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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad antagonica de ocho
hongos celuloliticos nativos frente a los hongos fitopatégenos 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 diametro con micelio de una cepa antagonista y en el extremo opuesto,
a una distancia de 5 cm 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 realiz6 un
cocultivo independiente con cada patdégeno, aqui se evaltio las UFC/mL™,
crecidas en medio PDA. También se inoculo junto a las cepas fitopatégenas 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 patdégenos a la 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 fitopatdgenos evaluados.

PALABRAS CLAVE: invasion, cocultivo, crecimiento radial, fitopatdgenos
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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 promissory cellulolytic fungus strain was identified,
for the purpose, the mycelial plugs (4 mm diameter) of pathogens and fungal
antagonists were placed on the same dish at about 5 cm from each other. The
antagonistic activity was determined by the level of mycoparasitism, competition
for nutrients and space, recording the percentage of inhibition of the radial
growth. A co-culture of the tested cellulolytic fungus strain that showed the best
antagonistic activity and each pathogen strain was performed, then the colony
forming units (CFU/mI™) cultured in PDA were evaluated. They were also
inoculated in pepper plants in pots to know the antagonistic potential. According
the qualitative analysis, the strain A.O5 showed invasion and complete
sporulation over the pathogens; while the co-culture inhibits the growth of
pathogens at 96 h. The antagonistic activity was also showed against Fusarium
and Macrophomina in pepper seedlings. The results showed that the A.O-5

strain is a potential antagonist for the pathogens evaluated.

KEY WORDS: Invasion, co-culture, radial growth, phytopathogens.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El impacto ecolégico que ha ocasionado la agricultura convencional pone en
evidencia sus enormes limitaciones para resolver el problema de la seguridad
alimentaria, especialmente en los paises en via de desarrollo, mas aun al
incrementarse la demanda de los productos de exportacion al ser cada vez
mAas rigurosas las normas que permiten su entrada y comercializacién, ya que
solo se reciben y comercializan productos de alta calidad y con trazas minimas
de quimicos, de manera que el riesgo a la salud del consumidor sea minasculo,
y casi sin consecuencias a largo plazo; una de estas causas es el uso
indiscriminado en los cultivos de productos de sintesis quimica sobre todo de
fungicidas para combatir y contrarrestar el ataque de enfermedades

provocadas por hongos que causan serias pérdidas econémicas.

En los actuales momentos en el Ecuador existen fungicidas que resultan muy
eficientes en el control de enfermedades que logran reducir su incidencia, pero
esto conlleva a fortalecer la resistencia del agente causal hacia algunos
productos; lo que ha conducido a buscar la implementacion de otras técnicas
agricolas que reduzcan el uso de productos de sintesis quimica en el control de
las enfermedades que destruyen los cultivos.

Como respuesta a esto la agroecologia presenta varias técnicas para minimizar
el impacto del uso excesivo de fungicidas, uno de estos métodos es el de
aplicar hongos con caracteristicas antagonistas que ayuden a controlar y
prevenir el atague de las enfermedades. Los hongos celuloliticos se presentan

como una buena opcion a ser usada en los cultivos.

Los estudios existentes en el Ecuador, sobre este tipo de hongos, sirven como
pauta para determinar en la practica la capacidad antagonista frente a hongos

fitopatdogenos. Un ejemplo de estos trabajos lo reportan Guzman et al. (2014),



quienes aislaron un grupo de hongos de diferentes ambientes de Manabi-
Ecuador con la intencidon 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.

Por lo expuesto se plantea la siguiente interrogante: ¢De qué forma Los
hongos celuloliticos realizaran su efecto antagonista sobre los hongos

fitopatdgenos Fusarium sp. y Macrophomina sp?

1.2 JUSTIFICACION

Es ya una necesidad encontrar nuevos métodos que sustituyan a los productos
quimicos de sintesis para el control de plagas y enfermedades de los cultivos,
por ello una alternativa seria aprovechar las ventajas que ofrecen los hongos
como agentes de biocontrol frente a otros sistemas de lucha, bien por ellos
mismos o a través de sus metabolitos fungicos. Asi mismo, esta reconocido
que el control biolégico se produce de forma natural sin intervencion del

hombre, puesto que las plagas tienen sus antagonistas naturales.

Al conocer los mecanismos de interaccién entre un patégeno y los organismos
antagonicos, el control biolégico puede mantener el equilibrio entre las
poblaciones. Los organismos dificultan la actividad patogénica de otros
utilizando una gran variedad de mecanismos de acciébn como, la antibiosis, la
competencia por los nutrientes y el espacio, y el parasitismo. En ocasiones, no
es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre antagonistas y patdgenos, pero en general, no tienen un
anico tipo de accion, y si el antagonista posee varios de ellos reduce el riesgo
de que el patdgeno desarrolle sistemas de resistencia; por ello poseer distintos

mecanismos les convierte en posibles agentes de biocontrol (Roselld, 2003).



Las razones expuestas son argumentos, para tomar como desafio el desarrollo
de un proyecto que permita evaluar la capacidad antagolnica de las cepas de
hongos celuloliticos aislados en ambientes de Manabi-Ecuador frente a hongos

fitopatégeno.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad antag6nica de hongos celuloliticos, aislados en
Manabi-Ecuador, frente a hongos fitopatdbgenos Fusarium sp. y

Macrophomina sp. como potenciales agentes de control bioldgico.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar la capacidad antagonica de los hongos celuloliticos frente a
los hongos fitopatdogenos Fusarium sp. y Macrophomina sp. a nivel in

vitro.

e Determinar la actividad antagonica de los hongos celuloliticos
seleccionados frente a Fusarium sp. y Macrophomina sp. a través de

cocultivos en medio liquido.
e Definir el nivel de control biolégico de la cepa de hongo celulolitico,

seleccionado, frente a Fusarium sp. y Macrophomina sp. en plantas de

pimiento infectadas con estos patdgenos.

1.4 HIPOTESIS

Las cepas de hongos celuloliticos autdctonos ejercen accion antagonica frente

a Fusarium sp. y Macrophomina sp.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 HONGOS:

2.1.1 GENERALIDADES

El término hongo procede del latin fungus, que significa hongo. Dichos seres
constituyen un grupo muy numeroso de organismos y han sido considerados
tradicionalmente mas préximos a las plantas que a otros seres vivos debido a
su similitud en la composicion quimica y a su estructura ultramicroscopica,
aunque en la actualidad son grupos que se estudian por separado (Garcia,
2012). A esto Aristegui (2002) menciona que con la aplicaciéon de la biologia
molecular en los estudios taxondmicos se ha observado que los hongos estan

mas proximos al reino Animalia que al Plantae.

Los hongos celuloliticos tienen la capacidad de penetrar en los residuos
celulésicos y excretan celulasas en sitios internos de las particulas celulésicas,
en estos sistemas, las enzimas no forman complejos y son denominados
sistemas no agregativos. Por el contrario, las bacterias anaerdbicas carecen de
la capacidad de penetrar en este material y presentan sistemas agregativos
(Castillo et al., 2005).

Las especies de hongos celuloliticos mas frecuentemente estudiadas
pertenecen al género Trichoderma por ser los mejores productores de
celulasas. Sin embargo otros géneros y especies de hongos tales como
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicilium, Neurospora crassa,
incluyendo ademas hongos comestibles como: Lentimula edodes, Volvariella
volvacea, Pleurotus sp., también producen celulasas. El hongo Trichoderma
reesei es el mejor productor de celulasa extracelular, por lo que la mayoria de
los estudios concernientes a la naturaleza, modo de accion y aspectos en
general de las celulasas han sido realizados usando este microorganismo
(Vilches, 2002).



Los microorganismos del suelo (hongos y bacterias) son propagadores
anénimos que hacen que este sea feértil, descomponiendo la materia organica
hasta la mas minima expresién haciendo posible la absorcion de muchos
compuestos y elementos por las plantas. Un suelo fértil es aquel que tiene una
gran biodiversidad de microorganismos que mediante las actividades liberan
nutrientes en forma permanente para alcanzar un balance que permita un buen

desarrollo vegetal (Borrero et al., 2005).

2.1.2 ECOLOGIA FUNGICA

En la naturaleza ningln organismo que viva en una comunidad existe de forma
aislada. Cada organismo interviene en toda una serie de interacciones, tanto
con otros organismos como con los factores del ambiente que lo rodean. 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 composicion

gaseosa y el pH del sustrato (Rosellé, 2003).

El mismo autor sostiene que entre los factores ambientales muestran especial
importancia la actividad de agua y la temperatura, puesto que influyen en la
capacidad de los hongos para usar los nutrientes del suelo y para crecer en
ellos. La temperatura afecta al crecimiento del micelio y a la germinacion de los
conidios, mientras que la disponibilidad de agua determina si una espora
fungica puede germinar y con qué rapidez lo hace. Existe poca informacion
disponible sobre los requerimientos nutricionales y ambientales de la mayoria
de los hongos, por lo que el conocimiento de los mismos es necesario para

comprender la eficacia de los hongos en el control bioldgico.

2.1.3 MECANISMOS DE CONTROL

El control de enfermedades puede resultar de un antagonismo directo contra el

patdgeno, o por accion indirecta a traves de la resistencia inducida de la planta
hospedera. El antagonismo directo implica interaccion directa entre dos



microorganismos que comparten el mismo nicho ecoldgico. Se pueden
caracterizar tres modos de accion directa: parasitismo, competicion por
nutrientes y antibiosis. Estas interacciones no son exclusivas de cada uno sino

que cada cepa puede poseer varios modos de accién (Carballo et al., 2004).

El mismo autor indica que existe una gran variedad de mecanismos por medio
de los cuales los organismos dificultan la actividad patogénica de otros,
aunque, en general, pueden ser resumidos en tres: antibiosis, competencia y
parasitismo. No es facil determinar con precision los mecanismos que
intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los patdgenos en la
planta. En general, no tienen un Unico tipo de accién, y el poseer varios de ellos

les convierte en posibles agentes de biocontrol.

2.1.4 ANTIBIOSIS

La antibiosis, en sentido estricto, es el antagonismo ejercido por los metabolitos
de origen microbiano con actividad biocida, entre los cuales se encuentran los
agentes liticos, las enzimas, los compuestos volatiles y otras sustancias
toxicas. Estos organismos, tienen el potencial para actuar como fuente de
compuestos antifungicos de uso en la agricultura. Los posibles antagonistas
deben ser capaces de producir metabolitos activos, no sélo en medios
artificiales sino también en condiciones naturales. Por ejemplo los metabolitos
producidos por Trichoderma harzianum se han evaluado para el control de

patdgenos de plantas (Jarvis 1998 citado por Rosello, 2003).

Ademas manifiesta que este hongo produce un metabolito denominado
harzianopiridona. Las piridonas fungicas son relativamente raras y este es el
primer ejemplo de un compuesto de este tipo producido por especies de
Trichoderma. Muestras de extracto puro han sido producidas por fermentacién
y se ha demostrado que son moderadamente activas contra la costra de la
manzana (Venturia inaqualis), el tizon tardio del tomate (Phytophthora

infestans) y Botrytis cinérea.



Carballo et al. (2004) menciona que la antibiosis es el antagonismo que resulta
cuando un microorganismo produce metabolitos secundarios que son toxicos
para otro microorganismo o que inhiben las actividades celulares vitales. Esta
capacidad les provee de un margen competitivo, especialmente en la
colonizacion de sustratos organicos donde la competencia por espacio y

alimentos puede ser feroz.

Este autor sostiene que la antibiosis es un fenbmeno muy comun, responsable
de la actividad biocontroladora de muchos organismos tales como
Pseudomonas spp., Bacillus spp., o Trichoderma spp., que han sido
desarrolladas como agentes de control bioldégico de patdgenos. Una variedad
de diferentes metabolitos como antibidticos, bacteriocinas, enzimas vy
compuestos voléatiles se han descrito y estan involucrados en la supresion de
diferentes patégenos.

2.1.5 COMPETENCIA

La competencia puede definirse como el comportamiento desigual de dos o
MAs organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacién

del mismo por uno de ellos, reduzca la cantidad necesaria para los demas.

Ademas constituye un mecanismo de accion antagdénico muy importante,
puede producirse por los nutrientes o bien por el espacio (Martinez et al.,
2013).

Fernandez et al. (2001) menciona que un factor esencial para que exista
competencia, es la escasez o limitaciébn de un elemento, porque si hay exceso
no hay competencia. Por ejemplo, Botrytis y Penicillium expansum son hongos
tipicamente de poscosecha, y para que sus esporas germinen necesitan
alimentos, los cuales se encuentran en las heridas de las frutas, y es alli donde

ambos competirdn para conseguir el alimento.



También indican que la competencia por los nutrientes se define como el
comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los
organismos reduzca la cantidad disponible para los otros. La competencia por
el espacio también ha sido evaluada. Las levaduras son eficaces colonizadoras
de la superficie de las plantas y destacan por producir compuestos
extracelulares, principalmente polisacaridos, que restringen el espacio para que

otros microorganismos lo colonicen.

2.1.5.1 COMPETENCIA POR CARBONO

Este tipo de competencia ocurre en el suelo y es considerada responsable del
fenébmeno conocido como fungistasis, que consiste en la inhibicion de la
germinacion de esporas del hongo en el suelo. Esta supresion resulta de la
actividad combinada de varias poblaciones microbiales y cualquier agente de
biocontrol aplicado al suelo puede ser sometido a fungistasis. Algunas especies
0 razas de antagonistas son mas competitivas que otras y pueden ser
seleccionadas para el control biol6gico. La competicion por carbono también ha
sido involucrada en el antagonismo expresado por diferentes cepas de
Trichoderma sp. contra varios patégenos de plantas, especialmente Fusarium
oxysporum (Fernandez et al., 2001).

2.1.5.2 COMPETENCIA POR ELEMENTOS MENORES

Carballo et al. (2004) sostiene que este tipo de competencia es muy frecuente
en el suelo. Asi por ejemplo, la competencia por hierro (uno de los mejores
documentados ejemplos de competencia por micronutrientes) es uno de los
modos de accion por los cuales Pseudomonas fluorescens limita el crecimiento
de hongos patogénicos y reduce la incidencia o severidad de las
enfermedades. Bajo condiciones de estrés de hierro, estas bacterias sintetizan
sideroforos, llamados pseudobactinas opioverdinas que muestran una mayor

afinidad para Fe+3 que los sideroforos fungales.



Ademas sefialan que los micronutrientes (Cu, Mn y Zn) también juegan un
papel en el control de enfermedades inducidas por patdgenos del suelo. La
asociacion de dos microorganismos antagonistas compitiendo con el patégeno
por dos diferentes nutrientes, puede resultar en un incremento en la eficacia del

biocontrol.

2.1.6 PARASITISMO

En la naturaleza el parasitismo es muy corriente, y se trata de la accién directa
de un microorganismo parasitando a otro, donde el patégeno es utilizado como
alimento por su antagonista. Este tipo de mecanismo se basa en la produccion,
por parte del antagonista, de enzimas extracelulares, como la quitinasa, la
celulasa, la B,1-3-glucanasa y la proteasa, que utilizara para romper las
estructuras del patégeno, y poderlo parasitar. Los ejemplos mas conocidos de
hongos parésitos son Trichoderma y Gliocladium. En Trichoderma, el
parasitismo puede ocurrir mediante la penetracion, el engrosamiento de hifas,
la produccién de haustorios, y la desorganizacién del contenido celular
(Fernandez y Larrea, 2001).

Carballo y Guharay (2004) mencionan que el término parasitismo se refiere al
hecho de que un microorganismo parasita a otro, en este caso a un patégeno
de plantas. El parasitismo consiste en la utilizacion del patbgeno como alimento
por su antagonista. Los ejemplos mas conocidos de hongos hiperparasitos son
Trichoderma y Gliocladium. El parasitismo juega un papel principal en el
antagonismo expresado por algunas razas de Trichoderma contra Rhizoctonia
solani. Sin embargo, discriminar entre parasitismo y otros mecanismos de
accion, es dificil ya que enzimas que degradan la pared celular como quitinasas

y glucanasas estan involucradas en el proceso de parasitismo.

Ademas sefialan que con otros patdégenos, también actian enzimas
extracelulares tales como quitinazas, celulasas, Beta-1-3-glucanasas vy
proteasas que rompen las estructuras de los hongos parasitados. Hongos del

género Trichoderma también han sido muy estudiados como antagonistas de
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otros patogenos del suelo como Sclerotium rolfsii y Sclerotium cepivorum y

existen varias formulaciones comerciales desarrolladas a partir de ellos.

2.2 CONTROL BIOLOGICO CON HONGOS

2.2.1 Trichoderma EN EL CONTROL BIOLOGICO

Las especies de Trichoderma son importantes como agentes 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 numerosas
ocasiones, con o0 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 degradacion de la madera.
Ademas las especies de T. viride y T. harzianum se han reconocido como
bioplaguicidas principalmente contra Rhizoctonia, Verticillium, Sclerotinia y

Botrytis (Santamarina et al., 2001).

Estos autores sefialan que ahora se sabe que Trichoderma utiliza varios
mecanismos de accion para controlar el desarrollo de los patdgenos. Algunos
de ellos son el micoparasitismo, la antibiosis, la competencia por los nutrientes
y la produccion de compuestos volatiles de todos ellos, el que tiene un papel
principal es el parasitismo. El presentar mas de un mecanismo de control le
confiere una caracteristica importante para poder ser seleccionado como
agente de biocontrol. En algunos casos, Trichoderma actia sobre los

patdgenos gracias a su capacidad de colonizar rapidamente el sustrato.

Roselld6 (2003) indica que algunos hongos son inhibidos por compuestos
volatiles o por metabolitos solubles. Entre los compuestos volatiles las
alquilpironas son las mas efectivas, y entre los metabolitos solubles se
encuentra la ciclosporina producida por T. polysporum, los antibidticos de tipo
isonitrilo y la tricodermina producidos por T. hamatum y como principal agente

soluble antifungico las trichozianinas. T. harzianum ademas de producir
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trichozianinas sintetiza una gran variedad de compuestos solubles como la

harziandiona, la furanona, la harzianolida y el harzianum A.

Sigue manifestando que aunque la versatilidad, adaptabilidad y facil manejo de
los hongos de Trichoderma han permitido su utilizacién en el control bioldgico,
existen ciertas limitaciones para el avance en las investigaciones, debido a las
deficiencias en las tecnologias de formulacion, asi como en buscar un sistema
homogéneo de reparto para ser utilizado en condiciones de campo.

El biocontrol de fitopatdgenos de suelo con especies de Trichoderma ha sido
objeto de estudio desde 1930, y se ha aplicado a pequefias escalas
directamente al suelo o en el tratamiento de las semillas encontraron que T.
harzianum induce altos niveles de enzimas liticas (1-3 B glucanasa y quitinasa)
sobre las células de las paredes de los patébgenos R. solani, P.
aphanidermatum y Fusarium oxysporum. Hay informes sobre diversos intentos
para el biocontrol de las poblaciones de Fusarium oxysporum causantes de
marchiteces en diferentes hospedantes (Sandoval et al., 1994).

2.2.2 Penicillium oxalicum EN EL CONTROL BIOLOGICO

Algunas especies de Penicillium sp, ademas de causar dafios pudriendo frutos,
bulbos o granos, también pueden ser importantes como agentes de biocontrol
frente a diversos patdgenos vegetales. Asi, P. funiculosum contra Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici; P. lilacinum contra Phomopsis sclerotioidea;
P. vermiculatum contra Verticilllum dahliae; y P. oxalicum contra diversos
patdogenos del guisante frente a Pythium ultimum asi como contra Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici,. P. oxalicum es considerado por distintos autores
como un prometedor agente fungico para el control de las enfermedades del
suelo y ha sido referenciado como productor de un amplio rango de
polisacaridos y enzimas que degradan la pectina también glucanasas,

celulasas, hemicelulasas y otras enzimas (Rosello, 2003).

Por otra parte, este autor indica que una cepa de P. oxalicum que actia como

antagonista de distintas cepas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici que
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causan la fusariosis vascular del tomate. Lo que ha permitido demostrar que P.
oxalicum es capaz de inhibir el crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici en estudios “in vitro” de crecimiento dual, al producir enzimas liticos
que degradan la pared celular del patdgeno. También en experiencias en
invernadero han podido comprobar que P. oxalicum disminuye la fusariosis del
tomate, tanto al inocularlo en suelos que han sido esterilizados como en los

que no.

Asi como, que es capaz de inducir resistencia en las plantas de tomate frente a
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, activando los mecanismos de defensa de
la planta, consiguiéndose una reduccion de la enfermedad del 20-50%,
después de aplicar distintos tratamientos con P. oxalicum segun la severidad
de la enfermedad. La inmunidad, que P. oxalicum confiere a las plantas, se
mantuvo durante 60-100 dias después de inocular el patogeno (Fernandez y
Larrea 2001).

2.3 HONGOS FITOPATOGENOS

2.3.1 Fusarium sp.

Las especies del género Fusarium son muy variables debido a sus
caracteristicas genéticas y a los cambios que el ambiente causa en la
morfologia de los cultivos. Estos hongos son habitantes del suelo que pueden
ser transportados por los residuos vegetales y recuperados de las raices
profundas como de las flores mas altas. Se han hecho revisiones historicas
acerca de la taxonomia de Fusarium que recorren el desarrollo del concepto
genérico desde el diagndstico original de Link llegando al concepto morfolégico

empleado hoy (Flores et al., 2005).

Muchas claves taxon6micas en uso estan basadas en la morfologia de las
estructuras anamorficas: macroconidios, microconidios, conidiéforos vy
clamidoconidios, considerando medidas, formas, nimero de tabiques, células

basales, ubicacion, tipo de fialides, esporodoquios. El proceso de
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reconocimiento de las especies se simplifica si ademas se dispone de
informacion adicional tal como hospedante, sintomas de enfermedades y
observaciones realizadas durante el proceso de aislamiento (Summerell et al.,
2003).

2.3.1.1 ENFERMEDADES CAUSADAS POR Fusarium sp.

Las especies de Fusarium estan referenciadas como hongos de campo, pero
no es extrafio encontrarlos, ocasionalmente, 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 distintas fitopatologias,
concretamente son los causantes de los marchitamientos vasculares (fusariosis
vascular), de las podredumbres de cuello y raices, y los mohos amarillos y
rosados de las enfermedades de poscosecha (Roselld, 2003).

MARCHITAMIENTOS VASCULARES

Agrios (1999) seinala que los marchitamientos vasculares son enfermedades
tipicas del suelo y son muy destructivas, espectaculares y alarmantes. Se
manifiestan en un marchitamiento mas o menos rapido, empardecimieto y
muerte de hojas y vastagos, dando como resultado la muerte de la planta. Los
marchitamientos se deben a la presencia y actividad del patdégeno en los tejidos

vasculares xilematicos de las plantas.

Ademas este autor menciona que generalmente, el patdgeno continda
propagandose por el interior, en forma de micelio o conidios, a través de los
vasos xilematicos hasta que muere toda la planta. Mientras que la planta siga
viviendo, el hongo se limita a los tejidos vasculares y a algunas células
circundantes; soOlo cuando la planta infectada muere, el hongo se propaga
hacia otros tejidos y esporula sobre ella. Tres géneros son los causantes de los

marchitamientos vasculares: Ceratocystis, Fusarium y Verticillium.
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FUSARIOSIS VASCULAR

Como se dijo anteriormente, esta enfermedad afecta y ocasiona pérdidas
considerables en la mayoria de las flores y hortalizas anuales, plantas de
ornato, arboles de sombra y plantas de cultivo (algodén, tabaco, platano,
llantén, café, cafia de azlcar, tomate, etc.). La mayoria de los hongos de este
género pertenecen a la especie Fusarium oxysporum y, segun el huésped que
infecta se encuentran distintas formas especiales (F.sp.) dentro de una especie
(Agrios, 1999).

Asi por ejemplo sefiala que el hongo que ataca al tomate se designa Fusarium
oxysporum F.sp. lycopersici; el de las cucurbiticeas Fusarium oxysporum
f.sp.niveum; el de la col Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans; el del platano
Fusarium oxysporum f.sp. cubense; el del algodén Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum; el del clavel Fusarium oxysporum f.sp. dianthii; el del gladiolo
Fusarium oxysporum f.sp.gladioli, etc. Considera que en la rizosfera hay una
competencia intensa con otros microorganismos y en particular con otros
Fusarium; aunque muchas cepas de F. oxysporum son capaces de penetrar en
los tejidos corticales de la raiz, las cepas especificas del huésped son la Unicas

gue penetran hasta el tejido vascular y causan la fusariosis.

Finalmente indica que Fusarium es un hongo que vive en el suelo e hiberna en
él o entre los restos vegetales, en forma de micelio o esporas (clamidosporas).
Se propaga a cortas distancias a través del agua del suelo y el equipo agricola
contaminado, y a grandes distancias por los trasplantes infectados o por el
suelo que va en ellos. Es frecuente que una vez se haya instalado en un area
se mantenga asi por tiempo indefinido. Las marchiteces son mas comunes y
destructivas en las regiones templadas mas calidas y son menos dafiinas en

climas templados frios; excepto en los cultivos de invernadero de esas areas.
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PODREDUMBRES DE CUELLO Y RAICES

Segun Aparicio et al. (1991) muchos Ascomicetos atacan a las raices y a la
parte inferior del tallo de las plantas. Los mas importantes son Cochliobolus,
Gibberella y Gaeumannomyces, pero en la mayoria de los casos, la
enfermedad se debe estrictamente a las etapas asexuales de los mismos; es
decir especies de Bipolaris en el caso de Cochliobolus y especies de Fusarium
respecto a Gibberella.

Sin embargo este autor indica que distintas especies de Fusarium, sobre todo
F. solani y sus F.sp., asi como algunas F.sp. de F. oxysporum, producen, en
vez de fusariosis vascular, la podredumbre de semillas y plantulas
(ahogamiento), podredumbres de raices, del cuello del tallo, de cormos, bulbos,
tubérculos, etc.

PODREDUMBRES DE RAICES

Segun Borrego (2014) los sintomas de la enfermedad incluyen podredumbres y
coloracion vascular de raices, rizomas y tallos; lesiones necréticas sobre las
superficies de la raiz y del tallo; reduccion del tamafio de la planta; amarilleo y

senescencia de los tallos y turiones y, en casos graves, la muerte de la planta.

Por otro lado SINAVIMO (2010) cita que la podredumbre basal por Fusarium se
confirma si se observa la decoloracién castafia y la destruccion, parcial o total
de las raices, asi como una pudricion parda de las catéfilas carnosas que
avanza desde el disco y que frecuentemente se encuentra acompafada por un

micelio blanquecino o rosado.

Aparicio et al. (1991) mencionan que en plantas jovenes de guisantes,
cacahuete, soja, esparragos, tomate, entre otras; las raices principales
muestran al principio una mancha rojiza que mas tarde cambia a rojo oscuro o
pardo, y que se extiende hasta cubrir toda la raiz y la porcion del tallo que se

encuentra por debajo de la superficie del suelo, o bien aparecen rayas que se
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extienden por arriba de ella. En la raiz principal aparecen fisuras y las
pequefias raices laterales son destruidas. En general el crecimiento de la

planta se retrasa y las hojas se vuelven amarillas y caen.

Ademas expresa que en ocasiones, si las condiciones climaticas son las
idoneas, la planta puede llegar a recuperarse y producir una cosecha bastante
buena; aunque en la mayoria de los casos mueren (Agrios, 1999). Esta
enfermedad se ve favorecida por temperaturas bajas (18-20 °C), pero el estrés

hidrico y térmico sufrido por las raices también influyen en la enfermedad.

PODREDUMBRE DEL CUELLO

En las plantas infectadas por Fusarium, éstas se marchitan y mueren debido a
gue la base del tallo (cuello) se pudre. Las lesiones aparecen en el tallo a nivel
de la superficie del suelo o por debajo de ella, a modo de manchas rojas o de
color rosa, y en ocasiones se observa un chancro oscuro. Estas lesiones se
producen de fuera hacia adentro, y es frecuente que no afecten a la parte
interna del tallo, aunque a veces, en secciones longitudinales del tallo, se
aprecia necrosis vascular desde la base hasta unos 50 cm como maximo, y

parte de la médula oscura (Aparicio et al., 1991).

PODREDUMBRE DE BULBOS, CORMOS Y TUBERCULOS

Garcia (2010) describe que las pudriciones de bulbos, cormos y tubérculos son
originadas por Fusarium en el campo y durante el almacenamiento. Son
enfermedades comunes en plantas como la cebolla, el lirio y el gladiolo. La
pudricion suele comenzar en las superficies sanas de los bulbos, cormos o
tubérculos, pero con frecuencia se inician en las heridas, o en las raices
dafadas. Los bulbos o cormos invadidos a primera vista no suelen mostrar los
sintomas externos de la enfermedad, aunque es comun que la placa basal y las
escamas carnosas, asi como las raices, adquieran una tonalidad café previa a

la muerte.
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Las hojas de las plantas se vuelven amarillas, después adquieren color purpura
o café y mueren prematuramente. En los tubérculos aparecen pequefias
manchas café que en poco tiempo se extienden y hunden. Finalmente,
porciones del tubérculo o todo éste son destruidas por el hongo y se transforma
en una masa dura 'y momificada, a menos que estén hiumedas y sean invadidas

por las bacterias de las podredumbres blandas (Agrios, 1999).

ENFERMEDADES DE POSCOSECHA

El género Fusarium produce los “mohos amarillos o rosados” en plantas de
ornato y hortalizas. En naranjas y limones, que se almacenan durante mucho
tiempo, ocasiona la podredumbre café. En la mayoria de los casos la
contaminacion se produce en el campo antes o durante la cosecha, aunque
también puede desarrollarse en el transcurso del almacenamiento. Al principio,
los tejidos afectados se ablandan y, a medida que se extiende la infeccidn, las
areas putrefactas se hunden y aparece sobre ellas un penacho de pelo
blanquecino, rosa o amarillento del moho. En el caso del tomate y
cucurbiticeas, la infeccidon se desarrolla con mayor rapidez (Agrios, 1999).

2.3.2 Macrophomina sp.

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).

Macrophomina phaseolina es un agente causal de la pudricion carbonosa, es
un hongo patdogeno con un amplio intervalo de hospedantes que ocurre en
regiones con climas variados, desde aridos hasta tropicales, en todo el mundo.
En México, se ha observado que M. phaseolina causa dafos significativos,
principalmente en frijol comun, ajonjoli, sorgo y soya. En el caso del frijol

comun, la pudricidon carbonosa ataca particularmente en condiciones de sequia
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y de altas temperaturas durante ciertas etapas del crecimiento del cultivo, en
regiones aridas (Diaz 1992 citado por Mayek et al., 2002).

Macrophomina phaseolina sobrevive como microesclerocios en el suelo y en
restos de plantas infectadas. El microesclerocios sirve como la principal fuente
de inoculo y puede persistir en el suelo hasta tres afios. Son de color negro,
esféricos a las estructuras alargadas que se producen en el tejido receptor y
publicado en el suelo cuando decae la planta infectada. Estas estructuras
multicelulares permiten la persistencia del hongo en condiciones adversas,
tales como los bajos niveles de nutrientes del suelo y la temperatura por
encima de 30 °C. Las semillas también pueden transmitir el hongo en su
cubierta, cuando esté infectada no germinan o produce plantulas que mueren

poco después de la emergencia (Dhinga, 1977).

Los sintomas del marchitamiento causado por M. phaseolina se presentan
como una lesion que se inicia en la planta a nivel del suelo por debajo de éste,
para extenderse luego hasta las ramas, en las ramas viejas se forman lesiones
similares a chancros que luego se alargan y presentan corpusculos diminutos
de color negro que corresponden a picnidios y esclerocios del hongo. Muchas
plantas mueren sin llegar a producir y quedan reducidas en su tamafio

(Jaramillo et al., 1983 citado por Navarrete, 2000).

2.3.2.1 ENFERMEDADES CAUSADAS POR Macrophomina sp.

PUDRICION DE LA RAIZ

El agente causante de esta enfermedad es Macrophomina phaseolina (tasis)
goidanich. Goid. Otros nombres que tiene esta enfermedad en América latina
son: pudricién gris del tallo, mancha ceniza del tallo, pudricion carbonosa de la
raiz, tizén cenizo del tallo y podredumbre carbonosa. Este ocasiona dafios

importantes al frijol y otros cultivos (Fernandez et al., 2004).
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SINTOMATOLOGIA

Generalmente los sintomas aparecen cuando el micelio o los esclerocios
presentes en el suelo germinan e infectan los tallos de las plantulas o base de
los cotiledones en desarrollo. EI hongo produce chancos negros de bordes muy
definidos, los cuales con frecuencia presentan anillos concéntricos. El

meristemo apical puede morir o el tallo puede quedarse (Azpiroz, 2000).

Por otro lado la infeccion en plantas adultas puede causar atrofiamiento,
clorosis, defoliacion prematura, descomposicion de la raiz y del hipocétilo y
finalmente la muerte de la planta. La infeccion es a menudo mas severa en una
parte de la planta; las lesiones se vuelven grises y frecuentemente contienen
picnidios negros o esclerocios, signos estos del patdogeno. Condiciones de
humedad moderada a baja y temperatura moderada a alta favorecen el
desarrollo de la enfermedad (Jaramillo et al., 1983, citado por Navarrete, 2000).



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1 UBICACION

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez, ubicada en
el sitio El Limén, situado geograficamente entre las coordenadas 0°49'23”
Latitud Sur; 80°11°01” Longitud Oeste y una altitud de 15 msnm?’.

3.2 DURACION DEL ESTUDIO

El trabajo de investigacion se llevo a cabo desde agosto del 2013 hasta agosto
del 2014.

3.3 FACTORES EN ESTUDIO

a) Hongos celuloliticos

b) Hongos fitopatdgenos
3.4 NIVELES

A. Cepas de hongos celuloliticos.
e AO-1
e AO-2
e AO-3
e AO-5
e AO-6
e AO-8
e AQ-8
e R.C-3

Y Estacion meteorolégica de la ESPAM-MFL (2010). Ubicacién geogréfica

proporcionada por el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia.
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B. Hongos fitopatdgenos
e Fusarium sp.

e Macrophomina sp.

3.5 TRATAMIENTOS

La combinaciéon de los niveles de los factores en estudio da como resultado los

siguientes 16 tratamientos.

Cuadro 3.1. Tratamientos

N° Tratamientos
1 A.O-1 + Fusarium sp.
2 A.0O-1 + Macrophomina sp.
3 A.0-2 + Fusarium sp.
4 A.0-2 + Macrophomina sp.
5 A.O-3 + Fusarium sp.
6 A.0-3 + Macrophomina sp.
7 A.O-5 + Fusarium sp.
8 A.0-5 + Macrophomina sp.
9 A.O-6 + Fusarium sp.
10 A.0-6 + Macrophomina sp.
11 A.O-8 + Fusarium sp.
12 A.0-8 + Macrophomina sp.
13 A.Q-8 + Fusarium sp.
14 A.Q-8 + Macrophomina sp.
15 R.C-3 + Fusarium sp.
16 R.C-3 + Macrophomina sp.

3.6 DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL

Disefio Experimental.- Para la primera etapa del experimento se empled un

Diseifilo Completamente al Azar (DCA) con tres replicas.
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Esquema del analisis de varianza

Cuadro 3.2. Esquema de analisis de varianza

ADEVA
Fuente de variacion Grados de libertad
Total 47
Tratamientos 15
Error 32

Pruebas funcionales

Coeficiente de variacion.- que indica la variabilidad existente entre los resultados
de las distintas variantes. Se aplicaron a todas las variables y se expresaron en

porcentaje.

Prueba de comparacion de medias.- que permiti6 categorizar las diferencias
significativas entre los tratamientos, se realiz6 Tukey al 0.05 % de probabilidad de

error.

3.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.7.1 CRECIMIENTO IN VITRO DE HONGOS CELULOLITICOS

Para esta actividad se usaron las cepas de los hongos celuloliticos aislados y
purificados, pertenecientes al cepario del laboratorio de Biologia Molecular de la
ESPAM MFL.

Se repicaron las cepas de los hongos celuloliticos colocando un disco de 4 mm de
diametro en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) a 25 °C, a los que se les
midio diariamente el diametro de crecimiento miceliar en mm/dia, con la ayuda de

un calibrador pie de rey hasta que alcanzaron los bordes de la caja Petri.
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3.7.2 CRECIMIENTO IN VITRO DE HONGOS FITOPATOGENOS

Para esta actividad se usaron las cepas aisladas y purificadas de los hongos
fitopatdgenos Fusarium sp. y Macrophomina sp. pertenecientes al departamento

de proteccion vegetal de la EETP de INIAP.

Se repicaron las cepas de los hongos fitopatégenos colocando un disco de 4 mm
de didmetro en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) a 25 °C, a los que se
les midieron diariamente el diametro de crecimiento miceliar en mm/dia con la
ayuda de un calibrador pie de rey hasta que alcanzaron los bordes de la caja
Petri.

3.7.3 CAPACIDAD ANTAGONICA DE LOS HONGOS CELULOLITICOS
FRENTE A LOS HONGOS FITOPATOGENOS Fusarium sp. Y
Macrophomina sp. A NIVEL in vitro

Se confrontaron cada uno de los hongos celuloliticos contra cada una de los
patégenos, colocandose 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 patdégeno, a una distancia de 5 mm aproximadamente
entre ellos, posteriormente se incubaron bajo las mismas condiciones, y se

realizaron evaluaciones diarias durante diez dias.
DATOS EVALUADOS
e CAPACIDAD ANTAGONICA
La capacidad antagonica de las cepas se evaluaron de dos formas: se midio el

grado de micoparasitismo y la competencia por nutrientes y espacios, segun el

porcentaje de inhibicién de crecimiento radial.
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e GRADO DE MICOPARASITISMO

Este dato se evalu6 de acuerdo a la escala de capacidad antagonica (Cuadro 3.3)
propuesta por Ezziyyani et al. (2004).

Cuadro 3.3. Escala para evaluacion de la capacidad antagénica

Escala Capacidad antagénica
1 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
2 Invasion de ¥ de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
3 Invasion de ¥ de la superficie de la colonia hongo patégeno.
4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.
5 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno

(esporulacion sobre ella).

e PORCENTAJE DE INHIBICION DE CRECIMIENTO RADIAL

Para la toma de este dato se empled la formula propuesta por Ezziyyani et al.
(2004) que consiste en PICR = (R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio mayor
(radio patdégeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del patdégeno en

enfrentamiento con el antagonista).

3.7.4 ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LOS HONGOS CELULOLITICOS
SELECCIONADOS FRENTE A Fusarium sp. Y Macrophomina sp. A
TRAVES DE COCULTIVOS EN MEDIO LIQUIDO

Para esta segunda etapa del experimento se seleccioné la cepa del experimento
anterior que demostro la mejor capacidad antagonica y se mezclé por separado
con Fusarium sp. y Macrophomina sp. en Erlenmeyer que contuvieron 90 mL de
caldo papa dextrosa. Estos cocultivos fueron inoculados a partir de cultivos
frescos de cada cepa en PDA por 72 h a 30 °C en incubadoras hasta que estas
estuvieron totalmente esporuladas, las cuales se homogenizaron con 10 mL de
solucion salina para una concentracién de 6 Log UFC.mL™ Se realizaron estos

ensayos a las 48, 72, 96 h contra ambos patdgenos y se efectio el conteo de las
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UFC a través del método de las diluciones seriadas (hasta -1, -2, -3) y el conteo
en placas con medio PDA, donde se utilizaron contador de colonias las que se
incubaron a 30 °C por 72 h.

3.7.5 CONTROL BIOLOGICO DE LA CEPA SELECCIONADO FRENTE A
Fusarium sp. Y Macrophomina sp. EN PLANTAS DE PIMIENTO
INFECTADAS

Con la cepa del hongo celulolitico que demostro la mejor capacidad antagonica en
las anteriores evaluaciones se procedio a realizar el control biolégico en plantas

de pimiento infectadas con Fusarium y Macrophomina.

El vivero donde se cumplié esta actividad fue de una estructura de cafia guadua
anclada al suelo, en la que reposa una cubierta de cafia picada sobre la cual
descansa un plastico flexible. Las dimensiones son de 3 m de ancho por 5 m de
largo, 3,5 m de alto en su parte media y 2,5 m de alto en sus partes laterales.
Tiene soportes bien distribuidos para colocar las bolsas sembradas, con

pasadizos para permitir el libre acceso y facilitar el trabajo.

3.7.5.1 TRATAMIENTOS

¢ Hongo celulolitico + Fusarium sp.

e Planta + Fusarium sp.

e Hongo celulolitico + Planta

e Planta sin inoculo

e Hongo celulolitico + Macrophomina sp.
¢ Planta + Macrophomina sp.

e Hongo celulolitico + Planta

e Planta sin inoculo
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3.7.5.2 DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL

Disefio Experimental.- Se empleé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con

cuatro replicas.

Esquema del analisis de varianza

Cuadro 3.4. Andlisis de varianza

ADEVA
Fuente de variacion Grados de libertad
Total 31
Tratamientos 7
Error 24

Pruebas funcionales

e Coeficiente de variacidén: que indicaron la variabilidad existente entre los
resultados de las distintas unidades experimentales. Se aplicd a todas las

variables y se expreso en porcentaje.

e Prueba de comparacion de medias: que permitié categorizar las diferencias
significativas entre los tratamientos. se emple6 Tukey al 0,05 % de
probabilidad.

Manejo del experimento

a. Preparacion del sustrato

El sustrato se preparé con tierra, materia organica (cascarilla de arroz) en una
relacion 3:1, el uso de materia organica se lo hizo con la finalidad de que los

hongos puedan tener las condiciones alimenticias necesarias para desarrollar su

crecimiento y formacion de estructuras reproductivas. El sustrato se homogenizé y
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se llen6 en fundas plasticas de polietileno transparentes en una cantidad
aproximada de 1,5 kg/ funda.

b. Esterilizacion

Una vez envasadas las fundas con el sustrato se procedi6 a llevar a la autoclave

donde se esterilizaron a 15 Ib de presion por 20 min.

c. Llenado de fundas

Una vez esterilizado el sustrato se llenaron las fundas plasticas (20 cm de largo x

12,5 cm de ancho), de color oscuro.

d. Preparacion del inoculo

1. De los cultivos puros de los hongos celuloliticos y fitopatdbgenos se extrajeron
un disco de 4 mm de didmetro con agar y estructuras miceliares y se coloc6 en
la caja Petri para su desarrollo.

2. Esterilizacion de agua en autoclave por 20 miny 121 °C.

3. Cuando los hongo se desarrollaron hasta formar colonias notables
(aproximadamente 7 dias después del repique), con el uso de una asa de
platino esterilizada se provocé el desprendimiento de estructuras flngicas
empleando 20 mL de agua estéril por cada caja Petri llena de micelio.

4. Esta solucion se mezclé con 200 mL de agua estéril y de esta manera se

obtuvo cada solucién de inoculo por cepa objeto de estudio.

e. Inoculacion

Se procedi6 a inocular el sustrato contenido en las fundas con 20 mL de inoculo
del hongo celulolitico y 20 mL del fitopatdgeno, posteriormente se cubrieron con
fundas de plastico transparente de la medida 6 x 10 cm para provocar el efecto de

una cadmara humeda y acelerar la reproduccion y multiplicacion de los
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microorganismos. Luego de 72 horas de la inoculacion se procedio a retirar las
fundas.

f. Siembra

Luego de la inoculacion e incubacion de los hongos se procedid a sembrar las

semillas de pimiento (recicladas).

g. Riego

Se realizaron cada dos dias durante el tiempo que se desarrollé la investigacion

con agua esterilizada, para evitar agentes contaminantes externos.

3.8 DATOS EVALUADOS EN EL CULTIVO

Altura de planta (cm): este dato se registr6 cada 7 dias, se midi6 la altura de la
planta con una cinta métrica desde la base del tallo hasta el extremo de la Gltima

hoja.

Masa del follaje (g): a los 30 dias de desarrollo de la planta; el peso de la masa
foliar fue tomado en estado fresco. Para la obtencién del peso seco este follaje
fue introducido en una estufa a 55 grados por 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 precision, este dato fue reportado en estado fresco y seco. Para la
obtencion del peso seco la raiz fue introducida en la estufa a 55 grados por 15

minutos con el propasito de reducir los niveles de humedad.

Incidencia de la enfermedad: cada 7 dias se realiz6 un conteo del nimero de

plantas marchitas, este valor fue expresado en porcentaje de plantas muertas en
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relacion con el numero total de plantas de cada unidad experimental, como se

indica en la siguiente expresion:
% Incidencia= Numero de plantas marchitas/ nimero total de plantas por 100

% I=n. p.m./n.t.p.x10.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 CAPACIDAD ANTAGONICA DE LOS HONGOS
CELULOLITICOS FRENTE A LOS HONGOS FITOPATOGENOS
Fusarium sp. Y Macrophomina sp. A NIVEL in vitro

La capacidad antagonica in vitro de las cepas en estudio presentaron
diferencias estadisticas (p<0.001) en todas las evaluaciones realizadas. En el
cuadro 4.1 se observa que las cepas R.C-3; A.O-1 y A.O-6 presentaron
igualdad 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; 60,37 y 60,37 %; vy,
A.0-6 con 63,7; 62,59 y 62,22 % en cada evaluacion respectivamente. El
tratamiento A.O-3 obtuvo los menores valores obteniendo 38,15 % en la

primera evaluaciony 16,3y 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 patdgeno in vitro.

Cuadro 4. 1 Porcentaje de inhibicién radial de Macrophomina
Evaluaciones (dias)

Tratamientos

3 6 9
A.0-1 61,48 a 60,37 a 60,37 a
A.0-2 36,67 b 3593 bc 3444 b
A.0-3 38,15 b 16,30 ¢ 11,11 ¢
A.0O-5 52,22ab 51,48 ab 51,48 ab
A.0-6 63,70 a 62,59 a 62,22 a
A.0-8 54,44 ab 55,19 ab 51,48 ab
A.Q-8 51,11ab 51,11 ab 51,11 ab
R.C-3 61,48 a 60,00 a 60,00 a
Probabilidad 0,001 <0,001 <0,001
Error estandar 4,07 4,32 4,5

a, b, ¢ Letras diferentes en una misma columna indica diferencias
estadisticas segun Tukey 0,05.
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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 Bacillus todas presentan inhibicion a Macrophomina phaseolina con
porcentajes desde 48 a 73,7 % (Cuadro 4.1).

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

relacion directa con el patégeno.

En el cuadro 4.2 se observa que la cepa con mayor porcentaje de crecimiento
de inhibicion radial fue A.O-1 en todas las evaluaciones con 81,11 y 80 %.

Cuadro 4. 2. Porcentaje de inhibicién radial de Fusarium
Evaluaciones (dias)

Tratamientos

3 6 9
A.0-1 81,11a 80,00 a 80,00 a
A.0-2 68,89ab 68,15 abc 68,15 abc
A.0-3 68,15 ab 67,41 abc 66,37 abc
A.0O-5 71,37 ab 66,67 abc 66,67 abc
A.0-6 62,22 b 58,15 c 51,11 ¢
A.O-8 61,11 b 48,89 bc 56,67 bc
A.Q-8 71,48 ab 70,74 abc 70,74 ab
R.C-3 74,07ab 72,96 ab 27,04 bc
Probabilidad 0,003 0,0015 0,0014
Error estandar 2,83 2,92 3,69

a, b, ¢, letras diferentes en una misma columna indicas diferencias
estadisticas segun Tukey 0,05.

Los menores promedios fueron variables en cada evaluacién y no coincidié con
lo ocurrido en Macrophomina. 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 descendi6 a 27,04 %. Lo que hace presumir que

la competencia por alimento y sobrevivencia de ambos patégeno la gano el



32

Fusarium. Otra cepa se not6 similar comportamiento fueron la A.O-8 y A.O-6

aunque con menor descenso (Cuadro 4.2).

Los porcentajes encontrados fueron superiores a los reportados por Suarez et
al. (2008) que al evaluar 12 cepas de Trichoderma (comercial y nativo) todas
presentaron inhibicibn con porcentajes no mayores al 71 %. Por otro lado
(Michel et al., 2001 y Michel et al., 2005), que al evaluar el efecto antagonico de
aislados nativos de Trichoderma spp, sobre el crecimiento del micelio y
potencial reproductivo de F. oxysporum y F. subglutinans, los valores méaximos
de inhibicién fueron del 47,6 %. Arzate et al. (2006), al evaluar a Trichoderma
spp., sobre Mycosphaerella fijiensis, seleccionaron 6 de 25 aislados que

inhibieron al menos el 45 % el crecimiento del micelio del fitopatdégeno.

Sin embargo, en estudios de antagonismos de Trichoderma con otros
patdogenos se han encontrado porcentajes del orden de 80 % (Michel et al.,
2008). Por lo antes expuesto no es raro encontrar una alta variabilidad de

antagonismo de cepas de diferentes o igual géneros o especies.

Al evaluar las cepas por la metodologia de Ezziyyani et al. (2004) se encontr6
cierta variacion con respecto al porcentaje de inhibicion radial (Cuadro 4.3). Es
necesario mencionar que en este caso se evalla visualmente la invasion del
antagonista sobre el patdgeno. Para el caso de Macrophomina la mayoria de
cepas no se identifica ninguna invasién por parte del antagonista. La cepa A.O-
5y R.C-3 en la primera evaluacién presentan % de invasion, sin embargo,
solamente la cepa A.O-5 aumenta su invasion en las siguientes evaluaciones

llegando a la invasién total (Anexo 1, foto 1).

En Fusarium se tuvo similar comportamiento, acentuando la accion de la cepa
A.O-5 sobre el patogeno presentado en Macrophomina, la misma que fue
creciendo progresivamente hasta finalmente lograr la invasion total y
esporulacion sobre ella. Las demas cepas no presentaron invasion ninguna
(Cuadro 4.3) (Anexo 1, foto 2).
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Cuadro 4. 3. Evaluacion cualitativa de la capacidad antagénica contra Macrophomina
Evaluaciones

Tratamientos
3 dias 6 dias 9 dias
A.0-1 1 1 1
A.0-2 1 1 1
A.0-3 1 1 1
A.0-5 1-2 2 5
A.0-6 1 1 1
A.0-8 1 1 1
A.Q-8 1 1 1
R.C-3 1-2 1 1

Suarez et al. (2008) encontraron un parasitismo variable que en algunas cepas
también llegaron a la esporulacion del antagonista sobre el patdégeno. 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 inhibicibn radial. Al contrario de lo encontrado en esta
investigaciéon donde la inhibicion radial no concordd con el parasitismo ya que

la mayoria de cepa solo llego a ¥ de la superficie del patdogeno cubierta.

Cuadro 4. 4. Evaluacion cualitativa de la capacidad antagdnica contra Fusaruim
Evaluaciones

Tratamientos - - -
3 dias 6 dias 9 dias
A.0-1 1 1 1
A.0-2 1 1 1
A.0-3 1 1 1
A0-5 1-2-3 4-5 5
A.0-6 1 1 1
A.O-8 1 1 1
A.Q-8 1 1 1
R.C-3 1 1 1

Hoyos et al. (2008) al evaluar Trichoderma de diferentes especie frente a
Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani obtuvieron un 100 % de micoparasitismo
(totalidad de la superficie cubierta por el antagonista) en la gran mayoria de las

cepas (Cuadro 4.4).
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42 ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LOS HONGOS
CELULOLITICOS SELECCIONADOS FRENTE A Fusarium sp. Y
Macrophomina sp. A TRAVES DE COCULTIVOS EN MEDIO
LIQUIDO

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
patdogenos Macrophomina y Fusarium. El grafico 4.1 muestra el crecimiento de
la cepa A.O-5 y Fusarium tanto en cultivos aislados como en cocultivo. El
crecimiento del patdgeno es progresivo en el cultivo aislado sin el antagonista,
pero al cultivarlo con el antagonista este interrumpe el crecimiento del patégeno
a las 96 horas similar a lo reportado por Ferndndez y Suéarez (2009) quienes

encontraron una inhibicidon a los cuatro dias.

Es probable que la cepa A.O-5 actie a partir de las 72 horas debido a la
competencia generada por la escasez de alimento y su méaximo poder
antagonista lo muestre en esta necesidad. Ademas, no hay que dejar de lado la
posible resistencia del patdégeno en las primeras horas. La cepa A.O-5 tanto en
cultivo aislado como en cocultivo tiene el mismo comportamiento con un pico
maximo en 72 horas y un pequefio descenso a las 96 horas. Similar
comportamiento encontré6 Fernandez y Suéarez (2009) al evaluar cepas de
Trichoderma como antagonista de F. oxysporumm (Anexo 2, foto 4).

H Cocultivo AO-5 M Cocultivo Fusarium Testigo AO-5 M Testigo Fusarium

8,5

8

7,5

L7
D

S 65

6

5,5

5

48 72 96
Horas

Grafico 4.1. Actividad antagonista de la cepa A.O-5 frente a Fusarium en cocultivo
medio liquido.
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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 eliminacion total. Es posible
gque este patdgeno sea mas susceptible a la accibn de microorganismos
antagonistas. Aunque, al cultivarlo solo, presenta a las 72 h una
disminucion para luego aumentar su crecimiento, de manera que al tomar
en cuenta este comportamiento propio del patégeno, se puede decir que el
antagonista actu6 mayormente al momento que el patdgeno estuvo mas

susceptible (Anexo 2, foto 3).

M Cocultivo AO-5 M Cocultivo Macrophomina Testigo AO-5 M Testigo Macrophomina

48 72 96

Horas

7,5

6,5

Ln UFC
oo

5,

(6]

(6]

4I

Gréfico 4.2. Actividad antagonista de la cepa A.O-5 frente a Macrophomina
en cocultivo medio liquido.

43 CONTROL BIOLOGICO DE LA CEPA DE HONGO
CELULOLITICO, SELECCIONADO, FRENTE A Fusarium sp. Y
Macrophomina sp. EN PLANTAS DE PIMIENTO INFECTADAS CON
ESTOS PATOGENOS

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 diferencias estadisticas (p=0.1), los promedios estuvieron
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entre 4,07 y 5,54 cm, siendo el de mayor promedio el tratamiento Fusarium +
planta. A los 14 dias se mantiene la no diferencia estadistica (p=0.2) con

valores entre los 7,54 y 9,6 cm este Ultimo 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 7 dias donde obtuvo el mayor crecimiento. Esta tendencia se
mantuvo también en los 28 dias. Siendo mayor al incluir la cepa antagonista
para el control de Fusarium, sin embargo, inferior al testigo (sin inoculacion de
microrganismo). Lo que ratifica la accion de la cepa A.O-5 en el control de
Fusarium no solo en in vitro sino a nivel de vivero. Aunque al inocular la cepa
A.O-5 en la planta sin patdgeno presenta los menores valores después de

Fusarium + planta.

Este hecho podria ser visto como la necesidad de aplicar un agente
antagonista, siempre que haya un patdgeno presente o al menos que se

proyecte su presencia en el transcurso del cultivo (Cuadro 4.5).

Cuadro 4. 5. Promedio de la variable altura de planta de pimiento (cm)

Tratamiento Dias

7 14 21 28
Fusarium + Planta 554 8,79 12,32 b 1521 b
A.O-5 + Planta 514 855 13,93ab 17,48 ab
Macrophomina + A.O-5+Planta 418 879 1592ab 2140 a
Macrophomina + Planta 48 879 1751a 21,83 a
Fusarium + A.O-5+ Planta 407 75  1368ab 20,63 ab
TESTIGO 529 96 15,78 ab 21,32 a
Probabilidad 0,1 0,2 0,013 0,012
Error Estandar 0,35 0,53 0,94 1,33

a, b letras diferentes en una misma columna indicas diferencias estadisticas
segln 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 patdégeno. Por otro
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lado la agresividad del propio patégeno también seria un factor a tomar en

cuenta.

El analisis del peso del follaje y raiz tanto seco como humedo presenta
diferencias estadisticas (p<0.001). El peso del follaje humedo fue menor
cuando la planta estaba en presencia de Fusarium o la cepa A.O-5. El efecto
provocado por el Fusarium en la altura de la planta en los ultimos dias de
evaluacion (28 dias) se acentud en el peso del follaje, con una disminucion de

alrededor del cincuenta por ciento 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, obviamente la accion 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) encontré que al aplicar granulos de arcilla con
solucion de sacarosa y Trichoderma harzianum en la semilla de ajonjoli reduce
significativamente el porcentaje de la enfermedad producida por M. phaseolina,
sin embargo, Cardona (2006) no evidencio la reduccion de la enfermedad
(Cuadro 4.6).

Cuadro 4. 6. Promedio de las variables peso seco y himedo tanto en la raiz y el follaje

Tratamiento Variables

PHFO P.SSFO PHR P.SR
Fusarium + Planta 1,71b 027c 098¢ 0,28ab
A.O-5 + Planta 2,32¢ 0,73b 147b 0,38a
Macrophomina + A.O-5+Planta 40ab 121a 146b 02b
Macrophomina + Planta 40ab 1,07a 198a 0.2b
Fusarium + A.O-5+Planta 4,04 a 1056a 1,7 ab 0,39a
Testigo 357b 114a 153b 035a
Probabilidad <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Error estandar 0,1 0,06 0,08 0,02

a, b, c, letras diferentes en una misma columna indicas diferencias estadisticas segun Tukey 0,05.
P.H.FO=Peso humedo del follaje; P.S.FO= Peso seco del follaje; P.H.R= Peso huimedo de la raiz;
P.S.R=Peso seco de la raiz.



38

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

La eleccion promisoria de la cepa A.O-5 al parecer fue correcta, aunque no hay
que dejar de lado que usualmente la actividad antagonica in vitro constituye un
indicativo inicial de su promisoria actividad bioldégica contra hongos
fitopatdogenos (Hoyos et al., 2008). En muchos casos existen inconsistencia de
los datos in vitro y campo (invernadero o vivero) (Carsolio et al., 1999), que
posiblemente se hubieran encontrados si se evaluaban todas las cepas, asi
mismo, otras cepas probablemente tendrian el mismo comportamiento de la
A.O-5.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

En base a los resultados se concluye lo siguiente:

e Todas las cepas de hongos celuloliticos evaluadas ejercieron inhibicion

radial frente a los patégenos.

e En la evaluacion cualitativa del parasitismo solamente la cepa A.O-5

presenta un cubierto total y esporulacion sobre el patégeno.

e La cepa A.O-5 en cocultivo en medio liquido inhibe el desarrollo de

Fusarium y Macrophomina a las 96 horas de incubacion.

e A nivel de vivero la cepa A.O-5 también muestra su capacidad antagonica

frente a los patégenos Fusarium y Macrophomina.

5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda lo siguiente:

e Seguir evaluando a la cepa A.O-5 en campo con cultivos establecidos.

e Realizar estudio de antagonismo de la cepa A.O-5 con otros patégenos de

los cultivos de la zona.

e Identificar molecularmente a la cepa A.O-5.
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Anexo 1: ANTAGONISMO in vitro

Foto 1. Esporulacién del antagonista A.O-5 sobre la superficie de la
colonia de Macrophomina

Foto 2. Esporulacién del antagonista A.O-5 sobre la superficie de la
colonia de Fusarium
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Anexo 2: ANTAGONISMO EN COCULTIVO

Foto 3. Cepa A.O-5 a las 96 horas en medio liquido ejerciendo total
antagonismo frente a Macrophomina sp.

Foto 4. Cepa A.O-5 a las 96 horas en medio liquido ha ejercido total
antagonismo frente a Fusarium sp.



Anexo 3: ANTAGONISMO EN VIVERO

Foto 5. Accion del antagonista A.O-5 en pantas de pimiento infectadas con Fusarium
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Foto 6. Plantas de pimiento infectadas con Fusarium
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Foto 7. Accion del antagonista A.O-5 en pantas de pimiento infectadas con
Macrophomina

Foto 8. Plantas de pimiento infectadas Macrophomina
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