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En el presente trabajo se estudia in vitro la influencia de la actividad de agua 
(0,995; 0,98; 0,95; 0,90 y 0,85) y de la temperatura (15 y 25 °C) sobre el
comportamiento de Penicillium oxalicum, como agente de biocontrol frente a dos
especies de Fusarium: Fusarium oxysporum fsp. lycopersici, patógeno del tomate y
Fusarium oxysporum fsp. gladioli, patógeno del gladiolo. La finalidad del mencionado
estudio es conocer las posibles aplicaciones y utilización que pueden tener estos
microorganismos en el control de estos agentes fitopatógenos.
Se inocularon placas Petri en dos puntos, en uno de ellos P. oxalicum y en el otro, 
una de las especies de Fusarium. A partir de aquí se han tomado dos tipos de
medidas: el grado de crecimiento y el Índice de Dominancia (ID). Se observa que 
P. oxalicum muestra un grado de crecimiento superior en la mayor parte de las
condiciones ensayadas, excepto la aw 0,995, tanto a 15 °C como a 25 °C, y la aw 0,98 
a la temperatura de 15 °C. Asímismo, P. oxalicum presenta un mayor ID a 25 °C y 
aw ≤0,95, y también a 15 °C y aw ≤0,90; para el resto de condiciones se observa una
situación de mutua inhibición, lo que indica la posibilidad de que estas especies
puedan concurrir en un amplio abanico de condiciones de temperatura y humedad, 
y el gran potencial de P. oxalicum para controlar a estas especies de Fusarium.
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Effect of water activity and temperature on
competing abilities of Penicillium oxalicum against
Fusarium oxysporum
The in vitro effect of water activity (0.995, 0.98, 0.95, 0.90 and 0.85) and temperature
(25 and 15 °C) on competing abilities of the biocontrol agent Penicillium oxalicum
against Fusarium oxysporum fsp. lycopersici, a tomato pathogen, and Fusarium
oxysporum fsp. gladioli, a gladiolus pathogen, was evaluated. The aim of this study
was to assess the suitability of P. oxalicum to be applied as a biocontrol agent against
these phytopathogenic fungi.
Plates were inoculated in two points with P. oxalicum and one of the Fusarium species.
Two different approaches were taken into account: the growth rate of each isolate and
the Dominance Index (ID). P. oxalicum showed higher growth rates under most of the
conditions tested except for 0.995 aw at both temperatures and at 0.98 and 15 °C.
Similarly, P. oxalicum was dominating at 25 °C and ≤ 0.95 aw, and at 15 °C and ≤ 0.90 aw,
while under the other conditions studied, mutual inhibition situations were found.
This indicates a high ability of this species to successfully compete over a wide range
of conditions and consequently the potential of P. oxalicum as a biocontrol agent
against these Fusarium species.

Penicillium oxalicum, Fusarium oxysporum fsp. lycopersici, Fusarium oxysporum fsp.
gladioli, Ecophysiology, Biocontrol
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En los últimos años se ha producido un avance im-
portante en el descubrimiento de nuevos productos quími-
cos que poseen interesantes actividades biológicas y que
permiten utilizarlos como plaguicidas agrícolas o como
antibióticos antifúngicos. Si bien el uso de plaguicidas
químicos aún resulta necesario para controlar e incremen-
tar los rendimientos agrícolas, el interés por el control bio-
lógico de las enfermedades fitopatógenas ha aumentado
enormemente por parte de la comunidad científica; las
noticias en la prensa por una agricultura más respetuosa
con el medio ambiente y las exigencias de los consumido-
res por productos exentos de residuos químicos han con-
tribuido a ello. Se hace necesario encontrar alternativas
que sustituyan a los productos químicos de síntesis, utili-
zados como plaguicidas, para una mayor seguridad en la
salud pública y una mayor protección del medio ambiente.
Por ello, es preciso que se continúe y se incrementen las
investigaciones en este campo, para encontrar nuevos
agentes de biocontrol no contaminantes.

Cada vez son más los trabajos de investigación 
que demuestran la eficacia de los hongos como agentes 
de biocontrol frente a hongos, bacterias e insectos que 
causan enfermedades en los cultivos, incluso plagas, y 
por consiguiente importantes pérdidas económicas en la
agricultura [1-3]. Entre las especies fúngicas cabe desta-
car al género Penicillium como uno de los agentes de
biocontrol con mayor potencial para el control de las
enfermedades de las plantas. Recientemente se ha demos-
trado que la especie Penicillium oxalicum es activa frente
a Fusarium oxysporum fsp. lycopersici, que causa la fusa-
riosis y la podredumbre de cuello y raíces en el cultivo del
tomate [4,5].

Actualmente, también se está trabajando en la
mejora de la capacidad antagonista de los agentes de bio-
control ya descubiertos y la combinación con otros siste-
mas de lucha. Los esfuerzos realizados en este campo se
han incrementado de manera espectacular y esto se ve
reflejado en el número de agentes de biocontrol ya dispo-
nibles en el mercado [6,7].

La competencia entre especies fúngicas se basa en
dos estrategias [8]: la captura primaria de recursos y el
combate. Así, la velocidad de crecimiento podría ser un
índice de la captura primaria de recursos [9], mientras que
el índice de dominancia [10] lo sería de la habilidad para
el combate.

En el presente trabajo se estudia la ecofisiología 
del agente de biocontrol Penicillium oxalicum con el fin 
de conocer su comportamiento y desarrollo en diferentes
condiciones de temperatura (15 y 25 °C) y actividad de
agua (0,85-0,995 aw), cuando interacciona con la cepa 
de Fusarium oxysporum fsp. lycopersici y la cepa de 
Fusarium oxysporum fsp. gladioli.

Material y métodos

Hongos. Las especies utilizadas son Penicillium
oxalicum Currie and Thom, aislada de una muestra de
maíz nacional procedente de un almacén de grano de la
ciudad de Valencia en el año 1994; Fusarium oxysporum
fsp. lycopersici (Saccardo) Snyder and Hansen CECT
2715 y Fusarium oxysporum fsp. gladioli (Massey) Snyder
and Hansen CECT 2868, suministradas por la Colección
Española de Cultivos Tipo (CECT). Todas las cepas fúngi-
cas se mantuvieron en agar glucosado de patata (PDA).

Medio de cultivo y condiciones. Para determinar el
efecto de la actividad de agua y la temperatura sobre 
el crecimiento de las cepas se realizaron 10 tratamientos

en los que se combinaron cinco valores de aw y dos tem-
peraturas. Para ello, se sembraron las colonias en creci-
miento activo sobre el medio PDA con la actividad de
agua ajustada a 0,995; 0,98; 0,95; 0,90 y 0,85 y se incuba-
ron a las temperaturas de 15 y 25 °C. Todos los tratamien-
tos se realizaron por duplicado.

Inoculación de los hongos. Las cepas fúngicas de 
P. oxalicum, F. oxysporum fsp. lycopersici y F. oxysporum
fsp. gladioli se hicieron crecer en PDA a 25 °C. Transcu-
rridos cinco días se obtuvieron discos de hongo de la zona
periférica de las colonias con un diámetro de 8 mm. Pos-
teriormente los discos se colocaron en placas Petri de 9 cm
conteniendo el medio de cultivo para cada tratamiento,
enfrentándose P. oxalicum con las cepas de F. oxysporum
fsp. lycopersici y F. oxysporum fsp. gladioli, situando los
discos a una distancia entre ellos de 4,4 cm.

Se guardaron en cajas herméticas de polietileno, en
las que había recipientes de soluciones acuosas de glicerol
a las aw prefijadas, y fueron incubados a 15 y 25 °C de
temperatura.

Determinación de la influencia de la temperatura 
y la aw sobre el crecimiento de las colonias. Como pará-
metro para la cuantificación del crecimiento fúngico se ha
utilizado el radio de la colonia fúngica sobre el medio de
cultivo. Para cada colonia se dibujaron dos radios perpen-
diculares entre sí por la parte de detrás de la placa. Las
medidas se realizaron con rapidez a fin de tener las cajas
de polietileno abiertas el menor tiempo posible. Se repre-
sentó el crecimiento radial en función del tiempo, para
cada especie fúngica ensayada y cada una de las condicio-
nes de aw y temperatura (T). Los datos se ajustan a una
recta correspondiente a la fase de crecimiento lineal, cal-
culándose a partir de aquí la velocidad de crecimiento en
mm/día.

Finalmente, para verificar la influencia de los fac-
tores aw, T y especie (E), así como sus interacciones dobles 
(aw x T; aw x E y T x E) sobre el crecimiento de los hon-
gos, se realizó el test de análisis de la varianza (ANOVA).
Se utilizó el programa Statgraphics Plus 5.0 (Statistical
Graphics Corp).

Estudio de las interacciones e Índice de dominancia
(ID). Después de ocho semanas de incubación se examinó
macroscópicamente el tipo de interacción producido entre
los micelios de las colonias enfrentadas. A cada hongo se le
asignó un valor numérico utilizando el siguiente siste-ma
descrito por Magan & Lacey [11]: crecimiento en común
(1); inhibición mutua por contacto o con espacio entre
colonias < 2 mm (2); inhibición mutua a distancia (3); 
inhibición de un microorganismo por contacto, la espe-
cie inhibidora continua creciendo a través de la colonia
inhibida (4 para la especie dominante, 0 para la especie
inhibida); inhibición de un microorganismo a distancia, la
especie inhibidora continua creciendo a través de la colo-
nia inhibida (5 para la especie dominante, 0 para la espe-
cie inhibida).

Resultados y discusión

Efecto de la temperatura y la actividad de agua 
sobre la velocidad de crecimiento. La influencia de la 
actividad de agua y la temperatura sobre el crecimiento
fúngico tiene una gran importancia para comprender la
ecología de las diferentes especies fúngicas, tanto en su
comportamiento individual como en sus relaciones interes-
pecíficas [10].
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Los resultados del estudio del crecimiento de las
tres cepas estudiadas P. oxalicum, F. oxysporum fsp. lyco-
persici y F. oxysporum fsp. gladioli bajo las diferentes
condiciones ensayadas se pueden observar en la Figura 1.
En estas gráficas se ha representado la ratio de crecimiento
de cada especie fúngica para cada temperatura y actividad 
de agua, obtenidas a partir de la tendencia observada en la
recta de regresión.

Las dos cepas estudiadas, en presencia de P. oxali-
cum, pertenecientes al género Fusarium tienen un compor-
tamiento similar. La velocidad de crecimiento es máxima
a 25 °C para valores de aw de 0,995 y de 0,98, coinci-
diendo con los valores obtenidos por Lacey & Magan [10],
que sitúan también en este intervalo a la mayoría de espe-
cies del género Fusarium. Por debajo de 0,95, a medida
que disminuye la actividad de agua, el crecimiento fúngico
sufre una importante caída siendo nulo a 0,85. Por lo tanto
podemos considerar 0,90 como valor de aw mínimo para
las dos cepas ensayadas, resultados que coinciden con los
encontrados por otros autores [9,12].

A la temperatura de 15 °C los valores de velocidad 
de crecimiento son siempre inferiores a los obtenidos para 
25 °C, para todas las cepas estudiadas.

En la Figura 1 se reflejan también los valores de
crecimiento radial de P. oxalicum cuando crece frente a 
F. oxysporum fsp. gladioli y F. oxysporum fsp. lycopersici
bajo las diferentes condiciones de aw y temperatura ensa-
yadas.

El crecimiento óptimo para este microorganismo 
es a la temperatura de 25 °C y aw de 0,98, donde llega 
a alcanzar valores de 6,5 mm/día cuando crece frente a 
F. oxysporum fsp. gladioli, y de 5,35 mm/día cuando 
se enfrenta con F. oxysporum fsp. lycopersici. Con aw de
0,85 el crecimiento es muy lento con valores menores de 
1 mm/día en ambas situaciones.

A la temperatura de 15 °C el crecimiento es menor
que a 25 °C, siendo también la aw de 0,98 con la que se
obtiene la máxima velocidad de crecimiento con valores
mucho más bajos (2,4 mm/día) que a 25 °C. De la misma
manera, P. oxalicum tuvo una velocidad máxima menor en
presencia de F. oxysporum fsp. lycopersici que de F. oxys-
porum fsp. gladioli, valores que coinciden con los reseña-
dos por Sáenz [13].

Las velocidades de crecimiento de P. oxalicum fue-
ron siempre superiores a las de Fusarium excepto a 25 °C 
y 0,995 aw, y a 15 °C a 0,98-0,995 aw, lo cual indica una
mayor habilidad para competir bajo un amplio rango 
de condiciones y por lo tanto su potencial como agente de
biocontrol.

El análisis estadístico de la varianza (ANOVA)
representado en la Tabla 1 nos demuestra con un nivel de
confianza del 95%, el efecto significativo que los factores

simples (aw, T y E) y sus interacciones dobles (aw x T; 
aw x E y T x E) tienen sobre el crecimiento de los hongos 
en las interacciones interespecíficas P. oxalicum-F. oxys-
porum gladioli y P. oxalicum-F. oxysporum lycopersici
(p<0,05); a excepción del factor especie que no muestra
diferencias significativas en la primera de ellas.

Efecto de la actividad de agua y la temperatura
sobre las interacciones fúngicas y el Índice de dominan-
cia (ID). Las interacciones juegan un papel importante
determinando qué especies dominarán el ecosistema bajo
las diferentes condiciones ambientales. Los resultados 
de las interacciones obtenidas en el presente estudio se
pueden observar en la Tabla 2 y Figura 2.

Tabla 2. Efecto de la actividad de agua y la temperatura sobre las
interacciones fúngicas (ID).

Actividad P. oxalicum F. oxysporum P. oxalicum F. oxysporum
agua gladioli lycopersici

0,995 3 3 2 2
0,98 3 3 2 2

25 °C 0,95 4 0 4 0
0,90 5 0 5 0
0,85 * – * –

0,995 2 2 2 2
0,98 2 2 2 2

15 °C 0,95 2 2 2 2
0,90 4 0 5 0
0,85 * – * –

* Crecimiento de una sola cepa. No hay no hay interacción.
– No hay crecimiento.

A valores de aw más elevados, 0,995 y 0,98 las cepas
de Fusarium ensayadas, F. oxysporum fsp. lycopersici y
F. oxysporum fsp. gladioli, establecencon Penicillium in-
teraccionesde tipo “2” (inhibición mutua por contacto) y
“3” (inhibición mutua a distancia), como se refleja en las
experiencias realizadas in vitro. Las cepas de Fusarium
ensayadas presentan un incremento en su ID a medida que
se incrementa la aw. Cuando las condiciones son de 25 °C 
y aw de 0,98, P. oxalicum muestra ratios de crecimiento de
6,50 y 5,35 mm/día frente a los 4,59 mm/día que muestran
ambas cepas de F. oxysporum. Este predominio de la ratio
de crecimiento de Penicillium hacia Fusarium se mantiene
en toda la experiencia a medida que disminuye la actividad
de agua. A aw ≤ 0,95, las interacciones que se establecen
son de dominancia a fuerte dominancia de Penicillium,
alcanzando los valores máximos ID (4 y 5), a 25 °C. A la
temperatura de 15 °C también P. oxalicum llega a situar-
se por encima de Fusarium, y esto se produce cuando la
actividad de agua desciende al valor de 0,90, por lo que 
nos encontramos frente a un hongo capaz de controlar a 
F. oxysporum fsp. lycopersici y F. oxysporum fsp. gladioli
a 25 °C siempre que la actividad de agua sea ≥ 0,98, siendo
también capaz de controlar a estas dos cepas de Fusarium
a 15 °C siempre que la actividad de agua sea menor 
de 0,95.
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Tabla 1. Análisis de la varianza del crecimiento de P. oxalicum frente a
F. oxysporum gladioli (2868) y P. oxalicum frente a F. oxysporum lycopersici
(2715); significancia de los factores actividad de agua (aw), temperatura (T),
especie fúngica (E) y sus interacciones dobles (aw x T, aw x E y T x E).

P. oxalicum - F. o. gladioli P. oxalicum - F. o. lycopersici
Factor GL

CM F-Ratio CM F-Ratio

aw 4 3134,56 78,65 ** 2612,19 52,22 **
T 1 642,693 16,13 ** 3089,67 61,76 **
E 1 124,651 3,13 194,799 3,89 *
aw x T 4 114,897 2,88 * 167,222 3,34 *
aw x E 4 899,12 22,56 ** 814,446 16,28 **
T x E 1 504,773 12,66 ** 425,286 8,50 **

GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrado Medio; F-Ratio: F- Snedecor
** Significativo p<0.01
* Significativo p<0.05
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Figura 1. Efecto de la temperatura y de la actividad de agua sobre la velocidad de crecimiento de F. oxysporum fsp. lycopersici, F. oxysporum fsp. gladioli
y Penicillium oxalicum.
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