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Efecto de la biofumigacion con repollo
sobre el control de F'usarium oxysporum
en suelo

IRIARTE, L.E.2; SOSA, M.C."; REYBET, G.E."

RESUMEN

La biofumigacion es un método alternativo al uso del Bromuro de Metilo (BrMe) para el control de patégenos
del suelo. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la incorporacion de Brassica oleracea var. capitata,
sobre la poblacion de Fusarium oxysporum, patégeno de cebolla. Se usé un DCA con un arreglo factorial
(3*3*3). Los factores utilizados fueron dosis (0, 3 y 5 kg m? de B. oleracea), concentraciones de patégeno
(3,3x102, 6,6x10° y 6,6x10* conidios g' de suelo) y fechas de biofumigacion (abril/07, agosto/07 y diciembre/07).
La variable respuesta fue el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) g de suelo. Para su recuento
se utilizé el método de dilucion en placa. Estadisticamente, se detecto interaccion entre los tres factores. La
fecha presento la mayor variabilidad. Las dosis presentaron diferencias significativas cuando el nivel de inéculo
era de 3,3x10? conidios g™ de suelo. En abril, la aplicacion de 3y 5 kg m? de biofumigante redujo la poblacion
del patdgeno con respecto al testigo, en un 71 y 82% respectivamente. En agosto no se detectaron diferencias
significativas entre las dosis con ninguna concentracion de inéculo. En diciembre, las dosis de 3 y 5 kg m=2
disminuyeron la poblacion del patdgeno en 39 y 64%, respectivamente, respecto al testigo. En mayo, utilizando
la menor concentracion de indculo, ambas dosis de biofumigante redujeron la poblacién del patégeno, alcan-
zando el 83% con 3 kg m2. La aplicacién de repollo al suelo, como biofumigante, permite reducir la poblacién
de Fusarium oxysporum cuando la concentracion de indculo no es superior a 3,3x10? conidios g™ de suelo.

Palabras claves: cebolla, Brassica, podredumbre basal

ABSTRACT

The biofumigation is an alternative control method to methyl bromide use against soil-borne pathogens. The
aim of this research was to assess the effect of cabbage (Brassica oleracea var. capitata) incorporated into the
soil against an onion pathogen population of Fusarium oxysporum. A completely randomized design with a fac-
torial arrangement (3 x 3 x 3) was used. The factors were dosage (0, 3 and 5 kg of cabbage.m?), pathogen
concentration (3,3x10?, 6,6x10° y 6,6x10* F. oxysporum conidia.g™" of soil) and biofumigation date (april/07, au-
gust/07 and december/07). The number of colony forming units (CFU).g™" of soil was chosen as response va-
riable. CFUs were counted using the plate-dilution technique. The three factors presented interaction.
Biofumigation date showed the greatest variability. Dosages showed significant differences with lowest inoculum
level (3,3x10? conidia.g™" of soil). In April, 3 and 5 kg m of biofumigant reduced the pathogen population by 71
and 82%, respectively, in comparison with the control treatment. Significant reductions in the populations of F.
oxysporum were not observed in August, but were observed in December (39% and 64%, with 3 and 5 kg m2
biofumigant dosages, respectively). Incorporation into soil of 3 kg m? biofumigant dosage against the lowest
inoculum concentration reduced the pathogen population at 83% in May. Cabbage showed biofumigant capacity
and can be an alternative or supplement for reduce F. oxysporum, when inoculum population is not higher than
3,3x10? conidia.g™ of soil.

Keywords: onion, organic amendment, Brassica, bulb rot
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INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa) es uno de los principales cultivos
horticolas de la provincia de Neuquén (Senasa, 2009).
Entre las enfermedades mas importantes que afectan tanto
al cultivo como a la calidad del bulbo durante el almacena-
miento, se destaca la “podredumbre basal” causada por Fu-
sarium oxysporum Sch. Fr. f. sp. cepae (Snyder & Hans)
(Brayford, 1996; Kiehr et al., 1996).

En las areas productoras de cebolla de la regién se ha
reportado una alta incidencia de esta enfermedad (Ruiz, et
al., 2004). En suelos altamente infestados, F. oxysporum
persiste en el suelo y en restos de cosecha. Tradicional-
mente se ha usado el Bromuro de Metilo (BrMe), biocida
de amplio espectro de accién y alta efectividad, como mé-
todo de desinfeccion del suelo de los almacigos de cebolla
(Lacy y Roberts, 1982; Kiehr et al., 1996).

La preocupacion creciente por la acumulacion de iones
de bromo y aluminio en las plantas y en la cadena alimen-
taria y su efecto sobre la salud humana, asi como las emi-
siones del gas y la destruccion de la capa de ozono, ha
conducido a la busqueda de alternativas de reemplazo del
BrMe, centradas en el desarrollo de sistemas de Manejo In-
tegrado de Plagas (MIP) (Ellis et al., 1995; Thomas, 1996;
Giuffre et al., 2000). Sin embargo, las alternativas deben
tener eficacia similar al BrMe, no impactar sobre el medio
ambiente, y ser econdmica y socialmente viables.

La biofumigacion se propone entre los métodos de desin-
feccion de suelos amigables con el ambiente (MBTOC,
1998) y consiste en la incorporacion al suelo de materia or-
ganica rica en glucosinolatos, en estado fresco o seco (Kir-
keegard y Sarwar, 1998). Kirkegaard (2004) report6 la
actividad de la enzima mirosinasa en la hidrolisis de los glu-
cosinolatos a isotiocianatos, derivados que resultan bioci-
das muy eficaces contra hongos y otros microorganismos
(Brown y Morra, 1997; Rosa y Rodriguez, 1999).

En el mundo existen antecedentes del control de F. oxys-
porum mediante la biofumigacién. En tal sentido, Zhou
(2004) reporto la reduccion en la incidencia de F. oxysporum.
f. sp. niveum en sandia (54-69%) con restos de Vicia villosa;
mientras Ramirez Villapudua y Muneke (1988) observaron
que la poblacién de F. oxysporum. f.sp. conglutinans dismi-
nuyé un 20% con 8 t.ha™' de repollo cortado y seco.

En numerosos trabajos se ha demostrado que los efectos
de la biofumigacion varian segun la humedad, la tempera-
tura, el pH y la textura del suelo, la especie vegetal, la dosis
y el modo de aplicacion (Brown y Morra, 1997; Kirkegaard,
2004). La humedad y la temperatura del suelo afectan la ac-
tividad de la mirosinasa la cual se incrementa en el rango de
20-40 °C, con una temperatura 6ptima de 37 °C a pH 7 (Al-
Turki y Dick, 2003; Stoin et al., 2009). Por otro lado, entre las
especies vegetales, el género Brassica se destaca por la alta
eficacia de los isotiocianatos volatiles que libera (Angus et
al., 1994; Brown y Morra, 1997; Zurera et al., 2007).

Teniendo en cuenta que: i) la biofumigacion se plantea
como un método alternativo para el control de patégenos de

suelo, ii) la podredumbre basal de la cebolla representa el
principal problema en la regién, iii) Brassica sp. presenta una
alta eficiencia como biofumigante; se propuso el presente
estudio cuyo objetivo fue evaluar el efecto biofumigante del
repollo a diferentes dosis y momentos de aplicaciéon sobre
Fusarium oxysporum, patdgeno de cebolla.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el periodo 2007-2008,
en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Na-
cional del Comahue (Cinco Saltos, provincia de Rio Negro,
Republica Argentina).

Aislamiento, identificacion y seleccion del patégeno.

Los aislamientos de Fusarium sp. se realizaron en agar
papa dextrosa (APD) a partir de trozos de tejidos afectados,
extraidos desde la zona de avance de la podredumbre de
plantas y bulbos procedentes de un cultivo del Departa-
mento Confluencia de la provincia de Neuquén. Los cultivos
se mantuvieron a 28 °C. Para la identificacion de la especie
de Fusarium se enviaron cultivos monosporicos de cada
aislamiento al laboratorio de Fitopatologia de la Unidad In-
tegrada INTA Balcarce. La identificacion se realizo por ca-
racteristicas culturales y microscopicas segun Booth (1971).
A efectos de seleccionar el aislamiento de Fusarium mas
virulento para los ensayos, se evaluo6 la patogenicidad (por-
centaje de semillas y plantulas afectadas) mediante la téc-
nica descripta por Valdez et al., (2004). Ademas, la
virulencia de los aislamientos de Fusarium sp., se mantuvo
mediante el mismo procedimiento anteriormente citado (Val-
dez et al., 2004).

Efecto de la biofumigacion sobre F. oxysporum en suelo

El suelo a utilizar en los experimentos se esterilizé en au-
toclave para eliminar microorganismos (Askey et al., 1963,
Windels y Kommedahl, 1975); se dejo estacionar durante
un mes para evitar los gases toxicos producidos por la de-
gradacion de la materia organica (Armstrong y Armstrong,
1975; Escande, 2007, com pers) y luego se incorporo a con-
tenedores de 25x10x10 cm.

Experimentos 2007

Inoculacién del patégeno. El suelo se inoculd con una
suspension acuosa de conidios, siguiendo el método em-
pleado por Fisher et al., (1983). Conidios de cultivos en APD
con 21 dias de edad del aislamiento de Fusarium de mayor
virulencia se cosecharon por rastrillado, se colocaron en
agua estéril y se filtraron. La suspension se ajusto a la con-
centracion deseada mediante recuento de conidios con la
camara de Thoma (Abawi y Lorbeer, 1972). Se incorporo
uniformemente 50 ml de la suspension de conidios en cada
contenedor a la concentracion determinada.

Aplicacién del biofumigante. Se dejé transcurrir un dia
entre inoculacion del patdgeno y aplicacion del biofumi-
gante. El repollo (Brassica oleracea var. capitata) al es-
tado de madurez comercial, se incorporé fresco y triturado
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a cuchillo entre 2 y 3 cm de profundidad en cada conte-
nedor. Se sell6 con polietileno cristal de 50 ym de espe-
sor para evitar la difusién de los gases producidos y
aumentar la temperatura del suelo (Askey et al., 1963;
Blok et al., 2000). Los contenedores fueron colocados en
camara con fotoperiodo constante de 12 horas de luz. La
temperatura se monitoreé con un “datta logger” (Supco
Model DIdt Dual Temperature). La duracion de la expe-
riencia fue de 30 dias.

Evaluacion del experimento. De cada contenedor se ex-
trajeron dos muestras de suelo entre 3-5 cm profundidad,
con dos réplicas. Las mismas se secaron a temperatura am-
biente, molieron y tamizaron con una malla de 80 mesh. Las
muestras se procesaron con el método de dilucion en placa
descripto por Tello et al., (1991) en el medio de cultivo de
Nash y Snyder, selectivo para Fusarium.

Diseio estadistico

El disefio estadistico fue completamente aleatorizado
(DCA), con 4 repeticiones y arreglo factorial (3x3x3), con
factores:

Dosis:
3 kg m2 de repollo (Blok et al., 2000)
5 kg m? de repollo(Kirkegaard y Matthiessen, 1999)

Testigo: 0 kg.m2 de repollo (suelo estéril con indculo)

Concentracion de patégeno:

Bajo: 2x10* conidios ml-!, (Wade, 2001)

Medio. 5,2 x10° conidios ml*!

Alto: 5,2 x108 conidios ml-'(Stadnik y Dhingra, 1994).

Fechas de biofumigacién: abril, agosto y diciembre de 2007.

Los factores: dosis de repollo y concentracién del pa-
tégeno se seleccionaron segun bibliografia debido a la
falta de datos regionales. Con dichas concentraciones
se obtuvo una poblacion de indculo inicial en el suelo de:
3,3x10% 6,6 x 10%y 6,6 x 10* conidios g™ de suelo, res-
pectivamente.

Al finalizar la biofumigacién se analizé la variable UFC del
patdgeno. Cada contenedor constituyd la unidad experi-
mental. Para poder cumplir con los supuestos (distribucion
normal y homocedasticidad), los datos se transformaron
mediante log (10) (1+numero de colonias). Se realizé
ANOVA y comparaciéon de medias mediante el Test de
Tukey con a = 0,05 (Infostat).

Experimento 2008

A partir de los resultados obtenidos en el experimento
anterior, se planted un estudio en mayo/2008, en que se
evaluo el efecto de las dosis de biofumigante detalladas
anteriormente sobre la menor concentracion de in6culo
(3,3x102 conidios g de suelo). El disefio fue DCA con tres

repeticiones. El método de preparacion de suelo, inocu-
lacién del patégeno, aplicacion del biofumigante y evalua-
cion del experimento, correspondi6 al descripto para el
ano 2007.

RESULTADOS
Aislamiento, identificacion y seleccion del patégeno

En todos los aislamientos (5) se identificé a la especie
Fusarium oxysporum como agente causal de podredumbre
basal en cebolla en la zona de Neuquén. El aislamiento FO
3161 resulto el mas patogénico. El mismo presentd una in-
cidencia del 60% (semillas y plantulas afectadas), mientras
que los otros aislamientos no superaron el 40% (datos no
presentados).

Efecto de la biofumigacién sobre F. oxysporum en suelo

Se detectd interaccion triple significativa (dosis x concen-
tracion de patégeno x fecha de biofumigacion). Debido a
que se registré un comportamiento diferencial segun la
fecha, el analisis estadistico de los datos se realizd por
fecha.

Experimentos 2007
Abril

La temperatura promedio en el suelo durante todo el pe-
riodo de realizacion de este ensayo permanecioé en 2212 °C
(figura 1).

Se detecto interaccion dosis por concentracion de pa-
tégeno. Cuando la concentracién fue de 3,3x10%conidios
g de suelo existieron diferencias significativas entre las
dosis de repollo y el testigo, y no entre dosis. La aplica-
cion de 3 y 5 kg.m? de biofumigante redujo el nimero de
UFC de F. oxysporum en un 71y 82%, respectivamente
(figura 2).

En las concentraciones de patégeno de 6,6x10° y
6,6x10* conidios g' de suelo no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis de biofumi-
gante. Sin embargo, se observé una reduccion en la po-
blacion de F. oxysporum del 48% y 38%, con 3y 5 kg m™
de repollo, respectivamente. Siempre fue menor la pobla-
cion del patégeno en los suelos biofumigados en relacion
al testigo (figura 2).

Agosto

Si bien la biofumigacion provoco una disminucion de la po-
blacion de F. oxysporum respecto al testigo, no hubieron di-
ferencias significativas en el efecto de las dosis de repollo
sobre las concentraciones de patégeno evaluadas. El por-
centaje de reduccion del numero de UFC del patégeno con
las dosis de 3y 5 kg.m? de repollo fue del 37-41% en la con-
centracion de patégeno baja; 45-54% en la media y del 45-
37% en la alta, respectivamente (figura 3). El registro de
temperaturas del suelo permitid observar una disminucion de
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Figura 1. Temperaturas medias del suelo durante la biofumigacion registradas en abril, agosto y diciembre de 2007.
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Figura 2. Efecto de la biofumigacion sobre el nimero de UFC de F. oxysporum en Abril de 2007. Concentracion de patégeno: baja
3,3x102%, media 6,6x10° y alta 6,6x10* conidios g' de suelo. Letras distintas dentro de una misma concentracién de patégeno represen-
tan diferencias significativas por el test de Tukey con a=0.05.
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Figura 3. Efecto de la biofumigacion sobre el nimero de UFC de F. oxysporum en agosto de 2007. Concentracion de patégeno: baja
3,3x102%, media 6,6x10° y alta 6,6x10* conidios/g de suelo. Letras distintas dentro de una misma concentracién de patégeno represen-
tan diferencias significativas por el test de Tukey con a=0.05.
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la temperatura a partir del décimo dia de iniciado el proceso
de biofumigacién y se mantuvo durante 5 dias (Figura 1).

Diciembre

En esta fecha se alcanzaron temperaturas del suelo ma-
yores a las obtenidas en las fechas anteriores, con un pro-
medio de 262 °C (figura 1). Se detectaron diferencias
significativas entre dosis de repollo cuando la concentracion
de patégeno fue de 3,3x10? conidios g-' de suelo. El mayor
control (64%) de la poblacion de F. oxysporum se alcanzd
con 5 kg m? de biofumigante, respecto del testigo. Con la
dosis de repollo de 3 kg m?, el control fue del 39%. En las
concentraciones media y alta de patégeno no hubo diferen-
cias significativas entre las dosis, observandose menores
valores de reduccion de UFC (5 'y 33%) (figura 4).

M 3kg.m™

B 5kg.m?

Experimento 2008

Mayo

Al evaluar el efecto de las dosis del biofumigante solo
sobre la concentracion baja del patégeno (3,3x102 conidios
g’ de suelo), se observaron diferencias significativas. La
disminucioén de la poblacion de F. oxysporum fue del 83 y
49% cuando se aplicaron 3 y 5 kg.m2, respectivamente en
relacion al testigo (figura 5).

DISCUSION

En este estudio se demostro el efecto de la biofumigacion
mediante la incorporacion de repollo (Brassica oleracea var.

B Testigo
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Figura 4. Efecto de la biofumigacion sobre el nimero de UFC de F. oxysporum en diciembre de 2007. Concentracion de patégeno: bajo
3,3x102%, medio 6,6x10°% y alto 6,6x10* conidios g™ de suelo. Letras distintas dentro de una misma concentracion de patégeno represen-

tan diferencias significativas por el test de Tukey con a=0.05.

Concentracion Baja de Inéculo
{3.3x10° conidios.g” de suelo)

4.00E+05
3.50E+05
3.00E+05

2.50E+05
2.00E+05

1.50E+05

1.00E+05 -
5.00E+04
0.00E+00

N° de UFC. g' de suelo

3 kg.m?

5 kg.rmr?

0 kg.n?

Dosis de biofumigante

Figura 5. Efecto de la biofumigacion sobre el nimero de UFC de F. oxysporum en mayo de 2008 para la concentracion de patdgeno
baja. Letras distintas representan diferencias significativas por efi Test de Tukey con a=0,05.
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Reduccion de la poblacion de Fusarium oxysporum (%)

Concentracién de DOSIS
patégeno Abr-07 Ago-07 Dic-07
{conidios.g” suelo) 3 5 3 B " 5
Bajo: 3,3 x 10° o 82 a7 41 39 B4
Medio: 6,6 x 10° 48 38 45 54 5 32
Alte: 6,6 x 10°. 54 a5 45 a7 a3 1

* Dosis de repolio: kg. m® de suelo

Tabla 1. Porcentaje de reduccion de unidades formadoras de colonias de F. oxysporum en las tres fechas de biofumigacion y en las

dos dosis ensayadas.

capitata) al suelo, sobre la poblacién de F. oxysporum, cau-
sal de la podredumbre basal de la cebolla. Una alta variabi-
lidad en el efecto de la biofumigacion se observo en los
experimentos segun la fecha de aplicacion (tabla1). Con
ambas dosis de biofumigante, en el mes de abril se consi-
guio6 el mayor control (71 a 82%) del patégeno; en el mes
de agosto, no se observaron reducciones significativas en
la poblacién; mientras que en diciembre, existieron diferen-
cias en el efecto de las dosis (5 a 64%). Estas variaciones
en los diferentes experimentos probablemente se debieron
a la temperatura del suelo, factor importante para alcanzar
una mayor eficacia en la biofumigacién (Al-Turki y Dick,
2003 y Stoin et al., 2009).

En nuestros experimentos, la temperatura de la camara
de cria fue afectada por las condiciones ambientales exter-
nas. Las temperaturas registradas en abril y diciembre se
ubicaron en el rango de temperatura descripta para la acti-
vidad de la mirosinasa (Brown y Morra, 1997; Sarwar et al.,
1998). Esto habria posibilitado la hidrolisis de los glucosi-
nolatos presentes en el repollo y la produccion alta de iso-
tiocianatos, responsables del control del hongo en el suelo.
Por el contrario, durante la biofumigacién de agosto, la tem-
peratura promedio del suelo por debajo de 20 °C pudo
haber interferido en la actividad de la mirosinasa, en la de-
gradacion de los glucosinolatos y en la liberacion de isotio-
cianatos, disminuyendo el efecto supresor sobre la
poblacion del hongo. Este efecto negativo de temperaturas
bajas sobre la biofumigacion ya habia sido reportado por
Al-Turki y Dick, en el 2003.

Por otro lado, en las tres fechas de biofumigacion, se de-
mostré que los mayores porcentajes de control de F. oxys-
porum en suelo se alcanzaron con la concentracion mas
baja de indculo inicial (3,3x10? conidios g de suelo). Esto
quedd nuevamente evidenciado en el experimento reali-
zado en mayo de 2008, en que la biofumigacion con 3 kg
m-2 de repollo, actud sobre la concentracion mas baja del
patégeno reduciendo su poblacion en un 83%.

Probablemente, en suelos de cultivos de cebolla histori-
camente afectados que presenten una mayor presion de
inoculo, se requeriran dosis de biofumigante superiores a
las utilizadas en este estudio. En este sentido, Diez Rojo y
Lopez Cepero (2008) demostraron que se necesitaron 10
kg m2 de biofumigante en una primera fase ante graves
problemas de patdgenos de suelo. Sin embargo, una vez
regulada la poblacion, las dosis se pudieron reducir a 5 kg
m=2 e, incluso, a dosis inferiores (Al-Turki and Dick, 2003;
Stoin et al., 2009).

Hasta el momento, no se han publicado estudios con las
mismas caracteristicas y condiciones de los experimentos
realizados en este trabajo. La mayor reduccion de la pobla-
cion de F. oxysporum obtenida en estos estudios, 82%
(2007) y 83% (2008), con la incorporacion al suelo de 5 kg
m-2y 3 kg m2 de repollo fresco, respectivamente, fue supe-
rior a la reportada en California (20%) con 0,8 kg m2 de re-
pollo seco (Ramirez Villapudua y Muneke, 1988).

CONCLUSIONES

- La aplicacion de repollo al suelo como biofumi-
gante redujo la poblacion de F. oxysporum, patégeno
de cebolla.

- La fecha de aplicacion de la técnica de biofumigacion
afectd su eficacia. Mayores temperaturas de suelo permi-
tieron un mayor control de la poblacion de F. oxysporum.

- La dosis aplicada de biofumigante presenté un com-
portamiento diferente segun la fecha de efectuada la bio-
fumigacion.

En las condiciones expuestas se podria considerar a la
biofumigacion con repollo como practica de desinfeccion de
suelo para almacigos de cebolla con variedades tempranas
o denominadas de dia corto en otofo.
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Dada la importancia de la “podredumbre basal” por F. oxys-
porum en cebolla, se propone estudiar la carga de indculo
en los suelos de las areas de produccion y la dosis de biofu-
migante 6ptima, a efectos de proponer a la biofumigacion
como estrategia de control sola y/o en combinacion con otras
tecnologias alternativas para el tratamiento de suelos contra
este patégeno.
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