluciones con agua
destilada y esterilizada. Al final obtuvimos 4 botes con diluciones de 10™, otros 4 botes
con diluciones de 102, otros 4 botes con diluciones 107, Por Ultimo, se afiadié 1 mL de
inéculo a la placa de Petri y se extendia con asa de vidrio estéril. El proceso se
repetiria con un total de 4 placas (repeticiones) para cada medio (dosis de un
fungicida), dilucion, y procedencia del hongo (hoja infectada). Las placas se dejaron
incubando bajo luz natural durante 10 dias, tras los cuales se procedié a la lectura de
las colonias de Fulvia fulva crecidas. Se hizo una nueva lectura de las mimas placas a
las 4 semanas de la siembra para confirmar la lectura anterior.

RESULTADOS

Tanto el cobre como el extracto de canela resultaron fungicidas para Fulvia fulva,
impidiendo completamente la germinacion de los propagulos del hongo a cualquiera
de las dosis ensayadas. En el caso de la polioxina-B, solo la dosis maxima logré
reducir el nimero de unidades formadoras de colonia a la décima parte, mientras que
la dosis minima no tuvo efecto sobre el hongo. El testigo sin adicion de fungicida
reprodujo el mismo numero de u.f.c. que se inocularon. Estos resultados fueron
iguales para los 4 aislados de Fulvia fulva empleados. Mayor detalle de los resultados
se puede observar en el Cuadros 1, 2, 3y 4.

DISCUSION

Resulta clara la inhibicion de la multiplicacion del patégeno Fulvia fulva sobre un medio
nutritivo al que se afiadié el producto con base de sulfato de cobre por un lado y el de
extracto de canela por otro. Esta inhibicion responde a la muerte del hongo por parte
de dichos fungicidas, pues no se aprecié germinacion de los propagulos del hongo,
incluso después de transcurrido un mes desde la siembra del indculo, evidenciando
que no se trata de productos fungistaticos sino fungicidas. Esta respuesta plantea un
principio de eficacia de ambos productos siempre y cuando entren en contacto con las
estructuras multiplicativas del patégeno.
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CONCLUSIONES

Fulvia fulva, agente causal de la cladosporiosis del tomate, se muestra sensible al
sulfato de cobre (formulado del 19% p/v) aplicado a la dosis minima de 4 mL*L", y
también lo es para un formulado de extracto de canela a la dosis minima de 1 mL*L"
En condiciones in vitro, estas dosis resultan letales para el hongo.
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Tratamiento

Dosis

Aislado

Dilucién de
inéculo

Fulvia fulva
(U.f.c./mL)

Sulfato de
cobre

4 mL*L™"

107"

0

107

103

107

102

1073

107"

102

1073

107"

107

1073

Sulfato de
cobre

6 mL*L™"

107

102

1073

107"

102

1073

107

107

107

107

102

1073

O OO0 |0|0 00|00 |00 |0|0|0|0O|0|0|O|O|o|o|o

Cuadro 1. Multiplicacion de Fulvia fulva en medio de cultivo adicionado con Sulfato de
cobre (19% p/v).
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Cuadro 2. Multiplicacién de Fulvia fulva en medio de cultivo adicionado con extracto de

canela.

Tratamiento

Dosis

Aislado

Dilucién de
inéculo

Fulvia fulva
(U.f.c./mL)

Extracto de
canela

1 mL*L"

107"

0

107

103

107

102

1073

107"

102

1073

107"

107

1073

Extracto de
canela

2 mL*L™"

107

102

1073

107"

102

1073

107

107

107

107

102

1073

O OO0 |0|0 00|00 |00 |0|0|0|0O|0|0|O|O|o|o|o
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Cuadro 3. Multiplicacion de Fulvia fulva en medio de cultivo adicionado con polioxina-

B.
Tratamiento Dosis Aislado Dilucion de Fulvia fulva Desviacioén
indculo (U.f.c./mL) tipica
107 800 157
1 10” 48 14
107 14 9
107 686 75
2 107 65 S
. . *] -1 103 7 2
Polioxina-B 1,5 mL*L 107 612 109
3 102 86 11
107 12 1
10" 187 55
4 102 20 2
1073 4 2
107 192 87
1 1072 41 22
107 7 3
10" 133 65
2 102 28 8
. . * -1 10_3 4 3
Polioxina-B 3 mL*L 107 159 36
3 107 33 15
107 7 2
107 151 33
4 107 40 15
1073 11 6
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Cuadro 4. Multiplicacién de Fulvia fulva en medio de cultivo agar-malta.

Tratamiento Aislado Di!ucién de Fulvia fulva Des’vi.acién
inéculo (U.f.c./mL) tipica
10" 770 188
1 10° 156 16
1073 11 7
10 853 104
Ninguno 2 1072 93 15
10°° 9 4
10™ 632 200
3 10 114 14
1073 21 18




