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RESUMEN
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Bajo condiciones normales de campo, las plantas de cultivo interactiian con un gran nimero de factores
bidticos y abidticos que condicionan sus limites de productividad constituyéndose muchas veces en factores
estresantes que desvian el Optimo vegetal. Este articulo evalu¢ la sensibilidad de las plantas de tomate a estrés
inducido por sales de NaCl y el hongo Fusarium oxysporum (Orden Hypocreales, Familia Nectriaceae) bajo
condiciones de invernadero. Se realizo una fase de aislamiento e identificacion del hongo en laboratorio,
y luego fue inoculado en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) (Familia Solanaceae) variedad
Calima. Las plantulas fueron sembradas en materas con sustrato tierra cascarilla de arroz estéril y 15 dias
después del establecimiento, se iniciaron los tratamientos con sales 20, 40 y 80 mM de NaCl de manera
gradual, hasta que se completara la dosis para cada tratamiento. El testigo se regd inicamente con agua. 110
dias después de la siembra, se evalud la biomasa seca, se midio la clorofila con un clorofilémetro, el area
foliar y la conductividad eléctrica en solucion del suelo con un conductimetro. El peso seco total, el area
foliar, indice en la concentracion de la clorofila se redujeron a medida que aumentaba concentracion salina y
el efecto del hongo. El peso especifico foliar, la eficiencia en el uso del agua y la conductividad eléctrica fue
mayor en las plantas afectadas por los dos factores. La aplicacion simultanea de los dos factores estresantes,
Fusarium oxysporum 'y la concentracion de NaCl, incrementaron el efecto de cada uno de ellos e indujeron
un mayor nivel de estrés en las plantas de tomate variedad Calima.
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Under normal field conditions, crop plants interact with a large number of biotic and abiotic factors that
condition their productivity limits, often constituting stress factors that deviate the plant optimum. This
article evaluated the sensitivity of tomato plants to stress induced by NaCl salts and the fungus Fusarium
oxysporum (Order Hypocreales, Family Nectriaceae) under greenhouse conditions. A phase of isolation
and identification of the fungus was performed in the lab, and then it was inoculated into tomato seedlings
(Solanum lycopersicum L.) (Family Solanaceae) variety Calima. Seedlings were seeded in pots with sterile
rice husk soil substrate and 15 days after establishment, treatments with 20, 40 and 80 mM NaCl salts were
started gradually, until the dose was completed for each treatment. The control was only watered with water.
110 days after sowing, the dry biomass was evaluated, the chlorophyll was measured with a chlorophyllometer,
the foliar area and the electrical conductivity in soil solution with a conductimeter. The total dry weight, the
leaf area, the chlorophyll concentration index were reduced as saline concentration increased and the effect
of the fungus. Foliar specific weight, efficiency in water use and electrical conductivity was higher in the
plants affected by the two factors. The simultaneous application of the two stressors, Fusarium oxysporum
and the concentration of NaCl, increased the effect of each of them and induced a higher level of stress in
tomato plants Calima variety.

*Corresponding author.
E-mail address: adtovar@sena.edu.co

(Ana Delfina Tovar-Quiroz)

Peer review is the responsibility of the Universidad Francisco de Paula Santander.
e | his is an article under the license CC BY-ND



Introduccion

La salinizacion del suelo no puede ser tan dramadtico
y perjudicial como un terremoto o un deslizamiento
de tierra a gran escala, pero si representa un riesgo
ambiental severo [1], que causa la degradacion del suelo
en zonas aridas y semidridas con bajas lluvias y alta tasa
de evapotranspiracion alrededor del mundo [2] [3], lo
que hace de este uno de los problemas mas serios que
enfrentan las tierras cuando se trata de agricultura [4] [5],
lo que haproducido el abandono de tierras y ladisminucion
de areas agricolas productivas hasta en un 30% de la
capa arable [6] [7] [8 [9]. Un suelo es considerado salino
cuando los valores umbrales de conductividad eléctrica
supera los 4 dS/m, lo que genera una presion osmotica
aproximada de 0.2 MPa [10].

El estrés salino afecta cada aspecto de la fisiologia y
metabolismo de la planta y especificamente la toxicidad
por sodio (Na+) es uno de los factores de estrés ambiental
mas perjudicial que afecta el crecimiento y productividad
de los cultivos en todo el mundo [11] [12] [13 [14], debido
a que disminuye la habilidad de absorber agua y una vez
el Na+ y el cloro (CI-) son absorbidos por la raiz en altas
cantidades, ambos afectan negativamente el crecimiento,
pues afectan los procesos metabdlicos y disminuye la
eficiencia fotosintética [10] [15] [9]

El tomate es un cultivo moderadamente tolerante a la
salinidad del suelo [16] asi como del agua de riego, sin
embargo su germinacion y produccion pueden verse
afectadas hasta en un 50% bajo condiciones salinas
de 8 dS/m (aproximadamente 80 mM) [17] [18] [19].
Concentraciones de 80 mM afectan drésticamente a las
plantas e inclusive en 35 mM de NaCl se afecta el uso
eficiente del agua [20] debido a que la concentracion de sal
conlleva al desequilibrio osmético entre la zona radicular
de la planta y el suelo, lo que produce disminucion en la
absorcion de agua y por lo tanto de nutrientes minerales
como K+, Ca2+, nitratos y fosfatos [21]. Fusarium
oxysporum es uno de los géneros de hongos del suelo mas
estudiados, debido a los graves dafios, dificil control y
pérdidas severas que la enfermedad provoca en cultivos
econoémicamente importantes [22] [23]. En el presente
estudio dos factores fueron considerados para evaluar
la correlacion de diferentes variables fisiologicas en
respuesta a la salinidad de las plantas de tomate.
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Materiales y Métodos

El aislamiento del hongo F. oxysporum se realiz6 a partir
del tallo de plantas de tomate chonto que presentaban
los sintomas propios del marchitamiento vascular. Una
vez obtenido el hongo, se identifico por comparacion
de las estructuras reproductivas siguiendo el manual de
laboratorio para Fusarium [26]. Las plantulas de tomate
fueron inoculadas con el hongo, trasplantadas en materas
con 3 kilos de sustrato tierra-cascarilla de arroz estéril y
mantenidas en condiciones invernadero. Después de la
siembra, las plantulas fueron regadas 3 veces por semana
y al final del ensayo se calculo la cantidad de agua total
consumida por planta, dato necesario para calcular la
Eficiencia en el Uso del Agua (WUE). La adicion de
NaCl se inici6 15 dias después del trasplante de manera
gradual a cada matera, cada 8 dias se adicionaba sal en la
periferia de la planta hasta finalizar la dosis establecida
para cada planta por tratamiento.

110 dias después de iniciados los tratamientos con sales,
se determino el indice de concentracion de clorofila en
todas las hojas de la planta con un clorofilometro CCM-
200 plus. A lo largo del ensayo se fue recogiendo la
biomasa defoliada, de la cual se obtuvo su peso y el area
foliar. Los datos de fitomasa seca se obtuvieron secando
por separado raices, tallos-peciolos, frutos y hojas, en
mufla a 85°C por 48 horas. Estos datos se usaron para
calcular el peso seco total por planta, el peso especifico
(peso seco total de hojas/area foliar total), la eficiencia
agrondmica en el Uso del Agua (peso seco total planta/
litros de agua consumida). El peso seco total incluye
tanto la biomasa verde seca como la necromasa seca. La
conductividad eléctrica (CE) se determind en extracto
de saturacion y se midio la CE con un conductimetro
JENWAY modelo 470.

En este estudio se utilizd un disefio experimental con dos
factores: el hongo F.oxysporum con un nivel (1x105 (ufc/
ml)) y la salinidad con 4 niveles: 0, 20, 40, 80 mM de
NaCl. Se utilizaron 8 tratamientos: un testigo absoluto,
un testigo solo con hongo, tres tratamientos con solo
NaCl y tres con NaCl mas F. oxysporum, cada uno con
diez replicas para un total de 80 plantas destinadas para
el experimento con NaCl y F. oxysporum. Los resultados
obtenidos en el ensayo fueron sujetos al andlisis de
varianza para comprobar la significancia de la respuesta
a los tratamientos el cual fue seguido por la prueba de
Tukey (P<0,05).
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Resultados y Analisis

Los primeros sintomas observados en las plantas del
ensayo fueron clorosis, marchitamiento y caida de
hojas. La materia seca de las hojas necrosadas aumento
significativamente con la concentracion de NaCl y la
presencia F. oxysporum. Este porcentaje aumento 7,12%
en las plantas con 80 mM y el hongo comparado con las
plantas testigo inoculadas (Figura 1).

Resultados y Analisis
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Figura 1. Materia seca hojas necrosadas de plantas de tomate S. Ilycopersicum 1. cv.
calima sometidas a sales de NaCl y F. oxysporum . Fuente: Autor.

La senescencia foliar es considerada uno de los factores
mas limitantes en la productividad de plantas bajo estrés
salino causada por la acumulacion de iones toxicos en las
hojas [27], por cambios en las relaciones hormonales que
regulan este proceso [28] especialmente la disminucion
en el transporte de citoquininas desde las raices a los
brotes y el aumento de ABA en las hojas [29], debido
a la deficiencia de potasio que puede ser atribuida a la
absorcion y movilizacion de potasio en las raices mas
que a la sensitividad de los brotes por este ion [30], por
factores ambientales especialmente la deshidratacion,
temperatura y la respuesta hipersensitiva de defensa a
patégenos incluyendo acumulacion de acido salicilico y
especies de oxigeno reactivo [28].

Las lesiones salinas son debidas a la acumulacion de
Na+y Cl- en las hojas que transpiran excesivos niveles
de sal, por encima de la habilidad de las células para
compartimentar estos iones en la vacuola, los cuales se
van acumulando en el citoplasma inhibiendo la actividad
enzimatica o ubicandose cerca a la pared celular
causando deshidratacion celular (Munns, 2002). En este
caso la caida de hojas fue probablemente influenciado
por la acumulacion de iones toxicos en la lamina foliar y
la colonizacion micelial del hongo en el sistema vascular
de raices y tallos, corroborado por los primeros sintomas
visibles de la enfermedad como el amarillamiento de
las hojas maduras, seguido de un encrespamiento bajo
[32]. Estos sintomas se incrementaron con la adicion
gradual de NaCl, lo que sugiere que el estrés abidtico es
el comienzo y severidad de muchas enfermedades [33].

El area foliar totales la sumatoria del area foliar verde y el
area foliar necrosada, para el cual el analisis de varianza
mostré diferencias significativas para la interaccion entre
la concentracion de NaCl y el hongo F. oxysporum.
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Figura 2. Area foliar total de plantas de tomate S. lycopersicum 1. cv. calima sometidas
a sales de NaCl y F. oxysporum. Fuente: Autor.

El incremento en la salinidad disminuye la produccion
en los cultivos por la reduccion del crecimiento foliar y la
induccion de la senescencia de las hojas, lo que limita la
capacidad de fotosintesis total y la posibilidad de generar
mas crecimiento de la biomasa cosechable, sin embargo
esta respuesta provee un mecanismo de defensa contra
el estrés salino [10] [34]. [35] encontraron que el area
foliar se desarroll6 rapidamente después del trasplante y
luego el crecimiento y el area foliar disminuyeron debido
a la senescencia y caida de las hojas con el aumento de la
salinidad. En este estudio, el area foliar total disminuy6
linealmente con la salinidad debido posiblemente a
la disminucion del crecimiento foliar (Figura 2), al
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retraso en la apariciéon y desarrollo de nuevas hojas
[36] y al aumento de la caida de hojas a medida que se
iba completando la concentracion de sal en el suelo de
las materas; sin embargo, hojas nuevas se produjeron
a medida que hojas maduras morian y esta superficie
fotosintética fue suficiente para que la planta entrara a la
fase reproductiva.

Aunque algunas veces los cambios estimados en
el contenido de clorofila estan relacionados con la
fotosintesis, la concentracion de clorofila no siempre es
directamente proporcional a la tasa fotosintética de la
planta [37] sino utilizado como indice del dafio hecho
sobre el aparato fotosintético bajo condiciones salinas.
En este sentido [38], encontrod que las plantas de tomate
(S. lycopersicum L.) disminuyeron el contenido de
clorofila en CE 8,9 dS/m debido a una mayor actividad
degradativa de la enzima clorofilasa la cual puede inhibir
su biosintesis y consecuentemente perturbar el proceso
fotosintético bajo condiciones de estrés.
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Figura 3. Indice de concentracion de clorofila en tomate S. lycopersicum 1. cv. calima
sometidas a sales de NaCl y F. oxyspurum. Fuente: Autor.

Los patogenos también interfieren de manera directa
sobre la fotosintesis [39] [40] y se manifiesta en clorosis,
lesiones necroticas foliares, reduccidn en el crecimiento
y la produccion de frutos; en plantas infectadas
por patégenos vasculares los estomas permanecen
parcialmente cerrados, se reduce la clorofila y Ia
fotosintesis se detiene incluso antes de que la planta se
marchite por completo [41]. Sin embargo, en plantas de
tomate (L. esculentum Mill. cv. Bonny Best) inoculadas
con el hongo F. oxysporum £. sp. Lycopersici, el contenido
de clorofila aumento6 hasta igualar a las plantas testigo
[39]. En este trabajo de investigacion, las plantas de
tomate variedad Calima inoculadas con F. oxysporum, la
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clorofila total (CCI) disminuy¢ significativamente (Figura
3) y el CCI también fue medido en hojas aparentemente
asintomadticas, de lo cual podemos inferir que el grado
de estrés inducido por la salinidad y F. oxysporum es
de tipo sinergistico [42], es decir que el resultado de los
dos factores NaCl y F. oxysporum juntos es mas grande
que la suma de los efectos de ambos factores cuando son
aplicados separadamente sobre las plantas de tomate
variedad Calima.

LaConductividadeléctrica(CE)aumentd progresivamente
con la concentracion de sal en presencia del hongo
(Figura 4) como resultado de la interaccion de un nimero
complejo de procesos fisicos y quimicos. Fisicos cuando
las sales afectan negativamente la estructura del suelo
(compactacion) y no permite la liberacion y dispersion de
exudados producidos por las raices y el patégeno, como
azucares, aminoacidos, fenoles, flavonoides, reguladores
de crecimiento, taninos, ni de las sales, por lo tanto la
CE tiende a aumentar debido a la inmovilizacion de las
sales en el perfil del suelo en condiciones invernadero.
Es asi como [35] regd plantas de tomate (L. esculentum,
variedad ELKO 190) con soluciones salinas con CE de
2.3y 3.6 dS/m, y al final del ensayo la conductividad del
suelo fue de 4.5 y 6.4 dS/m respectivamente.
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Figura 4. Conductividad eléctrica del extracto de saturacion del suelo de plantas de
tomate S. lycopersicum 1. cv. calima sometidas a sales de NaCl y F. oxysporum. Fuente:
Autor.

Las plantas y los microorganismos del suelo responden
a la afectacion de las relaciones hidricas producidas por
el estrés salino y la sequia mediante la activacion de
respuestas complejas como el incremento en la produccion
de osmolitos, los cuales modifican el potencial de soluto
y el potencial matricial, y es en este ultimo en el cual
el hongo aumenta la concentracion de osmolitos, los
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cuales estuvieron correlacionados con el desarrollo de
subsecuentes sintomas de marchitamiento y desecacion
de plantas de tomate antes de la muerte bajo condiciones
salinas [43]. Por lo tanto, la mayor CE en presencia de
F. oxysporum es este estudio posiblemente fue debido
por un lado a la inmovilizacion de las sales en el suelo y
por otro a la exudacioén de osmolitos. Por lo tanto si se
disminuye o cesa el transporte de agua, la sal no pasa a
través de la corriente transpiratoria, y parte de los iones
permanecieron en el sustrato suelo.

Por otra parte, las plantas de tomate fueron mas
eficientes en el uso del agua en presencia del hongo
mas concentraciones salinas de 40 y 80 mM de NaCl
comparados las plantas testigo (Figura 5).
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Figura 5. Eficiencia en el uso del agua en plantas de tomate s. lycopersicum 1. cv.
calima sometidas a sales de NaCl y F. oxysporum. Fuente: Autor.

La produccion de biomasa en cualquier cultivo esta
determinada por la cantidad de agua disponible en el
suelo, pero la relacion esta en que la produccion de nueva
biomasa (fotosintesis) y el gasto de agua (transpiracion) se
producen a la vez utilizando la misma via: los estomas de
las hojas. El cierre de los estomas implica la disminucion
en la absorcion de CO2 y a menudo la tasa de fotosintesis
[44] [45], lo que provoca disminucién de la cantidad
de asimilados producidos y consecuentemente la
materia seca acumulada en la planta por unidad de agua
transpirada [20] [46]. Las plantas bajo condiciones de
estrés son capaces de optimizar su uso eficiente de agua:
(i) a corto plazo maximizado el CO2 ganado durante el
dia con una cantidad limitada de agua, (ii) a largo plazo
regulando la cantidad de agua disponible en el suelo
con una reduccion de la apertura estomatica mucho
antes de que toda el agua disponible este completamente
agotada o (iii) como resultado de la integracion de los dos

anteriores en funcion de las condiciones atmosféricas,
del agua disponible en el suelo y la regulacion del agua
perdida [47].

Bajo condiciones de estrés, la sefializacion quimica entre
raices y brotes puede limitar el crecimiento de los brotes
sin influenciar en el desarrollo del fruto, sin embargo
las plantas con abundante follaje estdn obligadas a
suministrar hidratos de carbono para el desarrollo de
organos reproductivos y a suministrar en gran proporcion
agua, la cual es transportada via floema [48] [49]. En el
aumento de la WUE también fue relevante el peso seco
de la biomasa foliar necrosada dentro del peso seco total
mientras que en otros estudios de WUE no se reportan
datos sobre biomasa necrosada. Por lo tanto, la eficiencia
obtenida en plantas de tomate variedad Calima bajo estrés
bidtico y abidtico se ve reflejada en el uso del agua para
evapotranspiracion, mantenimiento de las actividades
fotosintéticas, detoxificacion idnica mediado por la
senescencia prematura de hojas maduras, produccion de
osmoreguladores a nivel de hojas y frutos, defensa contra
el estrés bidtico y abidtico mediante la produccion de
especies de oxigeno reactivo (ROS) [50].

Conclusiones

La aplicacion simultanea de los dos factores estresantes
Fusarium oxysporum 'y la concentracion de NaCl,
incrementaron el efecto de cada uno de ellos e indujeron
un mayor nivel de estrés en las plantas de tomate
variedad Calima. Como resultado del estrés aplicado,
las plantas manifestaron una clara respuesta en su
comportamiento expresado en disminucion de la biomasa
fotosintéticamente activa debido a la reduccion del area
foliar verde, el aumento de la biomasa foliar necrosada por
la senescencia prematura de hojas maduras, disminucion
de la cantidad de agua absorbida y de la clorofila total,
lo que modifico la cantidad de energia utilizada en los
procesos fotoquimicos para la produccion y distribucion
de fotoasimilados en los 6rganos de la planta.
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