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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad antagénica de ocho hongos celuloliticos nativos frente a los hongos fitopato-
genos Fusarium sp. y Macrophomina sp. En primera instancia se determind la cepa promisoria del hongo celulolitico, para lo cual, en
caja Petri se coloco un disco de agar de 4 mm de didmetro con micelio de una cepa antagonista y en el extremo opuesto, a una distancia
de cinco centimetros aproximadamente, otro disco de 4 mm con micelio de un patdgeno. La capacidad antagénica se determiné por
el grado de micoparasitismo y la competencia por nutrientes y espacios, registrando el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
Con la cepa del hongo celulolitico que tuvo el mejor comportamiento antagonista se realizé un cocultivo independiente con cada pato-
geno, aqui se evalto las UFC, crecidas en medio PDA. También se inoculd junto a las cepas fitopatogenas en plantas de pimiento para
conocer el nivel de antagonismo en macetas. En la evaluacion cualitativa, la cepa A.O-5 mostré una invasion y esporulacion total en la
superficie en ambos patégenos; mientras que en el cocultivo inhibe el crecimiento de los patdgenos a las 96 h. Igualmente demostré su
accién antagonista frente a Fusarium y Macrophomina en las plantulas de pimiento. Por lo encontrado, se estima que la cepa A.O-5 es
un potencial agente antagonista de los fitopatégenos evaluados.
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the antagonistic activity of eight native cellulolytic fungi against the phytopathogenic fungi Fusarium
sp and Macrophomina sp. First, the promising strain of the cellulolytic fungi was identified, for the purpose a 4mm mycelia disc of an
antagonistic strain was plated in a petri dish containing agar, then a 4mm mycelia disc of a pathogen was placed about 5cm from the
antagonistic. The antagonistic activity was determined by the degree of mycoparasitism, and the competition for nutrients and space, re-
cording the percentage inhibition of the radial growth. The cellulolytic fungi strain which showed the best antagonistic activity and each
pathogen were co-cultivated separately, in this step the Ln CFUs that grew in PDA plates were evaluated. It was also inoculated altoge-
ther with the phytopathogenic fungi on plants of pepper to identify the antagonistic capacity on potted plants. Regarding the qualitative
evaluation, the A.O-5 strain showed a total invasion and sporulation on the surface of both pathogens; while in the co-culture, it inhibits
the pathogenic growth after 96 hours. Furthermore it showed antagonistic activity against Fusarium and Macrophomina on the pepper
potted plants. Therefore, it can be concluded that the A.O-5 strain is a potential antagonistic agent against the evaluated phytopathogens.

Keywords: Invasion, co-culture, radial growth, phytopathogens.
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INTRODUCCION

Los estudios sobre hongos eficientes sirven como pauta
para determinar, en la préctica, la capacidad antagonista
frente a hongos fitopatégenos. Un ejemplo de estos tra-
bajos lo reportan Guzman et al. (2014), quienes aislaron
un grupo de hongos de diferentes ambientes de Mana-
bi-Ecuador con la intencién de seleccionar los de mayor
actividad celulolitica; ademas, se vienen evaluando otras
posibles aplicaciones agronémicas en fases de laboratorio
y campo en la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria
de Manabi.

Los microorganismos del suelo (hongos y bacterias) son
propagadores anénimos que hacen que este sea fértil,
descomponiendo la materia organica hasta la mas mini-
ma expresion, haciendo posible la absorciéon de muchos
compuestos y elementos, por las plantas. Un suelo fértil
es aquel que tiene una gran biodiversidad de microorga-
nismos que mediante las actividades liberan nutrientes en
forma permanente, para alcanzar un balance que permita
un buen desarrollo vegetal (Borrero y Silva, 2005).

Por ello, el crecimiento y desarrollo de los hongos se ve
influenciado por los factores bidticos (interacciones con
hongos y otros organismos) y por los factores abidticos,
como la actividad de agua, la temperatura, la composi-
cion gaseosa y el pH del sustrato (Rosello, 2003).

Las especies de Trichoderma son importantes como agen-
tes de biocontrol y es uno de los géneros fungicos con
mayor potencial para el control de las plagas que afectan
a la agricultura. Estos hongos son empleados en nume-
rosas ocasiones, con o sin registro legal, para el control
de enfermedades de las plantas. Diversas especies de este
género se utilizan en el tratamiento de semillas e incluso
contra hongos que causan la degradacién de la madera.
Ademas las especies de T. viride y T. harzianum se han
reconocido como bioplaguicidas principalmente contra
Rhizoctonia, Verticillium, Sclerotinia y Botrytis (Santama-
rina et al.,, 2001).

Las especies de Fusarium estan referenciadas como hon-
gos de campo, pero no es extraio encontrarlos, ocasio-
nalmente, como hongos de almacén, sobre todo cuando
la disponibilidad de agua es alta y las temperaturas bajas.
Por ello suelen estar involucradas en el desarrollo de dis-
tintas fitopatologias, concretamente son los causantes de
los marchitamientos vasculares (fusariosis vascular), de

e

las podredumbres de cuello y raices, y los mohos amari-
llos y rosados de las enfermedades de poscosecha (Rose-
116, 2003).

Es una enfermedad de alto riesgo para la produccion
(Diaz, 1993, citado por Diaz et al., 2008). Se presenta
principalmente en las regiones tropicales y subtropicales.
Este hongo infecta un amplio rango de plantas cultivadas
y silvestres (Songa 1996 citado por Williams et al., 2009).

Un ejemplo de marchitamiento vascular es la pudricién
de la raiz cuyo agente causante es Macrophomina phaseo-
lina. Otros nombres que tiene esta enfermedad en Amé-
rica latina son: pudricién gris del tallo, mancha ceniza
del tallo, pudricién carbonosa de la raiz, tizon cenizo del
tallo, podredumbre carbonosa y podridao cinzenta do
caule. Este ocasiona dafios importantes al frijol y otros
cultivos (Fernandez et al., 2004). Las razones expuestas
permiten plantear como objetivo evaluar la capacidad
antagonica de hongos celuloliticos, aislados en Mana-
bi-Ecuador, frente a hongos fitopatdgenos Fusarium sp.
y Macrophomina sp. como potenciales agentes de control
biolégico.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Micro-
biologia de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria
de Manabi Manuel Félix Lopez, ubicada en el sitio El Li-
mon.

Se estudi6 ocho cepas de hongos celuloliticos como agen-
te antagonico de Fusarium y Macrophomina. La inves-
tigacion se condujo mediante tres experimentos que se
detallan a continuacién.

Capacidad antagonica de los hongos celuloliticos
frente a los hongos fitopatégenos Fusarium sp. y
Macrophomina sp. a nivel in vitro

Se confrontaron cada uno de los hongos celuloliticos
contra cada una de los patdgenos (Cuadro 1), colocan-
dose en un extremo de la caja Petri un disco de agar de 4
mm de didmetro con micelio del hongo celulolitico y en
el extremo opuesto, otro disco de 4 mm con micelio del
patdgeno, a una distancia de 5 mm, aproximadamente,
entre ellos, posteriormente se incubaron bajo las mismas
condiciones, y se realizaron evaluaciones diarias durante
diez dias.

Volumen 5, Niimero 2



ESPAR(CIENCIA

Cuadro 1. Tratamientos obtenidos por la combinacién de
los factores en estudio
I N B
| v | AOL Fuanumyp |
| 2 | A0 Macrophominasp |
| 3 0000 | AO02 Fuwiumg |
| 4 0000 | AO2 Macrophominayp |
| 005 | AO3 Fuanumyp |
| 6 | AO3 Macrophominayp. |
| 8 | A05 Macophominasp |
| 9 | AO6 Fuarumsp |

Se evalu¢ la capacidad antagénica por el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial mediante la férmula que
consiste en PICR = (R1-R2)/R1 x 100, donde R1 es el ra-
dio mayor (radio patdgeno testigo) y R2 es el radio menor
(radio del patégeno en enfrentamiento con el antagonis-
ta) y grado de micoparasitismo de acuerdo a la escala de
capacidad antagénica (Cuadro 2) propuesta por Ezziyya-
ni et al. (2004).

Cuadro 2. Escala para evaluacion de la capacidad antagé-
nica

Capacidad antagénica

Ninguna invasion de la superficie de la colonia del

hongo patégeno

) Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo
patégeno

Invasion de % de la superficie de la colonia hongo

patégeno

4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
patégeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo

patogeno (esporulacion sobre ella)

Determinar la actividad antagdnica de los hon-
gos celuloliticos seleccionados frente a Fusarium
sp. y Macrophomina sp. a través de cocultivos en
medio liquido

Una vez seleccionado la cepa del experimento anterior

que demostré la mejor capacidad antagoénica, esta se
mezclé por separado con Fusarium sp. y Macrophomina
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sp. en Erlenmeyer que contenian 90 mL de caldo papa
dextrosa. Estos cocultivos fueron inoculados a partir de
cultivos frescos de cada cepa en PDA durante 72 h a 30 °C
en incubadoras hasta que estuvieron totalmente esporu-
ladas, las cuales se homogenizaron con 10 mL de solu-
cion salina para una concentraciéon de 6 UFC.mL-1. Se
realizaron estos ensayos a las 48, 72 y 96 h contra ambos
patogenos y se efectto el conteo de las UFC a través del
método de las diluciones seriadas (de -1 a -3) y el conteo
en placas con medio PDA, donde se utilizaron contador
de colonias, estas se incubaron a 30 °C durante 72 h en
incubadora.

Control bioldgico de la cepa de hongo celuloliti-
co, seleccionado, frente a Fusarium sp. y Macro-
phomina sp. en plantas de pimiento infestadas
con estos patogenos

Se aplicé el hongo de mejor capacidad antagénica sobre
plantulas de pimiento reproducidas en vivero, asi mismo
se inocul6 los patdgenos Fusarium y Macrophomina, para
obtener plantulas inoculadas con el antagonista y cada
patogeno, ademads se incorpord un control negativo.

Se midi6 altura de planta (cm) cada 7 dias durante 28
dias; masa del follaje (g) a los 30 dias de edad de la planta,
el peso de la masa foliar fue tomado en estado fresco. Para
la obtencion del peso seco este follaje fue introducido en
una estufa a 55 °C durante 15 minutos con la finalidad de
eliminar la humedad. Para registrar este valor, se emple6
una balanza de precision; masa radicular (g) después de
ser lavadas las raices se pesaron en una balanza de pre-
cision, este dato fue reportado en estado fresco y seco.
Para la obtencién del peso seco la raiz fue introducida en
la estufa a 55 °C durante 15 minutos con el proposito de
reducir los niveles de humedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad antagdnica in vitro

La capacidad antagdnica in vitro de las cepas en estudio
presentaron diferencias estadisticas (p<0.001) en todas
las evaluaciones realizadas. En el cuadro 3 se observa
que las cepas R.C-3, A.O-1 y A.O-6 presentaron igual-
dad estadistica, el mismo que se mantuvo en todas las
evaluaciones. La cepa R.C-3 obtuvo 61.48; 60 y 60 %; la
A.O-1 con 61.48; 60.37y 60.37 %; y A.O-6 con 63.7; 62.59
y 62.22 % en cada evaluacioén respectivamente. El trata-
miento A.O-3 obtuvo los menores valores obteniendo
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38.15 % en la primera evaluacién y 16.3 y 11.11 % en la
segunda y tercera evaluacion.

Con estos datos se tiene indicios fuertes del antagonismo
de las cepas en estudio frente a Macrophomina. Pineda y
Gonnella (1988) al confrontar Aspergillus y Trichoderma
contra M. phaseolina observaron capacidad para inhibir
el desarrollo y la produccién de esclerocios del patégeno
in vitro. Entre las investigaciones relacionadas se tiene
que Reyes et al. (2011) encontraron que cepas de Bacillus
inhibieron a Macrophomina, con un de promedio 38.1 %.
Asi mismo Sosa et al. (2012) al evaluar in vitro 13 cepas
del genero Bicillus todas presentan inhibicién a Macro-
phomina phaseolina con porcentajes desde 48 a 73.7 %.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion radial de Macropho-
mina
Evaluaciones (dias)
60372
3667b | 3593bc | 34440
3.15b
5202ab | 5148ab | 5148ab

Para el caso de Fusarium los porcentajes de inhibicion
fueron superior a 70 % en la mayoria de casos. Algunas
cepas mantuvieron su porcentaje mostrado con Macro-
phomina y otras aumentaron su capacidad antagénica
con respecto a Macrophomina. Por lo que es posible que
la actuacion de una cepa tenga relacion directa con el pa-
tégeno.

En el cuadro 4 se observa que la cepa con mayor porcen-
taje de inhibicion fue A.O-1 en todas las evaluaciones con
81.11 y 80 %. Los menores promedios fueron variables en
cada evaluacion y no coincidié con lo ocurrido en Ma-
crophomina. La cepa R.C-3 presento el menor promedio
en la tercera evaluacion, después de haber alcanzado un
promedio superior al 70 % en las anteriores evaluaciones
descendid a 27.04 %. Lo que hace presumir que la compe-
tencia por alimento y sobrevivencia de ambos patdgeno
la gand el Fusarium. Otras cepas que mostraron similar
comportamiento fueron la A.O-8 y A.O-6 aunque con
menor descenso (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion radial de Fusarium

| 3 | 6 | 9

a, b, ¢, letras diferentes en una misma columna indicas diferen-

cias estadisticas segun Tukey 005.

Los porcentajes encontrados fueron superiores a los re-
portados por Sudrez et al. (2008) que al evaluar 12 cepas
de Trichoderma (comercial y nativo) todas presentaron
inhibicién con porcentajes no mayores al 71 %. Por otro
lado Michel et al. (2001) y Michel et al. (2005), al evaluar
el efecto antagdnico de aislados nativos de Trichoderma
spp, sobre el crecimiento del micelio y potencial repro-
ductivo de E oxysporum y E subglutinans, los valores
maximos de inhibicion fueron del 47.6 %. Arzate et al.
(2006), al evaluar a Trichoderma., sobre Mycosphaerella
fijiensis, seleccionaron 6 de 25 aislados que inhibieron al
menos el 45 % el crecimiento del micelio del fitopatégeno.

Sin embargo, en estudios de antagonismos de Trichoder-
ma con otros patégenos se han encontrado porcentajes
del orden de 80 % (Michel et al., 2008). Por lo antes ex-
puesto no es raro encontrar una alta variabilidad de anta-
gonismo de cepas de diferentes o igual géneros o especies.

Al evaluar las cepas por la metodologia de Ezziyyani et
al. (2004) se encontraron cierta variacion con respecto al
porcentaje de inhibicién radial. Es necesario mencionar
que en este caso se evala visualmente la invasion del an-
tagonista sobre el patdgeno. Para el caso de Macrophomi-
na la mayoria de cepas no se identifica ninguna invasiéon
por parte del antagonista. La cepa A.O-5y R.C-3 en la
primera evaluacion presentan % de invasion, sin embar-
go, solamente la cepa A.O-5 aumenta su invasion en las
siguientes evaluaciones llegando a la invasion total. En
Fusarium se tuvo similar comportamiento, acentuando
la accién de la cepa A.O-5 sobre el patdgeno presenta-
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do en Macrophomina, la misma que fue creciendo pro-
gresivamente hasta finalmente lograr la invasion total y
esporulacion sobre ella. Las demas cepas no presentaron
invasiéon ninguna (Cuadro 5).

Cuadro 5. Evaluacion cualitativa de la capacidad antago-
nica contra Macrophomina

| 3dias | 6dias | 9dias |
| A01 | v | 1 |t ]
I I S N S N
| A03 | v | 1 | 1 ]

—_—] =] —
— = —

1-2
1-2

Suarez et al. (2008) encontraron un parasitismo variable
que en algunas cepas también llegaron a la esporulaciéon
del antagonista sobre el patdgeno. Sin embargo, se debe
rescatar que la mayoria de las cepas tuvieron la mitad de
la superficie cubierta de parasitismo, siendo consistente
con la evaluacion del porcentaje de inhibicion radial. Al
contrario de lo encontrado en esta investigacion donde la
inhibicion radial no concordé con el parasitismo ya que
la mayoria de cepa solo llegd a % de la superficie del paté-
geno cubierta. Hoyos et al. (2008) al evaluar Trichoderma
de diferentes especie frente a Sclerotium rolfsii y Rhizocto-
nia solani obtuvieron un 100 % de micoparasitismo (to-
talidad de la superficie cubierta por el antagonista) en la
gran mayoria de las cepas.

Cuadro 6. Evaluacion cualitativa de la capacidad antago-
nica contra Fusaruim

| 3dias | 6dias | 9dias |
| A02 | 1 | v | 1 |
| AQ8 | 1 | 1 | 1 |

| A05 | 123 | 45 | 5 |
| A06 | 1 | 1 | 1 |
I U R
| A08 | 1 | 1 | 1 |
__Rrc3 | 1 | 1 ] 1 |

Actividad antagonica

Con los datos y observaciones realizados en la evaluacion
anterior se toma la decision de evaluar a la cepa A.O-5 en
medio liquido como cocultivo, con los patégenos Macro-
phomina 'y Fusarium. El grafico 1 muestra el crecimiento
de la cepa A.O-5 y Fusarium tanto en cultivos aislados
como en cocultivo. El crecimiento del patégeno es pro-
gresivo en el cultivo aislado sin el antagonista, pero al cul-
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tivarlo con el antagonista este interrumpe el crecimiento
del patégeno a las 96 horas a diferencia de lo reportado
por Fernandez y Suarez (2009) quienes encontraron una
inhibicién a los cuatro dias.

Es probable que la cepa A.O-5 acttie a partir de las 72
horas debido a la competencia generada por la escasez de
alimento y su maximo poder antagonista lo muestre en
esta necesidad. Ademas, no hay que dejar de lado la posi-
ble resistencia del patégeno en las primeras horas. La cepa
A.O-5 tanto en cultivo asilado como dual tiene el mismo
comportamiento con un pico maximo en 72 horas y un
pequeno descenso a las 96 horas. Similar comportamien-
to encontr6é Fernandez y Sudrez (2009) al evaluar cepas
de Trichoderma como antagonista de E oxysporum.

¥ Cocultivo AO-5 ¥ Cocultivo Fusarium ¥ Testigo AO-5 Testigo Fusarium
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Grafico 1. Actividad antagonista de la cepa A.O-5 frente a
Fusarium en cocultivo medio liquido

A diferencia del Fusarium, Macrophomina desde el inicio
presenta una tendencia a disminuir al cultivarla con el
antagonista, coincidiendo en ambos patdgenos que a las
96 horas sucede la eliminacién total. Es posible que este
patogeno sea mas susceptible a la accién de microorga-
nismos antagonistas. Aunque, al cultivarlo solo, presenta
alas 72 h una disminucién para luego aumentar su creci-
miento, al observar este comportamiento se puede decir
que el antagonista actu6 en mayor medida en el 2momen-
to que el patdgeno estuvo mas susceptible.

® Cocultivo AO-5  ®Cocultivo Macrophomina ™ Testigo AO-5  ®Testigo Macrophomina
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Grafico 2. Actividad antagonista de la cepa A.O-5 frente a
Macrophomina en cocultivo medio liquido
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Control bioldgico en plantulas de pimiento

La altura de planta del pimiento se vio influenciada
(p<0.05) por los tratamientos en estudio a los 21 y 28 dias
después de la siembra. Inicialmente no se manifiesta di-
ferencias estadisticas (p>0.05), los promedios estuvieron
entre 4.07 y 5.54 cm, siendo el de mayor promedio el tra-
tamiento Fusarium + planta. A los 14 dias se mantiene
la no diferencia estadistica (p>0.05) con valores entre los
7.54y 9.6 cm, el ultimo valor correspondiente al testigo.

A los 21 dias se observa la influencia del Fusarium en el
crecimiento de las planta puesto que presenta la menor
altura a diferencia de la evaluacion realizada a los siete
dias donde obtuvo el mayor crecimiento. Esta tendencia
se mantuvo también en los 28 dias. Siendo mayor al in-
cluir la cepa antagonista para el control de Fusarium, sin
embargo es inferior al testigo (sin inoculacién de micror-
ganismo). Lo que ratifica la accién de la cepa A.O-5 en el
control de Fusarium no solo in vitro sino a nivel de vivero.
Aunque al inocular la cepa A.O-5 en la planta sin pat6-
geno presenta los menores valores después de Fusarium
+planta.

Este hecho podria ser visto como la necesidad de apli-
car un agente antagonista siempre que haya un patégeno
presente o al menos que se proyecte su presencia en el
trascurso del cultivo. De lo contrario existe la posibilidad
que actue sobre la planta.

Cuadro 7. Promedio de la variable altura de planta de pi-
miento (cm)

.

Macrophomina+ 4.18 | 8.79 | 1592 ab | 21.40a
A.O-5+Planta

Macrophomina+ Planta 17.51a | 21.83a
Fusarium +A.O-5+ Planta

Probabilidad (0.1 |

a, b letras diferentes en una misma columna indicas diferencias

estadisticas segun Tukey 0.05.

Macrophomina no presenta el mismo comportamiento
que Fusarium, puesto que con o sin el antagonista tuvo
similares promedios. Esto podria estar en funcién de la
susceptibilidad o resistencia de la planta a este patogeno.
Por otro lado, la agresividad del propio patégeno también
es un factor a tomar en cuenta.

El analisis del peso del follaje y raiz tanto seco como hu-
medo, presenta diferencias estadisticas (p<0.001). El peso
del follaje himedo fue menor cuando la planta estaba en
presencia de Fusarium o la cepa A.O-5. El efecto provo-
cado por el Fusarium en la altura de la planta en los ulti-
mos dias de evaluacion (28 dias) se acentu6 en el peso del
follaje, con una disminucién de alrededor del 50 % con
respecto al testigo.

Asi mismo se observa que la relacion Fusarium+A.O-5
en la planta no afecta el desarrollo de la misma, obvia-
mente la accién del antagonista es evidente. Para el caso
de Macrophomina, no presenta cambios, la posibilidad de
la agresividad de Macrophomina puede ser determinante,
conociendo que este tipo de patégeno se lo relaciona con
especie como la soya, frejol, maiz, sorgo (Hernandez et
al., 2009).

En el peso seco del follaje se mantiene la diferencia entre
los mismos tratamientos. Pineda (2001) encontr6 que al
aplicar granulos de arcilla con solucién de sacarosa y Tri-
choderma harzianum en la semilla de ajonjoli reduce sig-
nificativamente el porcentaje de la enfermedad producida
por M. phaseolina, sin embargo, Cardona y Rodriguez
(2006) no evidenciaron la reduccion de la enfermedad.

Cuadro 8. Promedio de las variables peso seco y humedo
tanto en el follaje y la raiz

:
IEEEI

Macrophomina .0ab [ 12la|1.46b[02Db
+A.O-5+Planta

| Macrophomina+Planta | 4.0ab [107a | 1.98
Error estandar | 0.1 ] 0.06] 0.08] 002

a, b, ¢, letras diferentes en una misma columna indicas diferen-
cias estadisticas segin Tukey 0.05. PH.FO=Peso hiimedo del
follaje; P.S.FO= Peso seco del follaje; P.H.R= Peso humedo de la
raiz; P.S.R=Peso seco de la raiz.

En la raiz se aprecia que el Fusarium se aleja estadistica-
mente de los demas tratamientos y la cepa A.O-5 presenta
un promedio mds cercano a los demas tratamientos, este
hecho sugiere que Fusarium causa danos al follaje y raiz.

La eleccién promisoria de la cepa A.O-5 al parecer fue co-

rrecta, aunque no hay que dejar de lado que usualmente
la actividad antagoénica in vitro constituye un indicativo
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ESPARICIENCIA

CONCLUSION

Todas las cepas de hongos celuloliticos evaluadas ejercie-
ron inhibicién radial frente a los patégenos. En la evalua-
cion cualitativa del parasitismo solamente la cepa A.O-5
presenta un cubierto total y esporulacion sobre el patdge-
no. La cepa A.O-5 en crecimiento dual en medio liquido
inhibe el desarrollo de Fusarium y Macrophomina a las
96 horas de incubacion. A nivel de vivero la cepa A.O-
5 también muestra su capacidad de antagonismo de los
patogenos Fusarium y Macrophomina.
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