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Estudio de la actividad bactericida y
fungicida de los metaholitos del hongo
Penicillium oxalicum Curtie et Thom

B F.J. GaRcia BREWO, A. HINOUOSA LAZARO, M.C. REAL MARTINEZ, ¥ M.P. SANTAVARINA SIURANA

NTRODUC N

En los dltimos arios esté habiendo un
importante avance en el descubrimiento
de nuevos productos quimicos que po-
seen iologicas

n este trabajo se ha realizado un estudio general de la activi-
dad bactericida y fungicida de los metabolitos producidos por
el hongo Penicillium oxalicum Currie et Thom con vistas a po-
der utilizar este organismo en el control bioldgico frente a pla-
gas que afectan a la agricultura. Se han analizado tanto los exiractos

¥ que nos permiten utilizarlos como pla-
‘guicidas agricolas o como antibicticos o
antifingicos. Son muchos los trabajos de
investigacion que ponen de manifiesto la
eficacia de los hongos como agentes de
biocontrol frente a microorganismos que
causan enfermedades en [0 cultivos (AL-
TOMORE & BOTTALICO, 1992; DE CAL y col.,
1995 y 1997; Van DRIESCHE & Emows

obtenidos a partir del caldo metabdlico como los procedentes del mi-
celio. Para ello se han seguido los siguientes pasos: 1. Cultivo del hon-
go y oblencion de los extractos procedentes del caldo metabdlico y del
micelio; 2. Deteccion previa, mediante test de antibiosis, de la activi-
dad antibictica de los extractos obtenidos; 3. Estudio de la actividad
bactericida de tales extractos; y 4. Estudio de la actividad fungicida de

los mismos.

1996; ABADIAS, 2000; col,
2000). Actualmente, productos obtenidos
a partir de microorganismos estan siendo
empleados como plaguicidas (fungicidas,
bactericidas, insecticidas y herbicidas) en
Ia proteccion de 10s cultivos (CROMBIE,
1999; MARRONE, 1999; YAMAGUCH), 1992).

Uno de los hongos que se utilza en la
actualidad para el control bioldgico de en-
fermedades de origen fiingico es el Peni-
cillum oxalicum Currie et Thom. Este hon-
go es una de las especies de mayor dis-
tribucion y més ubicua de todos Ios Peni-
cillium. Se considera como un represen-
tante normal de la microflora dil suelo (PITT
& Hockine, 1999) sele con-

bre

tividades antibioticas se realizaron unos

que son suscepti-
bles de ser or i
oxalicum Currie et Thom.

Material y métodos

Organismos empleados

ensayos mediante el Test de
Antibiosis o de Wickerham, segun el pro-
cedimiento clésico. Para ello, se sembro
por estria una suspension de esporas del
hongo en un lado de la placa (@ modo de
cuerda de circunferencia) y se inoubo a
28°C durante 4-5 dias, a fin de permitir

La especie utiizada es
licum Currie et Thom que fue aislada de
una muestra de maiz nacional proceden-
te de un almacén de grano de Ia ciudad
de Valencia en el ano 1994. Los microor-
ganismos que se emplearon en los dife-
rentes bioensayos para la determinacion

sidera como ecoldgicamente competen-
te para ser utilizado en el control biologi-
co de plagas (PASCUAL y col., 1997)

Diferentes trabajos han demostrado
que Penicillium oxalicum Currie et Thom
controla la fusariosis vascular indlucioa por
Fusarium oxysporium . sp. lycopersici (D&
Caty col, 1995, 1997 y 1999). Se ha de-
mostrado que Penicillium oxalicum Currie
et Thom reduce la marchitez causada por
Fusarium oxysporium 1. sp. lycopersici en
plantas de tomate en invernadero, tanto
en suelo natural como en suelo estéril sin
haber disminucién de la poblacion de Fu-
sarium en la rizosfera (DE CAL y col., 1997
y 1999

En este trabajo se aportan datos so-
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de las bactericida y fungicida
procedian de la Coleccion Espariola de
Cultivos Tipo (CECT)

Se han empleado 16 cepas bacteria-
nas y 21 cepas fungicas para estudiar la
potencial actividad bactericida y fungici-
da de los extractos obtenidos a partir del
caldo metabdlico y del micelio de Peni-
cillium oxalicum Currie etThom

Las c antuvie-

ol creci del hongo y la

de antibidtico. Después se sembraron por
estria cruzada los organismos prueba
(bacterias), y se incubaron a su tempe-
ratura optima (30-35°C) durante 24 h pa-
ra permitir su desarrollo. Finalmente, se
observd si se habia producido inhibicion
del crecimiento de los organismos prue-
ba. Se considers que se habia producido
inhibicién cuando la distancia entre hon-
goy bacteria era de 2 cm o més.

Las bacterias ensayadas en este bio-
ensayo fueron Erwinia amylovora (CECT
222), Erwinia carotovora (CECT 314),
Pseudomonas syringae (CECT 4391),
Pseudomonas syringae (CECT 4394),
ECT 125),

epas
ron en agar nutritivo (AN) y sardo e
(CN) mientras que las fingicas en agar
patata glucosada (PDA).

Ensayos preliminares

Para detectar la posible presencia de
metabolitos secundarios fiingicos con ac-

Vg

Pseudomonas fluorescens (CECT 378),
Agrobacterium tumefaciens (CECT 90),
Xanthomonas campestris (CECT 97), Ba-
cillus subtilis (CECT 35), Bacillus cereus
(CECT 198), Escherichia coli (CECT 45),
Serratia marcescens (CECT 159), Staphy-
lococeus aureus (CECT 59), Clavibacter
michiganensis spp. michiganensis (CECT
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790) y Clavibacter michiganensis spp. se-
pedonicum (CECT 791) y Streptomyces
albus (CECT 193).

n de extractos fun,

El hongo se sembré en tubos de agar
inclinado de PDA, y se incub a 28°C du-
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TABLA 1

con el test d Como se
observa, en general, Ia actividad bactericida del hongo no es, en general, muy alta.
En muchas baterias apenas se produce inhibicion de su crecimiento, mientras
que en otras (B. subtilis, S. aureus, E. coliy S. albus) la inhibicion es algo mayor.
Sin embargo, en ningtin caso se produjo una inibicion completa del crecimiento
() Cade valor es media de § medidas. NIz No inhibicidn

Thom:

rante 102 semanas. Transourrido el tiem- | | [ooce o e valor
po de incubacion, los cultivos se agitaron T mecioon e
con 5 m de agua destilada més Tween 80 fagiens
(0.05%) estéri hasta obtener suspensio- | | (B20lls cerss (CECT 105) 2ee1s
nes de conidios d 1x L ST ;
10" conidios/mi confados en céimara co e CReT )
Enwinia amylovora (CECT 222) +1.1
S matraces Erwinia camlovora (CECT 314) 202
de 500 ml de capacidad con 100 ml de Ji(CECT 45 1.4
medio de cultivo cada uno de ellos. El me- (CECT 378 %
dio de cultivo empleado fuer el caldo Pa- rum (CECT 125 S
tata Glucosada. Cada matraz se inoculo Eg 2331) &
con 1 ml de la suspension de conidios y 2
se incubo durante 14 dias & 28°C. Serralla marcoscons (SECT159) A2
Transcurrido el tiempo de incubacion, s aureus (GRCT 50 B
se procedi6 en cada matraz a Ia separa- I s

cién del micelio y del caldo

mediante filracion a través de papel What-

n n° 4. Cada caldo se llevé a un em-
budo de decantacion y se le practicaron
3lavados con 50 ml de diclorometano, re-
cogiendo la fase inferior en un matraz de
250 ml. Estos extractos de diclorometano
(C-DCM) se concentraron en rotavapor y
se secaron bajo fuente de nitrégeno.

Los micelios obtenidos fueron seca-
dos en estufa y posteriormente sometidos
a extraccion en un equipo Soxhlet, primero
con diclorometano (DCM) y, en una se-
gunda extraccion, con metanol (M). Se ob-
tuvieron asf dos tipos de extractos: M-DCM
¥ M-M

Poslenormeme todos. \os extractos ob-
tenidos

TABLA 2

Metanol) obtenidos a parllr de los cult oxalicum
Currie et Thom. Los discos contenian 100 g de extracto. Los resuuados mues-
tran una actividad bactericida escasa frente a las bacterias ensayadas. S6lo en al-
gunos casos (8. subtilis, E. amylovora, E. cof, S. aureus y S. albus) aparecen halos
de inhibicion superiores a 10 mm, lo que nos indica una actividad bactericida inter-
media. En cualquier caso, las mayares actividades aparecen en los extractos obte-
nidos a partir del caldo metabolico, lo que nos indicaria que es debida a sustancias
extracelulares liberadas por el hongo en su crecimiento. () En cada columna so indican los

de Ios extractos. Cada valor s media de 3 medidas. El valor NI indica qua no ha habido inhibicion.

Especie bacteriana

atolons & on mezela de ambos segin la
solubilidad del extracto en cuestion.

Determmm::on de la actividad bac-

imefaciens (CECT 90)
53)

i ECT 1
acillus sublilis (CECT 35)

(CECT 790) I
janensis spp. (CECT 791 I
inia amylovora (CECT 222)

a de los fngicos.

El método consiste en medir la inibi-
ci6n del crecimiento bacteriano, impreg-
nando alicuotas de los diferentes extrac-
tos en discos de papel. El medio emplea-
do para los ensayos fue el Agar Nutriti-
vo. Las bacterias ensayadas Erwinia amy-
lovora (CECT 222), Erwinia carotovora
(CECT 314), Pseudomonas syringae
(CECT 4391), Pseudomonas syringae

1vinia carotovora (CECT 314
i

P rum (CECT 125)
=

Pseudomona:
Serrat

(CECT 159), Slaphy(ococcus aureus | procedi a la inoculacion por vertido de

(CECT 4394),
rum (CECT 126), Pseudomonas IluoreSr
cens (CECT 378), tumefa-

(CECT 59), CI

i 0.5 ml de suspension bacteriana junto con
michiganensis (CECT 790}y Clavibiagter

20 ml de Agar Nutritivo en placas Petri.
Tras la lel medio se colo-

ciens (CECT 90), campes-

SPP.
791)y albus (CECT 193) se

tris (CECT 97), Bacillus subtilis (CECT 35),
Bacillus cereus (CECT 193), Escherichia
coli (CECT 45), Serratia marcescens

caron sobre su superficie discos previa-
mente impregnados con los diferentes ex-

hicieron crecer en caldo nutritivo duran-

te 24 h a la temperatura adecuada para
cada una de ellas. Tras la incubacion se
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tractos !ung\cos (C-DCM, M-DCM y M-),
previamente redisueltos a una concentra-
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extractos (C-DCM: Caldo con
lorometano; M-M: Micelio c:

umanol) obtenidos a parti lium oxalicum
Cu £ Thom. Los discos contenian 100 jg de extracto. Los resultados nos
iccian na gran actividad fungicida frente a ciertos hongos y escasa o nula fren-
te a otros. Observamos como frente a Fusarium oxysporium spp lycopersiciy Fusa-
rium oxysporium spp gladiol, esta actividad es muy alta, mientras que frente a Fu-
sarium oxusporium spp niveumy a Botrytis aclada es algo menor. No muestra acti-
vidad funguicida frente a las cepas de Penicilium, Alternaria, Cladisporium, Colle-
trotrichum'y Trichoderma ensayadas. En cualquier caso, se observa como los valo-
res mas altos se obtienen con los extractos metanslicos procedentes del micelio.

cada columna se indican los valores corraspondientes a los halos de inhibicion (diametro en mm)
/o8 discos con cada uno de los exiractos. Cada valor os media de 3 medidas. El valor NI
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Resultados y discusion

Deteccion de la act
tica de las distintas cepas fingi-
cas aisladas (Test de Wickerham).

Como se observa enla Tabla 1, la ac-
tividad bactericida del hongo no es, en
general, muy alta. En muchas bacterias
apenas se produce inhibicion de su cre-
cimiento, mientras que en otras (8. sub-
iis, E. coli, S. aureusy S. albus) la inhibi-
cion es algo mayor. Sin embargo, en nin-
gtin caso se produjo una inhibicion com-
pleta del crecimiento.

ci6n de 10 pg/u. Para cada extracto se
emple6 una concentracion de 100 mg, res-
pectivamente, por disco. Todas las prue-
bas se realizaron por triplicado y con sus
blancos correspondientes.

Las placas se incubaron a la tempe-
ratura 6ptima para el crecimiento de ca-
da bacteriay la lectura se realiz6 después
de 24 h, midiendo el halo de inhibicién pro-
ducido.

Determinacién de la actividad fun-
a de los extractos fingicos.

Elmétodo, similar al anterior, consiste
en medir la inhibicién del crecimiento fan-
gico. Los ensayos se realizaron con los si-
guientes hongos Ft

(CECT 2107), Cladosporium cladosporoi-
des (CECT 2110), _Penicillium digitatum
(CECT 2954), Penicilium itelicum (CECT
2294), Aspergillus niger (CECT 2915),
Colletotrichum fragariae (CECT 20121), Ak
temaria alternata (CECT 2662), Atternaria
solani (CECT 2097), Bolrytis aciada (CECT
2851), Trichotecium roseum (CECT 2410),
y Paecilomyces variotii (CECT 2983), y el
medio empleado fue el PDA. Los hongos
ensayados se hicieron crecer en PDA du-
rante 4 dias a 25°C, y a partir de estos cul-
tivos, se prepararon suspensiones de es-
poras; inoculdndose, por vertido, 0.2 ml
de estas suspensiones en placas Petri con
20 ml de PDA. Solidificado el agar se co-
\ocawn enla superficie del mismo los dis-

conlos ex-

e o) Estudio de la actividad bacteric
Allernaria allomata (CECT 2662) NI NI ] da de los extractos fingicos.
T olani (CECT 2997) NI NI I
CECT 2915) N NI i Los exractosfingicos seleccionados
ECT 2851 10.6+0.3 7.3£02 11.0£02 te a las 16 bacte in-
7 ECT2110] i 1 ] {erormante sePaladas. Los resuados ob-
Cladosporium cucumerinum (CECT 2107) Il 1] Il tenidos se muestran en la Tabla 2. Estos
ECT 20121 ] ] ] resultados muestran una actividad bacte-
CECT2150) + 503 2% ricida escasa frente a las bacterias en-
oll (CECT 2867) 0 £ 0. 1204 sayadas. S6lo en algunos casos (B. sub-
j(CECT2868) £ 1402 t || | tiis, €. amylovora, , E. coli, S. aureus'y S.
adiol (CECT 2659 XH K albus) aparecen halos de inhibicion su-
fadioli (CECT 2870) _ £0. Ak periores a 10 mm, lo que nos indica una
HCECT2715) | 19349 120 actividad bactericida intermedia. En cual-
sici (CECT 2666) .120. .0.£0. .0£02 || | g ier caso, las mayores actividades apa-
Fusarks hreum (0501 200 3208 10 0292 1| | recen en los extractos obtenidos a pariir
£ ; W——)— Sos02 ¥ del caldo metabdlico, lo que nos indicaria
Peecionyoes VEM——J*, Ceor 2553 >1| | que es debida a sustancias extracelula-
(CECT 2054 res liberadas por el hongo en su creci-
itlicum (CECT 2204) miento.
S eeteci rossum (CECT 2410

Estudio de la actividad fungicida
de los extractos fiingicos.

Para estudiar la capacidad fungicida
de los distintos extractos flngicos se en-
sayaron éstos frente a diversos hongos,
algunos de ellos productores de micoto-
xinas y olros importantes patégenos ve-
getales. Las 21 cepas fungicas emplea-
das fueron las descritas en el apartado de
Material y Métodos.

Los resultados obtenidos se recogen
enla Tabla 3. Estos nos muestran una gran
actividad fungicida frente a ciertos hon-
gos y escasa 0 nula frente a otros. Ob-
servamos como frente a Fusarium oxys-
porium spp lycapersici'y Fusarium oxys-
porium spp gladiol esta actividad es muy
alta, mientras que frente a Fusarium oxus-

spp
lycopersici(CECT 2715y CECT 2866), Fu-
sarium oxysporium spp gladioli (CECT
2867, CECT 2868, CECT 2869 y 2870), Fu-
sarium oxysporium spp niveum (CECT
2368 y CECT 2871), Fusarium graminea-
rum (CECT 2150), Fusarium solani (CECT
20232), Cladosporium  cucumerinum
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acios fingicos. Para cada extracto se
empled la concentracion de 100 pg. To-
das las pruebas se realizaron por triplica-
doy con sus blancos

niveumy a Botrylis aclada es
algo menor. No muestra actividad fungui-
cida frente  las cepas de Penicillium, Al
ternaria, Cladisporium, CDI/eIromchum y

Las placas se incubaron a 26°C y la
lectura se realizo alos 5 dias, midiendo el
halo de inhibicién producido.

En cualquier ca-
50, se observa como los valores mas al-
tos se obtienen con los extractos meta-
nolicos procedentes del micelio.

@ PHYTOMA Espafia * N° 132 OcTusae 2001



23% ]ornadas de Productos thosamtamos

BIBLIOGRAFIA

ABADIAS, M.I. 2000. Bases per a fa formu-
laci6 de I'agent de biocontrol Candida
sake CPA-1. Tesis doctoral. Escola
Técnica Superior dEnginyeria Agraria,
Universitat de Lleida.

ALTOMORE, C. & BOTTALICO, A. 1992. A to-
xicological approach to a biocontrol of
plant pathogens by Trichoderma. Bu-
lletin OILB/SROP 15: 88-90

CroMBIE, L. 1999, Natural product che-
mistry and its part in the defence
against insects and fungi in agricultu-
re. Pesticide Science. 55 (8): 761-774.

D CaL, A., PASCUAL, 5., LARENA, |. y MeL-
GAREJO, P. 1995. Biological control of
Fusarium oxysporium 7. sp. lycopersi-
ci. Plant pathology. 44(5): 909-917.

DE CAL. A., PASCUAL, S. y MELGAREJO, P.
1997. Involvement of resistance in-
duction by Penicillium oxalicum in the
biocontrol of tomato wil. Plant Patho-
logy. 46(1): 72-79.

DE CAL, A, GARCIA-LEPE, R., PASCUAL, S. y
MELGAREJO, P. 1999, Effects of timing
and meted of application of Penicillum

oxalicum on efficacy and duration of
control of Fusarium wilt of tomato. Plant
Pathology. 48(2): 260-266.

MARRONE, P.G. 1999, Microbial pesticides
and natural products as alternatives.
Outiook on Agriculture. 23(3): 149-154.

PASCUAL, S, RICO, J.R., DE CAL, A. y MeL-
GAREJO, P. 1997. Ecophysiological fac-

PHYTOMA

tors affecting growth, sporulation and
survival of the biocontrol agent Peni-
cillum oxalicum. Mycopathologia.

139(1): 43-50.

PiTT, J.L., & HOCKING, A.D. 1999. En “Fun-
giand Food Spoilage”. 2 ed. Aspen
Publishers, Inc. ISBN. 0-8342-1306-0

SANTAMARINA, M.P., SANZ, I., ROSELLO, J. &
VARG, J. 2000. Deteccion y aislemien-
to de metabolitos del hongo Tricho-
derma harzianum Rifai con actividad
bactericida y /unglclda Phytoma Es-
pana. 122: 5

VAN DRIESCHE, R. e & BELLOWS, T.S. 1996.
Biological Control. Chapman & Hall
New York.

YAMAGUCHI, |. 1992. Natural products as
agrochemical and leads. Extended
Summary SCI Pesticide Group Sym-
posium. Novel approaches in agro-
chemical research lll. Pestic Sci. 35:
391-302.

Departamento de Biologia Vegetal.

Escuela Universitaria de Ingenieria

Técnica Agricola de la Universidad
Politécnica de Valencia.

Con la partid

Enfermedades de las cucurbitaceas en Espaiia

aimportancia econémica de las enfermedades en el cultivo de melén, san-
dia, pepino, pepinillo, calabaza o calabacin, entre otras cucurbitéceas, mo-
tivé a la Sociedad Espaiiola de Fitopatologia a dedicar a este tema la primera
de una serie de monografias.

ion de 27 6!

e ilustrada con mas de

200 fotografias a color de todas las enfermedades descritas para su identifica-
cién (detallada descripcién del agente casual, sintomas, epidemiologia y con-
trol), esta obra pretende presentar de una forma clara las enfermedades de es-
tas cucurbitéceas detectadas hasta ahora en Espafia.

Una monografia a la que se le ha dado un cardcter divulgativo de manera

Enfermedades de las Cucurbitaceas en Espafia

155 péginas

209 fotografias a color que pueda servir de consulta a un piiblico amplio, desde técnicos y agriculto-
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