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IDENTIFICACION DEL AGENTE CAUSAL DEL MARCHITAMIENTO EN
Caesalpinia spinosa “tara” Y EL EFECTO ANTAGONICO DE AISLADOS DE
Bacillus spp. y Trichoderma sp.

IDENTIFICATION OF THE CAUSAL AGENT OF THE WILTING OF Caesalpinia
spinosa "'tara”™ AND THE ANTAGONIC EFFECT OF Bacillus spp. and Trichoderma
sp. ISOLATES

Dayvi Pérez'y Paula Garcia-Godos?

Resumen

La enfermedad denominada marchitamiento vascular es un problema que produce perdidas en
la produccion de los cultivos de Caesalpinia spinosa “tara”. El objetivo de la investigacion fue
identificar el agente causal del marchitamiento y determinar el efecto antagbnico de cepas de
Bacillus spp. y Trichoderma sp. Fueron muestreadas plantas de tara con sintomas de la enfermedad
y desde el suelo. Se aislaron 27 cepas de hongos filamentosos que fueron identificados mediante el
método de Pitt basado en las claves taxonomicas. El efecto antagénico se realiz6 mediante
pareamientos in vitro en medio Agar Papa Dextrosa, enfrentando a cepas de Fusarium spp. con dos
cepas de Trichoderma sp. y 18 de Bacillus spp. como potenciales antagonistas. Los resultados
constataron que las cepas de Fusarium spp., son las causantes del marchitamiento vascular
progresivo en tara. La evaluacion del antagonismo in vitro mediante contacto directo, indicé que las
cepas de Bacillus spp. TBa 4, TBa 6, TBa 9, TBa 11 y TBa 18 tuvieron un mayor efecto alcanzando
entre 88.9% y 93.3% de inhibicién de Fusarium. Las pruebas de antagonismo en cultivos duales,
mostraron que las cepas TBa 4, TBa 6, TBa 11 y TBa 18 alcanzaron los mayores niveles de
inhibicion del patdgeno, fluctuando entre 92.2% y 90.0%; entretanto, las cepas de Trichoderma sp.
y T. viridae, obtuvieron 77.8% y 74.4% de inhibicion del patdgeno, respectivamente. El grado de
inhibicion in vitro alcanzado por las cepas de Bacillus spp., permite considerarlas como potenciales
agentes de control biolégico contra Fusarium spp. en cultivos de tara.
Palabras clave: marchitamiento vascular, efecto antagénico, Bacillus spp., Trichoderma sp.,
Fusarium spp.

Abstract

The disease called vascular wilt is a problem that causes production losses in the Caesalpinia
spinosa "tara" crops. The objective of the research was to identify the causal wilting agent t and to
determine the antagonistic effect of Bacillus spp. and Trichoderma sp. strains. Tara plants with
symptoms of the disease and from the soil were sampled. We isolated 27 strains of filamentous fungi
that were identified by the Pitt method based on taxonomic keys. The antagonistic effect was
achieved through in vitro pairing in Papa Dextrose Agar medium, facing strains of Fusarium spp.
with two strains of Trichoderma sp. and 18 of Bacillus spp. as potential antagonists. The results
showed that the strains of Fusarium spp. are the cause of the progressive vascular wilting in tara.
The evaluation of in vitro antagonism by direct contact, indicated that strains of Bacillus spp. TBa
4, TBa 6, TBa 9, TBa 11 and TBa 18 had a greater effect reaching between 88.9% and 93.3%
inhibition of Fusarium. In the tests of antagonism in dual cultures, they showed that the strains TBa
4, TBa 6, TBa 11 and TBa 18 reached the highest levels of inhibition of the pathogen, fluctuating
between 92.2% and 90.0%; meanwhile, strains of Trichoderma sp. and T. viridae they obtained
77.8% and 74.4% inhibition of the pathogen, respectively. The degree of in vitro inhibition achieved
by Bacillus spp. strains makes it possible to consider them as potential biological control agents
against Fusarium spp. in tara cultures.
Key words: vascular wilt, antagonistic effect, Bacillus spp., Trichoderma sp, Fusarium spp.

Introduccién demanda creciente por sus mdaltiples usos, ya sea
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze ("tara") es medicinal, alimenticio e industrial; productora de
una especie forestal que viene adquiriendo una taninos y de la que se obtienen tintes con fines
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comerciales (De La Cruz, 2004). El avance en las
investigaciones sobre el comportamiento de la
dinamica bioldgica de plagas y su interaccion con el
ambiente han sido determinantes para el desarrollo de
métodos de control que enfatizan al manejo sostenible
del predio agricola a través del manejo integrado de las
plagas. Las plagas presentes en C. spinosa aln no son
importantes, pero con el incremento progresivo de las
areas de cultivo de esta especie se determinara un
entorno favorable para que la plaga sea mas nociva, por
tanto, es relevante conocer las caracteristicas de estas
plagas para prevenir y contrarrestar los dafios al cultivo,
siendo fundamental una diagnosis correcta de las
enfermedades (Ogata & ZUfiiga, 2008).

Una de las enfermedades que esta diseminandose es

el marchitamiento vascular progresivo en las plantas de
tara, siendo la principal enfermedad en vivero y con
menor incidencia en plantaciones. En vivero, la
incidencia y severidad puede ser alta, dependiendo del
origen y calidad de sustrato utilizado y la humedad del
suelo. En plantacion, las plantas infectadas pueden
llegar a marchitarse completamente a los dos afios. El
agente causal del marchitamiento de la tara, desde las
raices afectadas, podrian ser los hongos de los géneros
de Fusarium y Verticillium (Coca, 2009).
El objetivo de la investigacion fue identificar el
patdgeno asociado al marchitamiento progresivo (“seca
seca”) de las planta de tara (C. spinosa) y evaluar el
efecto antagonico de aislados de Bacillus spp. y
Trichoderma sp. contra el hongo patdgeno causante de
la enfermedad.

Materiales y métodos
Muestras de plantas

Las muestras de plantas fueron obtenidas en el
Distrito de Huamanguilla, Provincia de Huanta, Regién
de Ayacucho. Fueron recolectadas partes aéreas y
radiculares de 15 plantas de tara con sintomas de
marchitamiento desde diferentes campos de cultivo.
Las muestras consistentes en hojas y tallos de hasta 10
cm se recolectaron con la ayuda de una tijera
desinfestada, y las raices se recolectaron con la ayuda
de un pico esterilizado desenterrando las plantas
completamente y evitando dafiar la raiz. Ademas,
fueron colectados plantines con sintomas de
marchitamiento del vivero con baja intensidad de luz
solar y se tomaron en su totalidad. Las muestras
colectadas se colocaron en bolsas de polietileno
individuales, herméticamente selladas y rotuladas.
Muestras de suelo

Las muestras se recolectaron de las partes
circundantes de la zona radicular de las plantas de tara
con sintomas, se tomaron aproximadamente 50 g de
suelo, los que se rotularon y se transportaron en bolsas
de polietileno color negro.
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Aislamiento de fitopatdgenos

Aislamientos desde plantas

Fueron realizados a partir raices, tallos y hojas. Las
muestras de seis meses de edad fueron desinfestadas
superficialmente con hipoclorito de sodio (5%) y
alcohol en una placa de Petri por 20 min, luego se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, para
luego ser sembradas en placas de Petri con Agar Papa
Dextrosa (APD) en oscuridad, seguido de incubacion
por 5 dias a 25 °C.

Aislamientos desde suelo

Se agregd 10 g de suelo en 90 ml de agua peptonada
al 0.1%, luego homogenizamos y se realizaron
diluciones sucesivas hasta 10~ para sembrar por 1 ml
de la dltima dilucién en placas de Petri con Agar Papa
Dextrosa (APD), e incubandose a 25 °C por 5 dias.
Luego del tiempo de incubacién, se seleccionaron las
colonias con caracteristicas macroscopicas distintas y
se repicaron en tubos conteniendo medio APD y se
almacenaron a 4 °C, lo que conformaron el cepario
fangico (French & Herbert, 1980).
Identificacion de fitopatdgenos

a. Método de Pitt

Del cepario fungico se sembr6 por puntura en tres
puntos equidistantes para cada placa de Petri
conteniendo los medios Malta-Glucosa, Czapek-
Levadura y Czapek-Glicerol, para luego ser incubadas
a 25 °C durante 7 dias. Ademas, se sembraron dos
placas de Petri con medio Czapek, que se incubaron a
5°Cy 37 °C, durante 7 dias (Fox, 1993; Pitt & Hocking,

1997).
b. Técnica de Microcultivo
Se realiz6 usando las claves taxondmicas

internacionales descritas por Carrillo (2003) de acuerdo
con los criterios de morfologia y color de colonia,
picnidios, arreglo de las células conidiogénicas, tipo de
conidiogénesis y el largo y ancho de conidios.

Pruebas de patogenicidad

Los ensayos de patogenicidad se basaron en lo
descrito por Valencia-Botin (2002). Se utilizaron las
cepas de Fusarium spp. M1R1 y M1R2, aisladas de
plantas de tara en el presente estudio. Para ambas cepas
fueron preparadas suspensiones de esporas, obtenidas a
partir de las colonias de estos hongos crecidas en tubos
de ensayo, en medio APD, incubadas por 10 dias a 25
°C. La colecta de esporas se realizé con agua peptonada
al 0.1%. El indculo se prepar6 a partir de 5 ml de la
suspension de esporas, que fueron colocadas en un
matraz con 150 ml con Caldo Papa Dextrosa (CPD),
seguido de incubacidn a 25 °C, agitado a 100 rpm y
aireacion constante por 5 dias. La suspension final se
ajustd a una concentracion de 10* esporas/ml.

Fueron inoculadas plantas de tara de dos meses,
conservadas en el vivero del INIA — Ayacucho. Las
plantas se trasplantaron a macetas de plastico con suelo
esterilizado en autoclave y se mantuvieron en
cuarentena por cuatro semanas en un vivero cerrado,
garantizando condiciones de humedad del 80%,
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temperatura de 16 a 20 °C y con riego cada 72 horas.
Para el tratamiento se utilizaron diez plantas por cepa
de Fusarium, las que fueron asperjadas con 50 ml una
suspension de esporas por cepa de Fusarium,
ocasionando previamente lesion en la epidermis,
corteza, endodermis y parte de la médula de la raiz y el
tallo por un tiempo aproximado de 5 minutos, junto con
aplicar el indculo de Fusarium directamente al suelo
circundante a los pelos radicales de la planta (Monz6n,
2000). A las plantas control se asperjé agua sin inoculo
del patégeno. Las plantas después de la inoculacion se
mantuvieron en condiciones de humedad del 80%,
temperatura de 16 a 20 °C y con riego cada 72 horas.
Las evaluaciones de las plantas se realizaron cada 24
horas por 30 dias y las plantas que mostraron los signos
y sintomas del marchitamiento progresivo se llevaron
al laboratorio para el re-aislamiento del patégeno
inicialmente inoculado (French & Herbert, 1980).
Aislamiento de Bacillus spp. de muestras de suelo

Las cepas de Bacillus spp. se obtuvieron de 50 g de
suelo rizésferico de las plantas de tara. Del suelo inicial
se realizaron diluciones sucesivas hasta 10 en agua
peptonada al 0.1%, se tom6 1 ml de la Gltima dilucion
y se sembr6 en placas de Petri con medio de cultivo
Agar Nutritivo. Las placas se mantuvieron a 37 °C por
24 horas hasta observar el desarrollo de las colonias con
la morfologia caracteristica del género (forma
estrellada o circular, borde entero, elevacién convexa,
superficie rugosa y color blanquecino). Luego, se
realiz6 la caracterizacion microscépica de las colonias
mediante tincién Gram, las que debian corresponder a
bacilos en cadena y con esporas, procediéndose a
realizar el cepario.
Evaluacion del efecto antagénico de cepas de Bacillus
spp.

Por contacto directo

Las cepas de Fusarium spp. (M1R1 y M1R2) se
cultivaron por puntura en el centro de una placa de Petri
con medio APD y se incub6 por 10 dias a 25 °C hasta
cubrir toda la placa con el micelio del hongo, estas
placas sirvieron para obtener discos de micelio del
patdgeno con un sacabocado. Se prepararon cultivos en
suspension de cada cepa de Bacillus en caldo nutritivo,
los que se incubaron durante 48 h, se colorearon las
bacterias con azul de lactofenol, para luego ajustar la
concentracion a 10 bacterias /ml aproximadamente,
mediante c&dmara de Neubauer, Se sembrdé por
agotamiento con un hisopo 0.25 ml de la suspension
bacteriana en una placa con medio APD. Con un
sacabocado de 0.5 cm de didmetro se retir6 el micelio
de las cepas de Fusarium y se colocd el disco del
micelio en la superficie del medio de cultivo en
contacto directo con el centro de la placa de Petri
sembrada previamente con Bacillus spp. Se incubaron
a 25 °C por 10 dias evaluando cada 24 h el crecimiento
del didmetro del hongo. Para cada cepa antagonica se
realiz6 la prueba por triplicado (Mitidieri, 1988).
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Por cultivos duales

Se coloc6 en un extremo de la placa de Petri un
disco de micelio de 0.5 cm de didmetro del hongo
patégeno tomado con un sacabocado. En la misma
placa a 2.5 cm de separacion se sembrd frente a frente
el antagonista bacteriano mediante estrias. Las placas
se incubaron a 25°C durante 10 dias y se evalu6 cada
24 h el crecimiento del didametro del hongo (Acosta et
al., 2007).

Para el control de ambas pruebas, se hizo crecer en
una placa con medio APD el hongo patdgeno en las
mismas condiciones pero sin el antagonista, durante 10
dias hasta que la colonia del patégeno alcanzé el borde
opuesto de la placa. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se evaluaron la tasa de crecimiento micelial
(cm/dia) y el porcentaje de inhibicién. La tasa de
crecimiento micelial (TC) se determiné considerando el
diametro de crecimiento de la colonia flingica
calculando su magnitud mediante la expresion sugerida
(Benitez et al., 2004):

TC= (Cf -Ci)/(TF-Ti),

Donde:

Cf y Ci corresponden al diametro final e inicial del
patdgeno, respectivamente, y

Tf y Ti, al diametro final e inicial en el testigo,
respectivamente.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
(ICM en %) se calcul6 empleando la formula de Acosta
et al. (2007):

ICM = ((R1-R2)/R1)*100,

Donde:

R1 correspondié al crecimiento radial del testigo y
R2 al crecimiento radial del patdgeno en cada
tratamiento.

Los datos obtenidos en las pruebas de antagonismo
se evaluaron mediante el Analisis de Varianza, y las
comparaciones multiples con la prueba de Tukey con
un nivel de significancia de 0.05%.

Resultados y discusion

Se aislaron cepas de Fusarium spp. de diez arboles
de tara con marchitamiento, y en medio de cultivo todas
presentaron el mismo tipo morfoldgico de la colonia.
Fueron seleccionadas dos cepas de Fusarium spp.
(M1R1 y M1R2) para las prueba de patogenicidad en
plantas de tara (Figura 1), las que causaron los sintomas
especificos del marchitamiento vascular progresivo,
segin lo descrito por Valencia-Botin (2002),
confirmando que especies de Fusarium como el agente
causal de la enfermedad en el cultivo de tara en el
Distrito de Huamanguilla. Segin Coca (2009), un
causante de marchitamiento vascular también podria
corresponder a Verticillium spp., sin embargo, las
pruebas de patogenicidad no mostraron sintomatologia
similar con este género fungoso. En el Peru es frecuente



EL EFECTO ANTAGONICO DE Bacillus spp. y Trichoderma sp.

Enero - Julio 2019

10

9

gs

g 7

I BCD

g

'§5 DEE
E

Q@ 4

N

%3

° 2 FoF

= F F

20 N R

s 1 i1

(a]
= N MO < 1N O N~ 0
® ®©® © @©®© @©w @ @ ®
m M M M M M @M M
F F F F F F F F

TBa9 Il —

CDE

TBalO I

TBal2 NN ™

TBal3 I >
TBal4 I ©
TBal5 I

TBal7 I

control NN >

TBalc I —

TBall M —
TBal8 WM —

Cepas de Bacillus spp. antagonistas

Figura 1. Efecto de cepas de Bacillus spp. (antagonistas) en el diametro de colonia de Fusarium spp. en
ensayo de antagonismo por contacto directo, después de diez dias de incubacion.

la infeccion del maiz por Fusarium spp., patégeno que
se diseminada a partir de la semilla, lo que podria
explicar la infestacion de las plantas de tara por
Fusarium spp. (Injante & Joyo, 2010), considerandose
que en el distrito de Huamanguilla las plantaciones de
tara se realizan en cultivos mixtos con plantas de maiz.

Las cepas més eficaces de Bacillus spp. en la prueba
de antagonismo por contacto directo frente a Fusarium
spp. (Figura 1), correspondieron a las cepas TBa 4, 11,
9,18, 6, 2,16y 3, evidenciando variaciones en el efecto
inhibitorio de cepas de Bacillus spp. sobre el
crecimiento micelial del patdégeno. Las variaciones en
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antagonica, en diferentes condiciones, a las especies B.
brevis y B. subtilis (Layton et al., 2011). Estos datos
son similares a los reportados por Corrales et al.,
(2012), donde obtuvieron tasas minimas de crecimiento
de hasta 0.08 cm/dia de Fusarium frente a Bacillus en
plantas de Tomillo (Thymus vulgaris). Constanza et al.
(2011) en pruebas antagdnicas de Fusarium frente a
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Figura 2. Efecto de cepas de Bacillus spp. (antagonistas) en el didmetro de colonia de Fusarium sp. en ensayo
de antagonismo por cultivos duales, después de diez dias de incubacién.
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Bacillus en Rosmarinus officinalis registraron tasas
minimas de crecimiento de hasta 0.17 cm/dia.

El porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial
de las cepas TBa 4, TBa 6, TBa 9, TBa 11 y TBa 18
reportando valores de 91.1%; 88.9%; 92.2%; 93.3% y
91.1% respectivamente, demostrando una alta eficacia
en la inhibicion de Fusarium spp. en condiciones in
vitro. Estos datos son similares a los reportados por
Constanza et al., (2011), que sefiala entre 70 a 100% de
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inhibicion en sus cepas mas eficaces. Para poder
demostrar la efectividad de la capacidad antagonica de
Bacillus spp. se realiz6 una segunda prueba antagénica
utilizando un método distinto, la de enfrentamiento por
cultivos duales.

Referente al efecto inhibitorio que ejercio Bacillus
spp. sobre el crecimiento del patégeno; las cepas de
Bacillus TBa 4, 18, 6, 11, 10, 9 y 5 resultaron con
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Figura 4. Efecto de cepas de Trichoderma en el didmetro de colonia de Fusarium spp. en ensayo de
antagonismo por cultivos duales, después de diez dias de incubacién.
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mayor afectividad antagénica (Figura 2) con respecto
al resto de las cepas.

La eficacia del antagonismo de las cepas de Bacillus
spp. frente a Fusarium spp. se evidencia mediante la
inhibicion del crecimiento obteniendo un 92.2% para la
cepa TBa4.

Comparando ambos métodos de antagonismo
empleados en el estudio, contacto directo y cultivos
duales (Figura 3), las cepas de Bacillus spp. TBa 4, TBa
6, TBa 11 y TBa 18, mantuvieron el mayor efecto
antagonico, evidenciandose su capacidad para producir
metabolitos fungitdxicos y su rapidez de crecimiento
para competir por espacio y nutrientes, debido al alto
nivel de inhibicion y crecimiento de Fusarium sp. en
condiciones in vitro. Las cepas TBa 9 y TBa 10
tuvieron una buena capacidad antagdnica en una de las
pruebas, no manteniendo la eficacia en la otra prueba.

Por otro lado, también se demostré la eficacia de
Trichoderma spp. como antagonista de Fusarium spp.
(Figura 4). Las dos cepas de Trichoderma M2R1 y
M2R2 ensayadas, inhibieron el crecimiento de la
colonia del patégeno a un diametro de 2.0 y 2.3 cm,
respectivamente, equivalente a niveles de inhibicion de
77.7% para M2R1y 74.4% para M2R2 (Figura 5), con
diferencias significativas (p<0.05) entre las cepas de
Trichoderma y el tratamiento control.

Respecto a la actividad inhibitoria de especies de
Trichoderma, en investigaciones como las de Bonilla
(1990), empleando cepas de T. harzianun, T. viride, T.
koningii, T. pseudokoningii sobre F. subglutinans
alcanzaron rangos de inhibicion desde 10 a 85%, en
donde T. harzianun, T. koningii y T. pseudokoningii
particularmente alcanzan de 48 a 85%, y T. viride entre
10 y 48%, ademas de especificar que aislamientos de T.
harzianun alcanzaron valores hasta de 84%. Sin
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embargo, en las investigaciones de Hernandez et al.
(2006) reportan la inhibicién para F. subglutinans,
donde los mayores niveles de inhibicién fueron por T.
atroviride y T. harzianum con 48% para ambos
antagonistas.

La capacidad antagonista de las especies de
Trichodrema estd reconocida ampliamente, siendo
buenos competidores por el sustrato y con una actividad
metabdlica particular que los capacita como eficacia
hiperparéasitos de las estructuras fungicas de los hongos
(Ghisalverti & Savisithaparam, 1991; Huang et al.,
1996). En esta investigacion, se verificé una mayor
eficacia antagonica frente a Fusarium spp., de las cepas
de Bacillus spp. sobre las de Trichoderma spp.

Conclusiones

El agente patégeno causante de la enfermedad del
marchitamiento vascular progresivo (seca seca) en
plantas de tara (Caesalpinia spinosa) es Fusarium spp.
Cepas nativas de Bacillus spp. y Trichoderma sp.
demostraron en condiciones in vitro capacidad
antagénica frente a Fusarium spp. siendo las cepas de
Bacillus spp. los que presentan mayor efecto de
inhibitorio en el crecimiento micelial del patdgeno.
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