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Resumen

Objetivo. Seleccionar hongos y bacterias de
la gallinaza por su capacidad antagénica en
el biocontrol de S. cepivorum in vitro y en
invernadero. Materiales y métodos. De dos
fuentes de gallinaza, una pura y otra compuesta, se
tomaron sendas muestras de 100 g, se colocaron
en erlemeyers, se agregd agua destilada estéril
hasta completar un litro y se agité6 durante 5
minutos. A partir de esta suspensién se prepararon
diluciones de 1x10" hasta 1x10*, y se evalué el
crecimiento y esporulacion de S. cepivorum.
Los microorganismos seleccionados in vitro
fueron evaluados en el control de la enfermedad
en invernadero. Se evalu6 la incidencia de la
enfermedad y el porcentaje de plantas muertas.
Resultados. De las dos fuentes de gallinaza se
aislaron 13 colonias de hongos y 26 de bacterias,
para un total de 39 aislamientos, de los cuales,
tras ser evaluados in vitro, fueron seleccionados
tres aislamientos de hongos (H2, H5, H6) y una
bacteria (B21) por su capacidad antagénica
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Abstract

Objective. Two fungi and bacteria selected
samples, were taken from a composted hen manure,
in order to evaluate its antagonistic capacity as a
biocontroler, both in vitro and in greenhouse, to the
Sclerotium cepivorum, which rots the onion bulbs,
a problem that has become a major production
constraint for this crop in Boyaca. Materials and
methods. Two pure and floor manure sources,
were composted during three months. Some fungi
and bacteria isolated samples, were selected for
their antagonistic capacity for the biocontrol of S.
cepivorum in vitro and greenhouse. For each of
the composted hen droppings sources, were taken
100 g, and placed in an Erlenmeyer. Some sterile
water was added to complete a liter, then stirred
up for 5 minutes, and incubated during three
days. This suspension was diluted from 1x10-1 to
1x10-4, and 0.5 ml. Then, in vitro test evaluations
were carried out with the colonized sources, by S.
cepivorum sporulation, to measure both its growth
and its bio-control effectiveness. The colonized
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a S. cepivorum, a los 6, 9, 12 y 15 dias, y la
produccion de esclerocios, con diferencias
altamente significativas en comparacién con el
testigo. Los aislamientos H2 y H6 corresponden al
género Trichoderma; el H5, a Penicillium, y B21,
a Bacillus. Con H2, H5, H6 y B21, los sintomas
de la enfermedad fueron observados en la semana
13, con una incidencia del 20%, y en el testigo, en
la semana novena, con una incidencia del 70%,
y 40% de muerte de plantulas. Conclusion. Las
gallinazas son una fuente de microorganismos
biocontroladores de S. cepivorum.

Palabras clave: Biocontrol,
hongos antagbnicos,
(Fuente: USDA).

microorganismos,
bacterias  antagonicas.

hen droppings sources were separated in 13 fungi
colonies, from 26 of bacteria. Once isolated were
tested in vitro samples, three fungi were selected
(H2, H5, H6) and one of bacteria (B21) for their
antagonistic capacity to S. cepivorum, at 6, 9, 12
and 15 days, and the sclerotia production, with
highly significant differences compared with the
biological control. The microorganisms selected
were evaluated for their capability to operate as
disease control, both in vitro as in greenhouse.
Onion seedlings were dipped in the biocontrol
suspension (1x10-6 conidia/ml for fungi, and
1x10-8 cfu/ml in the case of bacteria). The
seedlings were transplanted into sterilized soil and
inoculated with S. cepivorum (1 esclerocio/2 g of
soil). The disease percentage incidence is shown
in the dead plants rate. Results. In the H2, H5, H6
and B21 the diseases symptoms were observed
at the week 13™, with a 20% incidence and the
control in the ninth week, with a 70% and 40%
incidence in the seedling death. The H2 and H6
isolations, belong to the gender Trichoderma,
the H5 to Penicillium and the H21 to Bacillus.
Conclusion. Hen droppings are a microorganism
source for the S. cepivorum biological control.

Key words: Biocontrol, microorganisms, Hongos
antagonics, antagonics bactery (Source: USDA).
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Introduccion

El hongo Sclerotium cepivorum es un habitante
del suelo, de amplia distribucion en clima
templado y subtropical; causa amarillamiento
general, continuado por muerte descendente de
las hojas mas externas, y retardo del crecimiento.
El patogeno, que afecta especificamente al género
Allium (1, 2), produce estructuras de resistencia
denominadas esclerocios, las cuales le permiten
sobrevivir en el suelo durante largos periodos
(4 a 5 anos) en condiciones climaticas adversas;
cuando las condiciones del suelo son favorables,
germinan e infectan las plantas a nivel del suelo;
asi, esas estructuras son de primordial importancia
en la supervivencia y epidemiologia del hongo (3).
A pesar de su resistencia, investigaciones sobre
agentes de biocontrol han demostrado que los
esclerocios del fitopatégeno son vulnerables al
ataque de muchos microorganismos, algunos de
los cuales pueden ocasionarle la muerte (4).

Arcia y Acevedo (1989) determinaron el grado de
parasitismo y la efectividad de Trichoderma spp.
como agente de biocontrol de S. cepivorum in
vitro; observaron que las hifas de S. cepivorum en
contacto con las hifas de Trichoderma presentaron
el contenido interno desorganizado, en algunos
casos vacio, desarrollandose hifas de Trichoderma
en su interior, que emergian de los apices de las
hifas del patégeno. Ademds, observaron cambios
en las estructuras de los esclerocios mantenidos
en contacto con Trichoderma durante 2 meses,
presentando el pseudoparénquima (corteza)
agrietado, necrosis en el parénquima y algunas
veces vacio.

A pesar de los numerosos estudios para el control
de este patogeno, el empleo indiscriminado
de productos quimicos sigue siendo una de las
principales medidas utilizadas por los agricultores
para reducir sus danos; pero el control del
patégeno por medio de practicas convencionales
se ha revelado dificil, debido a sus caracteristicas
epidemiolégicas, y, por otro lado, el uso
indiscriminado de plaguicidas es cuestionado a
diario debido al grave impacto que ocasiona sobre
el medioambiente. Por su parte, el control biolégico
se ha evidenciado como una opcién viable de
comprobada eficiencia, principalmente, en el
control de hongos del suelo (6, 7, 8). El presente

trabajo de investigacion se realizé con el objetivo
de seleccionar hongos y bacterias de la gallinaza
por su capacidad antagénica en el biocontrol de S.
cepivorum in vitro y en invernadero.

Materiales y métodos

Hongos y bacterias aislados de la gallinaza fueron
evaluados en el biocontrol de S. cepivorum, en el
Laboratorio de Fitopatologia y en el invernadero
del programa de Ingenieria Agronémica de
la Universidad Pedagégica y Tecnolégica de
Colombia. De cada gallinaza (pura y de tres
meses de compostada) se tomaron 100 g, que se
depositaron en sendos erlemeyers que contenian
un litro de agua destilada esterilizada; se agito y
se prepararon diluciones de 1x107" hasta 1x10%
0,5 ml de la mayor dilucion se colocaron en los
medios de cultivo PDA y AN, y se incub6 a 25 °C
durante tres dias. Los aislamientos se identificaron
con una letra y un ndimero: los hongos con H y las
bacterias con B.

Evaluacién de biocontroladores de S. cepivorum.
Cada una de las colonias de hongos y bacterias
fueron evaluadas por separado, con el fin de
observar cual de ellas afectaba en mayor proporciéon
el crecimiento de S. cepivorum in vitro. Se utilizé
el disefno experimental completamente al azar
con cinco repeticiones por tratamiento. La unidad
experimental consistio en una caja de petri con
PDA. En el centro de la caja de petri se realizé la
siembrade S. cepivorum, y sobre los ejes horizontal
y vertical, a una distancia de 3 cm del centro, se
colocé un disco de PDA de 7 mm de diametro,
colonizado por el biocontrolador. Las cajas se
dejaron en incubadora a 25 °C, y el crecimiento
de la colonia de S. cepivorum se registré cada tres
dias durante quince dias. El testigo consistio en
siembras del patégeno sin biocontroladores en el
centro de las cajas de petri con PDA, y cuando el
medio de cultivo fue invadido por el patégeno se
dio por terminada la prueba. Al finalizar la prueba,
sobre cada uno de los ejes horizontal y vertical y a
12 mm del centro de la caja se cort6 el medio con
un sacabocados de 7 mm, y se realizé el conteo
de esclerocios, con la ayuda de un estereoscopio.

A los datos obtenidos del crecimiento vy
esporulacién de S. cepivorum se les aplico las
pruebas estadisticas de Anavay Tukey. Los hongos
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o bacterias que mas afectaron el crecimiento y
esporulacién de S. cepivorum se evaluaron en el
biocontrol de S. cepivorum en plantulas de cebolla
en condiciones de invernadero.

Evaluacién de biocontroladores de S. cepivorum
en plantulas de cebolla bajo condiciones de
invernadero. Los hongos seleccionados por la
capacidad biocontroladora de S. cepivorum
in vitro fueron propagados en arroz estéril, y
las bacterias, en Agar nutritivo. Con cada uno
de los hongos biocontroladores se utilizé6 una
concentraciéon de 1 x 10° conidias/ml, y con las
bacterias, 1 x 108 células/ml, con las cuales se
prepararon las correspondientes suspensiones. Las
raices de 10 plantulas de cebolla de 40 dias fueron
sumergidas durante 10 minutos en cada una de las
suspensiones de hongos y bacterias preparadas;
luego, las plantulas fueron trasplantadas a bolsas
negras de 1 kg que contenian suelo esterilizado
(@ 120 °C, 15 PSI, durante 30 minutos), el cual
fue inoculado con S. cepivorum a razén de 2
esclerocios por gramo de suelo, para un total de
500 esclerocios por kilo de suelo. Se utilizaron tres
testigos: uno inoculado con S. cepivorum, otro sin
inoculacion y un tercero tratado con el fungicida
Nativo con una concentracion de 2 cm/L. Las
plantulas se dejaron en el invernadero y se utilizé el
diseno experimental DCA (Diseno Completamente
al Azar) con un total de 7 tratamientos, cada
uno con cinco repeticiones, para un total de 35
unidades experimentales. Se llevé un registro
semanal de incidencia de la enfermedad vy altura
de las plantulas. Los resultados obtenidos fueron
analizados por la prueba de Anava y Tukey,
utilizando el paquete estadistico SPSS 11.5.

Identificacion de microorganismos. Paraidentificar
los hongos seleccionados por su eficiencia en
el biocontrol de S. cepivorum se realizaron
microcultivos, y con base en sus caracteristicas
morfolégicas descritas en las claves taxonémicas
de Imperfect Fungi de Barnett (2003), se realizo la
identificacién a nivel de género. La identificacion
de la bacteria se hizo por medio de pruebas
bioquimicas complementadas con la descripciéon
de las caracteristicas culturales de las colonias en
el medio de cultivo AN siguiendo el protocolo de
Schaad (2001).

Resultados y discusion

El ndmero total de colonias de bacterias aisladas
duplicé al de los hongos (Tabla 1), y la poblacion
de hongos y bacterias fue mayor con la gallinaza
compuesta; la diferencia entre hongos y bacterias
se explica porque el proceso de reproduccion
de las bacterias es mas rapido, en promedio, la
bacteria se reproduce cada 20 minutos (10), y
los hongos requieren de mayor tiempo. En la
gallinaza compuesta se encontré el mayor niimero
de hongos y bacterias porque contiene residuos de
tejido vegetal, como cascarilla de arroz o aserrin,
los cuales pueden mejorar las condiciones del
medio para el crecimiento de los microorganismos.

TABLA 1. POBLACION DE MICROORGANISMOS
AISLADOS DE DOS FUENTES DE GALLINAZA

Fuente de gallinaza Hongos Bacterias Total
Gallinaza pura 5 13 18
Gallinaza
compuesta 8 13 21
Total 13 26 39

Capacidad antagonica de los microorganismos
en el biocontrol de S. cepivorum. De los 13
aislamientos de hongos evaluados por su
eficiencia en el biocontrol de S. cepivorum, fueron
preseleccionados 7, identificados con los cédigos
H1,H2,H3,H5,H6, H12 y H13, por su capacidad
antagonica en el biocontrol de este fitopatégeno
en el medio de cultivo PDA, debido a que a partir
del tercer dia de iniciado el experimento cubrieron
totalmente el medio de cultivo, impidiendo el
crecimiento y la esporulacién de S. cepivorum,
y tres, H2, H5 y H6, por presentar diferencias en
el color y el crecimiento de la colonia en PDA;
los demas presentaban caracteristicas similares
en el color y crecimiento de la colonia. De los
26 aislamientos de bacterias evaluadas en el
biocontrol de S. cepivorum en PDA, el aislamiento
B21 fue preseleccionado porque durante los 15
dias del experimento fue el que mas restringio
el crecimiento de S. cepivorum; a los 12 dias
de iniciado el experimento se presenté un color
negro en el borde de la colonia de S. cepivorum,
impidiendo el crecimiento de este patégeno; con
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este aislamiento la prueba se repitio 3 veces,
verificando asf el resultado anterior.

Evaluacién de microorganismos preseleccionados
en el biocontrol in vitro de S. cepivorum. Se
establecié que los aislamientos de hongos H2 vy

H6 vy la bacteria B21, obtenidos de la gallinaza
compuesta, y el aislamiento H5, obtenido de
la gallinaza pura, afectaron el crecimiento de S.
cepivorum con diferencias altamente significativas
en comparaciéon al testigo durante los 6, 9 y 12
dias del experimento.

TABLA 2. EVALUACION DE HONGOS Y BACTERIAS POR SU CAPACIDAD ANTAGONICA EN EL
BIOCONTROL DE S. cepivorum

TRATAMIENTOS Diametro de la colonia de S. cepivorum (mm/dia) N.°.de
6 9 12 15 esclerocios/ mm
T1 COMP. (Sc.x H2) 7C 7c 7c 7C 0b
T2 PU. (Sc x H5) 8c 8c 8c 8¢ 0b
T3 COMP. (Sc x H6) 7C 7¢C 7¢C 7C 0Ob
T4 COMP. (Sc x B21) 12.2 b 29.8b 33.6b 336 Db 54b
T5 TESTIGO 17.8 a 53 a 76.2 a 76.2 a 50.8 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (p>0.05)

Los aislamientos de los hongos fueron mas
eficientes que la bacteria B21 en el control del
crecimiento de S. cepivorum. Con la bacteria
B21 se observé el crecimiento de S. cepivorum
hasta los 12 dias, después de este tiempo aparecié
un color negro en el borde de la colonia de S.
Cepivorum, impidiendo el crecimiento de este.
Este resultado confirma lo expuesto por Bosah et
al. (2009), quienes afirman que los antagonistas
pueden actuar contra un patégeno por medio de

los mecanismos de la competencia, la antibiosis, el
parasitismo y la depredacion o inducir laresistencia
en plantas; las enzimas hidroliticas excretadas
por los antagonistas son una caracteristica bien
conocida del micoparasitismo. La quitinasay -1, 3
glucanasa son enzimas especialmente importantes
que controlan el hongo, como resultado de
su capacidad para degradar los componentes
fungicidas de la pared de la célula quitina y B-1,
3 glucan (12).

CRECIMIENTO S. cepivorum VS TRATAMIENTOS

T5 T5

DIAMETRO (@) S. cepivorum (mm/DIA)

12 15

DIAS

T1. Biocontrolador H2, T2. Biocontrolador H5, T3. Biocontrolador H6, T4. Biocontrolador
B21, T5. Testigo Absoluto.
FIGURA 1. CRECIMIENTO DE S. cepivorum (mm/dia) CON RESPECTO A LOS
TRATAMIENTOS DE BIOCONTROLACION
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Eficiencia del biocontrol en plantulas de cebolla
bajo condiciones de invernadero. La produccion
de esclerocios de S. cepivorum fue menor con
los biocontroladores H2, H5, H6 y B21 en
comparacion al testigo, con diferencias altamente
significativas. Los biocontroladores con los
hongos (H2, H5, H6) inhibieron la formacién de
esclerocios por S. cepivorum en mayor grado que
con B21, sin presentar diferencias estadisticas
entre si. La evaluacién de los microorganismos
H2, H5, H6 y B21 en el biocontrol de la pudricion
blanca en plantulas de cebolla bajo condiciones
de invernadero demostr6 que los primeros
sintomas de la enfermedad, caracterizados por
un amarillamiento general, continuado por
muerte descendente de las hojas mas externas y
retardo del crecimiento (1), se presentaron en los
testigos quimico e inoculado en la novena semana
después de realizadas las inoculaciones, con una
incidencia del 20% y del 20%, y con H2, H5, H6
y B21, en la semana 13. Al terminar la prueba,
la incidencia de la enfermedad y el porcentaje
de plantas muertas fue del 40% y el 20% en el
testigo quimico; del 80% y el 40% en el testigo
inoculado con S. cepivorum, y del 20% vy el 0%
con los biocontroladores.

Deestosresultados se concluye que losaislamientos
H2, H5, H6 y B21 fueron efectivos en el biocontrol
de S. cepivorum in vitro e invernadero.

Efecto del biocontrol de S. cepivorum sobre
el crecimiento de las plantulas de cebolla. De
acuerdo con los resultados obtenidos del ANAVA,
se evidencia que los tratamientos presentaron
efectos estadisticos en la altura de plantas. La
altura de las plantas fue mejor y consistente con
la inoculacion de los biocontroladores, superando
al testigo con y sin inoculacién de S. cepivorum,
y al testigo quimico con diferencias estadisticas
desde la semana 4 hasta la 16. Entre los testigos,
la altura de las plantas fue mejor con el testigo
absoluto en comparacion al testigo quimico y
testigo inoculado con S. cepivorum, presentando
diferencias estadisticas desde la semana 10 a la
16; estos resultados corroboran los obtenidos
por Galeano et al. (2006), que establecieron
que algunos microorganismos biocontroladores
estimulan el crecimiento de las plantas.
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