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Resumen

La antracnosis, en el tomate de drbol (Solanum betaceum) conocida por nuestros agricultores como “ojo de pollo” se pro-
duce por un hongo del género Colletotrichum Sp. es una enfermedad que causa pérdidas incalculables, y hasta el momento
su control, se hace mediante productos quimicos, que en algunos casos son nocivos y atentan contra el medio ambiente.
El uso de microorganismos como inhibidores del desarrollo de microorganismos fitopatégenos, se presenta como una
alternativa para el control del patégeno. En esta investigacién se emplearon tres hongos endéfitos antagonistas aislados de
dos plantas consideradas medicinales: la Chuquiragua (chuquiragua jussieui) y Nachag (Bidens andicola Kunth) se aplican tres
tratamientos con hongos endéfitos, el primero se trabaja con el género Nigrospora. Sp, el segundo con una cepa del mismo
género pero diferente especie, mientras que el tercero es un hongo endéfito, considerado en su taxonomia como micelio
estéril. Ademas se empled un testigo referencial (inéculo del hongo Colletotrichum) y un testigo absoluto (sin inéculo). El
bioensayo se realiza en condiciones semicontroladas de temperatura y humedad relativa. El andlisis estadistico determina
que el mejor tratamiento es el segundo, seguido del primer tratamiento; el tercer tratamiento y el testigo absoluto se pre-
sentan estadisticamente similares, las diferencias significativas se dan entre el tratamiento dos y el testigo referencial. Estos
resultados evidencian la disminucién y control de los dafios causados en Solanum betaceum, se puede afirmar que dicha
cepa no interfiere negativamente en la fisiologia del cultivo, y posiblemente promueva un mejor desarrollo de la biomasa,
ya que las plantas pertenecientes a este tratamiento se observaron con mayor vigor. Se recomienda probar inéculos com-
binados de hongos enddfitos antagonistas, evaluar el potencial antagdénico,a campo abierto y en condiciones ambientales
diversas, ademas de evaluar el uso de macro y micro nutrientes en la potenciacién de la efectividad del biocontrol.
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Abstract

Anthracnose on tomato tree (Solanum betaceum) is known by our farmers as “chicken eye”. It is produced by fungi of the
genus Colletotrichum Sp. It is a disease causing major losses. Up to now it is controlled by the use of chemical products, which
are sometimes harmful for people and the environment. The use of microorganisms for inhibiting the development of phy-
topathogenic microorganisms is an alternative control. Three isolated antagonist endophyte fungi isolated on two medicinal
plants were used in this research: Chuquiragua (chuquiragua jussieui) and Nachag (Bidens andicola Kunth). Three treatments
with endophyte fungi were applied: the first treatment involves the genus Nigrospora. Sp; the second involves the second
stump of Nigrospora Sp; and the third is an endophyte fungus taxonomically considered as a sterile mycelium. Also, a refer-
ential witness was used (inoculum of Colletotrichum) and an absolute witness (without inoculum).The bioassay is conducted
in semi-controlled conditions of relative temperature and humidity. Statistical analysis finds that the best treatment is the
second, followed by the first. The third treatment and the absolute witness are statistically similar while significant differ-
ences are found in the second treatment and the referential witness. These results are evidence of decrease and control of
damaged caused by C. Gloesporoides on Solanum betaceum. It can be stated that such stump does not influence the physiology
of the crop negatively and may promote an improved development of the biomass inasmuch as plants under treatment are
observed to be healthier. It is recommended to test a combination of inoculums of antagonist endophyte fungi, to evaluate
their antagonistic potential in open spaces and different environmental conditions, as well as to evaluate the use of macro
and micro nutrients for a more effective biocontrol.
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|.Introduccion

Hace algunos afios se presentd un problema fito-
patolégico muy grave en la zona del austro ecuato-
riano, la produccién de tomate de arbol (Solanum
betaceum) fue afectada, por una enfermedad cono-
cida por los agricultores como ojo de pollo, que
ocasioné la destruccion de grandes extensiones de
cultivo, esta enfermedad es causada por un hongo
“Colletotrichum” aunque en alguna etapa “Colletotri-
chum acutatum”, la sintomatologia, se presenta con
agresividad, en toda la planta,aunque es mas eviden-
te en el fruto, en esta investigacion se caracterizé
al patégeno incluso en las flores. La identificacion,
del patdgeno se basa en sus caracteristicas mor-
fologicas, especialmente caracteristicas conidiales,
presencia de setas, esclerocios y forma de los apre-
sorios (Bailey y Jeger, 1992). Es posible mejorar su
estudio taxonémico mediante el uso de pruebas
moleculares y ADN ribosomal. El cultivo de tomate
de arbol (Solanum betaceum) en la actualidad, se ma-
neja y controla, mediante el uso de productos qui-
micos que en algunos casos, resultan ser altamente
téxicos, ya que contribuyen al deterioro del medio
ambiente, y consecuentemente a la mala calidad del
fruto, el uso de microorganismos como agentes de
control ha despertado mucho interés para la fitopa-
tologia moderna, esta investigacién tiene su susten-
to en el uso de hongos endofitos como agentes de
control de la antracnosis Colletotrichum. Con este
proposito, se parte de la seleccién de estos micro-
organismos con potencial antagénico, y mediante
ensayos in vitro, se determinan los porcentajes de
inhibicién, y su capacidad antagénica (biocontrola-
dores), los hongos antagonistas en este caso fueron
aislados como hongos endofitos de dos plantas me-
dicinales Chuquiragua Jussieui y Bidens Andicola Kunth,
plantas endémicas del parque nacional “El Cajas” en
Cuenca, Ecuador.

Estudios acerca de la actividad biolégica de estos
microorganismos demuestran que algunas cepas, par-
ticularmente de la taxa “Mycelia sterilia” (micelios es-
tériles), manifiestan una elevada actividad antagénica
in-vitro frente a Colletotrichum (Delgado, 2009).

El uso de estos aislados promisorios para el bio-
control de la antracnosis en tomate de arbol Sola-
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num betaceum Cav. en condiciones semicontroladas
de temperatura y humedad relativa, es el proposito
de esta investigacion.

2. Materiales y métodos

2.1 Ubicacion del lugar de ensayo

Esta investigacion, se llevé a cabo en los Laboratorio
del Centro de Investigacion y Valoracién de la Biodi-
versidad CIVABI del Campus Juan Lunardi de Paute,
Provincia del Azuay en Ecuador; se utilizé ademas un
espacio adecuado, y destinado a la creacién de un mi-
croclima, que se establece bajo las siguientes carac-
teristicas: temperatura promedio 20°C, y humedad
relativa 70%

Asimismo, las muestras fueron tomadas en Paute,
que se halla a una altitud de 2.230 msnm; con una tem-
peratura que oscila entre los 16-22°C; una humedad
relativa: 60% y 700 mm anuales en precipitacion.

2.2 Material biolégico

Se utilizaron tres cepas de hongos endofitos antago-
nistas, y una cepa patogénica de Colletotrichum gloeos-
porioides que se aislé de frutos y hojas enfermas de to-
mate de arbol (Solanum betaceum Cav.) con sintomas
de la enfermedad.

Se experimentd con material vegetal de (Solanum
betaceum Cav.), variedad Amarillo puntén, de tres me-
ses de edad, estas plantas fueron sometidas a un proce-
so de desinfeccidon con CuSO4.5HZO, posteriormente
se trasplantd a fundas plasticas que contienen sustra-
to, con caracteristicas de un terreno franco arenoso,
el mismo que se desinfecté utilizando Oxicarboxin +
PCNB. El material vegetal se ubicé en el drea desti-
nada al ensayo, bajo condiciones semi controladas de
temperatura y humedad relativa, las plantas pasaron
por un proceso de climatizacion de un mes. Como
posibles agentes de control de la antracnosis se em-
plearon aislados promisorios codificados como Al3 y
A20, correspondientes al género Nigrospora Sp.y HXI
micelio estéril, las cepas, pasaron por un proceso de
andlisis de actividad biolégica riguroso, en donde se
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pudo evidenciar su capacidad antagénica in vitro en el
proceso de investigacién (Delgado, 2009).

Se inocularon los hongos endofitos antagonistas
y el patégeno, mediante aspersién de suspensiones de
esporas.

2.3 Preparacion desuspensiones
monosporicas

Para la obtencién de las suspensiones se parte de
cultivos monospéricos con periodos de quince dias
de cultivo, (los primeros cinco dias en completa obs-
curidad, y luego hasta el dia quince, con un fotope-
riodo normal de dieciséis horas luz, con el objeto
de estimular la esporulacién), los cultivos se hicieron
en matraces de 250 ml, con 40 ml de PDA, los mis-
mos se lavaron cinco veces consecutivas, con 100 ml
de agua destilada estéril cada uno, obteniéndose 500
ml de suspension por cada matraz de 250 ml, poste-
riormente se filtraron con una gasa estéril (Mendoza,
2003). Se adiciond Tween 20 al 0,5%, y se determiné
la concentracion de conidias o ufc (unidades forma-
doras de colonias) por ml, para el efecto se utilizé un
hematocimetro o camara de Neubauer. (Chavez, 2007;

Canedo y Ames, 2004), ver Figuras | y 2.
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Figuras | y 2. Fotos de cultivos monospéricos de hongos
enddfitos antagonistas en matraces.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez.

2.4 Tratamientos
Se aplicaron tres tratamientos, un testigo referen-
cial y un testigo absoluto, seglin se detalla en la

Tabla I.

Tabla |.Tratamientos efectuados en la investigacion.

TRATAMIENTOS

Tratamiento | Suspensién de esporas de
Nigrospora. Sp: cepa Al3

(solucioén: 1,7x10% ufc/ml)

Tratamiento 2 Suspension de esporas de
Nigrospora sp: cepa A20 (solucién
1,9x103 ufc/ml)

Suspensién de esporas micelio
estéril: cepa HXI (solucion 1,0x103

ufc/ml)

(inocul6 del patogeno)
“Colletotrichum gloesporoides”

Tratamiento 3:

Testigo Referencial

Testigo Absoluto (sin inéculo)
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2.5 Aplicacion de in6culos

Se aplican suspensiones de 10 ml del patégeno, “Co-
lletotrichum gloeosporioides” en cada planta, dicha apli-
cacion se hace en todos los tratamientos, excepto en
el testigo absoluto, 24 horas después de la aplicacion,
se inoculé las suspensiones de esporas de los hongos
endofitos antagonistas citados, se aplicaron 10 ml de
suspension por cada planta, inoculando de esta forma
la cepa Al3 en el primer tratamiento, A20 en el se-
gundo tratamiento y HXI en el tercer tratamiento.

Las plantas se mantuvieron bajo condiciones se-
micontroladas, cuya temperatura promedio fué de
22°Cy la humedad relativa (HR) tuvo un promedio de
76% el riego se realizé mediante aspersion con agua
blanda, para favorecer la penetracion del patégeno, y
seguin las necesidades de las plantas y para mantener
las condiciones de temperatura y humedad. La evalua-
cién del proceso se hizo después de un mes; ademas
se considerd, la altura de la planta, el peso de la bio-
masa fresca, la deficiencia en el desarrollo radicular y
el numero de hojas Infestadas.

2.6 Diseio experimental y analisis
estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar, se consideran 3 tratamientos, un testigo referen-
cial y un testigo absoluto, se utilizaron cuatro plantas
de Solanum betaceum por tratamiento. El andlisis de
los resultados se realizé mediante analisis de varian-
za, en los casos que estadisticamente hubo diferencias
significativas, se compara los tratamientos, mediante
la prueba de Tukey al 95%, con asistencia del paquete
estadistico MINITAB 1[5.

2.7 Prueba de patogenicidad y taxonomia

Se identificaron la morfologia y las estructuras ca-
racteristicas del hongo Colletotrichum. La taxonomia
del agente causal de la antracnosis, es confusa y se
presentan cerca de 600 sinénimos de esta especie
(Kriket et al,, 2008). Una de las caracteristicas del gé-
nero, es la presencia acérvulos en forma de disco o
almohadilla, cerosos, subepidermales, tipicamente de
color salmén, con setas en el borde del acérvulo y
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entre los conidiéforos, conidias hialinas, unicelulares,
ovoides u oblongas (Barnett y Huntter, 1998).

A continuacion se describe la taxonomia del pato-
geno (Figuras 3 y 4): Reino: Fungi. Orden: Melanconiales.
Divisién: Ascomycota familia: Melanconiaceae género: Co-
lletotrichum. Especie: gloeosporioides (Penz y Sacc).

Figura 3. Foto al microscopio de micelios y conidios del
hongo del género Colletotrichum.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez

Figura 4. Hongo del género Colletotrichum aislado del fruto
del tomate de arbol Solanum betaceum Cav.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez

2.8 Caracteristicas Fitopatoldgicas

Las plantas inoculadas con el patégeno presentan cam-
bios fisiologicos, marcados sintomas de marchitez,
amarillamiento, dreas necréticas de color marrén en

los bordes, y encapuchamiento. (Ver figuras 5, 6, 7,8).
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Figura 5 y 6. Fotos de plantas de tomate Solanum betaceae
con sintomas de antracnosis.

Fuente: Ernesto Delgado Ferniandez

Delgado Fernandez y Vasquez Matute

Figura 7 y 8. Plantas de tomate Solanum Betaceae Cav. con
indculos de los testigos referencial y absoluto.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez

Colletotrichum  gloeosporioides
(Penz.) en la presente investigacion se evalta fitopa-

La Antracnosis

tologicamente, por los dafios en hojas y ramas, ya que
se utilizaron plantas de tres meses de edad, pero en
plantaciones en produccion, el dafio es mas notorio
en los frutos (Figura 9), los cuales son afectados en
todos sus estados (Saldarriaga, 1997) aunque, en el
analisis micoldgico de flores se determind la presencia
del agente patégeno.

4 1

Figura 9. Frutos de tomate de drbol Solanum betaceae con
sintomas de antracnosis.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez
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3. Resultados

3.1 Numero de hojas infestadas

La evaluacion del grado de infestacion se hizo me-
diante observacion, de los caracteres fitopatologicos
de la planta, se contd el nimero de hojas con sin-
tomas de la enfermedad por cada tratamiento. Se
obtuvo que por un analisis ANOVA (F = 2,14 P =
0,127) a los 30 dias de iniciado el experimento, se
revela que si existe estadisticamente diferencia sig-
nificativa entre los tratamientos. El mejor comporta-
miento se presenta con el aislado A20 de Nigrospora
Sp, que corresponde al “Tratamiento 2” difiere signi-
ficativamente con el resto de tratamientos, segiin se
evidencia en la (Figuras 10, || y 12) y de acuerdo a la
prueba de Tukey al 95%; el “Tratamiento |” igualmen-
te, difiere estadisticamente, corresponde a la cepa
A3 de Nigrospora Sp. La diferencia significativa esta-
disticamente es mayor con el testigo referencial que
corresponde a Colletotrichum.

Grafica de valores individuales de los Tratamientos y Testigos

15,0
2,5

0,0

Namero de Hojas Infestadas

7,5

5,0

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Testigo Referencial Testigo Absoluto

Figura 10.Valores individuales de los tratamientos y testigos.
Fuente: Ernesto Delgado.
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Figura | |. Fotos de plantas Solanum betaceae, con inéculos
de esporas Nigrospora.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez

Figura 12. Fotos de plantas de Solanum betaceae con
inoculos de esporas Nigrospora.

Fuente: Ernesto Delgado Fernandez

3.2 Biomasa en fresco final

La evaluacién de la biomasa final, se valoré, mediante el
peso de cada unidad experimental. El ANOVA realizado
nos indica que existen diferencias significativas de acuer-
do a los valores (F = 2,14 P =0,127), de acuerdo a este
andlisis, el tratamiento 2 Nigrospora Sp cepa A20 se pre-
senta como el mejor, siendo estadisticamente altamente
significativo, considerando la comparacién con el testigo
referencial Colletotrichum gloesporiodes. El tratamiento |
Nigrospora. Sp: cepa Al3 y el testigo absoluto tienen un
comportamiento estadistico similar (Figura |3).
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Figura |3.Biomasa Fresca, Medias del peso de la biomasa (g)
por cada tratamiento

3.3 Altura final

Este parametro se evalla, midiendo desde el cuello
hasta el apice de todas las plantas, el ANOVA (F=
2,47 P=0,090) nos indica que existen diferencias sig-
nificativas, siendo el mejor tratamiento el nimero 2
que corresponde a Nigrospora sp: cepa A20 el testigo
referencial difiere significativamente del resto de tra-
tamientos. El tratamiento |, 2 y testigo absoluto, no
presentan diferencias significativas (Figura 14).

Grafica de valores individuales de Tratamientos y Testigos
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Altura de la Planta (cm)

T i 1 T i 2 T i 3

Testigo Referencial Testigo Absoluto

Figura 14. Medias de la altura de las Plantas (cm) por cada
Tratamiento

4. Conclusiones y recomendaciones.

Los tratamientos con agentes de biocontrol (hongos
endofitos del género Nigrospora Sp.) penetraron en las
plantas y se comportaron como agentes antagonistas
de Colletotrichum. Las diferencias estadisticas resultan
de la comparacion con el testigo referencial (TR) (Co-
lletotrichum) y el tratamiento 2 Nigrospora sp: cepa A20.

Delgado Fernandez y Vasquez Matute

Los tratamientos | (Suspension de esporas de
Nigrospora. Sp: cepa Al3) y 3 (Suspensién de esporas
micelio estéril, cepa HXI) presentaron un compor-
tamiento estadistico similar mientras que las plantas
que corresponden al tratamiento 2 Nigrospora sp: cepa
A20 presentan mayor vigor y desarrollo lo que corro-
bora el andlisis estadistico realizado.

El efecto de los agentes biolégicos utilizados
como antagonistas (hongos endofitos) en el control
biologico, de Colletotrichum participan en la promo-
cién del crecimiento de las plantas y el uso de hongos
enddfitos antagonistas del género Nigrospora Sp., no
afecta el desarrollo normal de la planta, en las condi-
ciones que se llevo a cabo la investigacion (tempera-
tura y humedad relativa). Ademas que la infeccién por
Colletotrichum gloesporoides influye en el metabolismo
vegetal y produccién de biomasa, segliin se evidencia
en el andlisis estadistico de biomasa.

Estos resultados evidencian la disminucion y
control de los dafios causados por C. Gloesporoides
en Solanum betaceum, en este sentido se observa
que Nigrospora. Sp A20 se presenta como el mejor
tratamiento, disminuyendo significativamente los
sintomas de la Antracnosis. Podemos afirmar que
dicha cepa no interfiere negativamente en la fisiolo-
gia del cultivo, y posiblemente promueva un mejor
desarrollo de la planta, ya que las plantas pertene-
cientes a este tratamiento se observaron con ma-
yor vigor.

De acuerdo a la definicién de endofitismo “mi-
croorganismos (hongos) que viven asintomatica-
mente en la planta, la mayor parte de su ciclo vital,
tienen esporulacion limitada en breves periodos y
en algunos casos pueden estimular el desarrollo y
la “fuerza competitiva del huésped” podriamos con-
cluir que es posible un beneficio indirecto de la plan-
ta huésped. Como resultado de esta investigacion se
considera, los tratamientos | y 2 a (Nigrospora. Sp
A20) y (Nigrospora. Sp Al3) para posteriores estu-
dios en campo abierto bajo condiciones ambien-
tales normales, debido a su potencial antagénico
frente a Colletotrichum.

Asimismo se recomienda probar inéculos combi-
nados de hongos enddfitos antagonistas. Asi como el
uso de pruebas moleculares y ADN ribosomal y el uso
de marcadores ITS con el fin de verificar la presencia



La Granja 43

de los endofitos inoculados y/o del agente patogeno
de la planta. Es recomendable también evaluar el po-
tencial antagdénico de los hongos enddfitos, a campo

abierto,y en condiciones ambientales diversas y medir
el uso de macro y micro nutrientes en la potenciacién
de la efectividad del biocontrol.
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