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Resumen:
							                           
Los hongos como controladores biológicos son importantes en el desarrollo de bioproductos para una agricultura sostenible en el manejo de fitopatógenos como Sclerotinia sp., causante de la podredumbre blanca en cultivos de lechuga, puesto que la viabilidad infecciosa en el suelo dura hasta cinco años. El cultivo de lechuga es esencial en la economía agrícola de Colombia, y Sclerotinia sp. causa pérdidas hasta del 50% de los cultivos. El objetivo de este trabajo fue evaluar In vitro la capacidad antagónica de tres cepas de Trichoderma sp. Tr1, Tr2 y Tr3 y tres de Aspergillus sp. As1, As2 y As3 contra Sclerotinia sp Scl., individualmente y en consorcios. La recuperación, mantenimiento y evaluación de los hongos se realizó mediante los medios PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. Las cepas controladoras -Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 y As3- se enfrentaron entre ellas y en consorcios contra el fitopatógeno con técnica dual. Los consorcios As1+As2+Tr2, As1+As2+Tr1, y As1+As2+Tr3 tuvieron un grado de inhibición sobre el fitopatógeno, siendo más eficiente la combinación As1+As2+Tr1 -85,1%-; e individualmente las cepas Tr2 y As1 con una eficiencia del 95,6% y 95,1%, respectivamente. Se corroboró que el crecimiento de Scl. empleando los consorcios no fue mayor al 14,9% en el mejor tratamiento. En ninguno de los enfrentamientos con los consorcios se evidenció la formación de esclerocios, la estructura de resistencia en el proceso de infección y persistencia en suelos a los diez días de evaluación.



Palabras clave: Antagonistas fúngicos, Consorcio, Control biológico, Podredumbre blanca, Fitopatógeno, Trichoderma sp, Aspergillus sp, Sclerotinia sp..
		                         


Abstract:
						                           
Fungi as biological controllers are important in development of bioproducts for sustainable agriculture in the management of phytopathogens such as Sclerotinia sp., which causes white rot in lettuce, crops insomuch as infectious viability in soil lasts up until five years. Lettuce cultivation is essential in Colombia's agricultural economy, and Sclerotinia sp. causes losses until 50% of crops. The aim of this work was to evaluate in vitro the antagonistic capacity of three strains of Trichodermasp. Tr1, Tr2 and Tr3 and, three strains of Aspergillussp. As1, As2 and As3 against Sclerotiniasp Scl., individually and in consortia. Recovering, maintenance and evaluation of fungi was carried out by mediums as PDA, V8 Juice and Honey-Oat. The control strains -Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 and As3- were confronted among them and in consortia against the phytopathogen with dual technique. The consortia As1+As2+Tr2, As1+As2+Tr1, and As1+As2+Tr3 had a degree of inhibition on the phytopathogen, being more efficient the combination As1+As2+Tr1 -85,1%-; and individually the strains Tr2 and As1 with an efficiency of 95,6% and 95,1%, respectively. It was corroborated that the growth of Scl. using the consortia was not more than 14,9% in the best treatment. In none of the confrontations with the consortia was evidence of sclerotia formation, resistance structure for infection process and persistence in soils after to ten days of evaluation.
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Resumo:
						                           
Os fungos, como controladores biológicos, são importantes no desenvolvimento de bioprodutos para a agricultura sustentável no manejo de fitopatógenos como Sclerotiniasp., que causa podridão branca nas culturas de alface, visto que a viabilidade infecciosa no solo dura até cinco anos. O cultivo da alface é essencial na economia agrícola da Colômbia e Sclerotinia sp. causa perdas até 50% das lavouras. O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a capacidade antagônica de três linhagens de Trichoderma sp. Tr1, Tr2 e Tr3 e, três linhagens de Aspergillus sp. As1, As2 e As3 contra Sclerotiniasp Scl., individualmente e em consórcios. A recuperação, manutenção e avaliação de fungos foram realizadas por meios como PDA, Suco V8 e Aveia-Mel. As cepas de controle - Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 e As3 - foram confrontadas entre si e em consórcios contra o fitopatógeno com técnica dupla. Os consórcios As1 + As2 + Tr2, As1 + As2 + Tr1 e As1 + As2 + Tr3 apresentaram um grau de inibição no fitopatógeno, sendo mais eficiente a combinação As1 + As2 + Tr1 -85,1% -; e individualmente as linhagens Tr2 e As1 com uma eficiência de 95,6% e 95,1%, respectivamente. Foi corroborado que o crescimento de Scl. o uso dos consórcios não foi superior a 14,9% no melhor tratamento. Em nenhum dos confrontos com os consórcios houve evidência de formação de escleródios, estrutura de resistência ao processo de infecção e persistência no solo até dez dias de avaliação.



Palavras-chave: Antagonistas de fungos, Consórcio, Controle biológico, Podridão branca, Fitopatógenos, Trichoderma sp, Aspergillus sp, Sclerotinia sp.
                                








INTRODUCCIÓN


La lechuga (Lactuca sativa) es originaria del Mediterráneo oriental y del occidente de Asia [1, 2], y su cultivo puede realizarse a nivel del mar hasta 2600 msnm [3]. Es un vegetal rico en sustancias orgánicas, vitaminas, minerales y metabolitos secundarios como los terpenoides, flavonoides y fenoles, que aportan a su particular sabor y alto valor nutritivo [2, 4]. En Colombia, este cultivo se desarrolla principalmente en Cundinamarca, Antioquia, Nariño y Norte de Santander. En Cundinamarca es uno de los cultivos pilares de la economía rural, y durante el año 2018 se produjeron 23.525 ton. Durante el mismo año, a nivel nacional la producción de lechuga fue de 49982,58 ton y el rendimiento del cultivo en 2018 fue de 238 ton/ha y en 2017 de 233,63 [5, 6].

De acuerdo con Pérez et al. [7], las perdidas en los cultivos de lechuga en la sabana de Bogotá por infección por Sclerotinia sp están entre el 30-50% de la producción total. Este hongo puede infectar a más de 400 especies de plantas, incluidos cultivos y hortalizas económicamente importantes [8]. El fitopatógeno Sclerotinia sp. se puede propagar por ascosporas, lo que favorece su diseminación a plantas adyacentes y forma esclerocios como estructuras de resistencia. El inóculo puede infectar tallos, hojas, flores y raíces. Las plantas pueden ser infectadas desde su etapa de semilla hasta su madurez, y su incidencia está relacionada con la cantidad de esclerocios que se encuentran en el suelo. Adicionalmente, Sclerotiniasp. puede persistir en el suelo durante varios años o en lotes de semillas y, cuando existen las condiciones ambientales adecuadas, germina dando lugar a hifas infecciosas o produce un apotecio que libera ascoesporas producidas sexualmente [7-9]. La viabilidad de los esclerocios puede alcanzar veinte años en latencia y su dispersión es rápida con los procesos de arado. La supervivencia de los esclerocios en el suelo dificulta el manejo de Sclerotinia sp., por la supervivencia aún en condiciones adversas para el fitopatógeno [10, 11].

El manejo tradicional de las plagas se hace con agentes químicos y se estima que en Colombia se emplean unos 600 plaguicidas, siendo una fuente de contaminación en suelos y aguas, los cuales son responsables de afecciones a los seres vivos de dichos ecosistemas y sobre la salud humana [12, 13]. El uso excesivo de agroquímicos puede incrementar la resistencia a estos compuestos de los hongos fitopatógenos, haciendo cada vez más difícil su manejo. Por consiguiente, el control biológico es una herramienta alternativa amigable con el ambiente para el manejo de plagas y enfermedades, que se basa en el empleo de organismos biológicos y sus productos metabólicos con el fin de reducirla, eliminarla o controlarla [14, 15]. Según la literatura, se han realizado varios trabajos para evaluar organismos antagonistas para el control de Sclerotinia sp., como por ejemplo: Trichoderma sp., Aspergillus flavipes, Muscodor yucatanensis, Penicillium commune, Bacillus sp., Clonostachys sp., Paecilomyces lilacinus, Pseudomonas sp. y Coniothyrium sp. [9, 15-21].

Recientemente, el uso de hongos endófitos como antagonistas es una opción llamativa para el manejo integrado de plagas por su mínimo impacto sobre el ambiente [15]; por tal motivo, en este trabajo de investigación se aislaron e identificaron de suelos rizosféricos tres cepas de Trichoderma sp. y tres cepas de Aspergillus sp. autóctonos, para evaluar la relación antagónica de éstos hongos individualmente y mediante consorcios frente al fitopatógeno Sclerotinia sp. Este fitopatógeno fue aislado directamente de lechugas que presentaban los síntomas de la podredumbre blanca. Por último, se estudiaron agrupaciones de hongos antagonistas para poder inhibir el desarrollo de este fitopatógeno en cultivos de lechuga.





MÉTODO




Sitio de muestreo


El sitio seleccionado para la recolección de muestras de suelo fue en la ciudad de Bogotá, Colombia. Las muestras se recolectaron de tres zonas con las siguientes coordenadas: Zona 1: 4°35’49,55’’ N – 74°03’51,86’’ W, Zona 2: 4°35’51,03’’ N – 74°03’51,57’’ W y Zona 3: 4°35’50,80’’ N – 74°03’51,64’’ W y se rotularon como MT01, MT02 y MT03, respectivamente. La ubicación hace parte de los cerros orientales de Bogotá, con una humedad del 81%, una altura aproximada de 2675 msnm y una temperatura que oscila durante el día entre los 6 y 18°C.





Recuperación y aislamiento de hongos con potencial biocontrolador


El muestreo de suelos rizosféricos se realizó aleatoriamente en una sección de 20x20 cm hasta obtener 10 g por cada zona (n=3), de acuerdo con la metodología reportada por Cline [22]. Las muestras de suelos recolectadas se sembraron en los medios de cultivo PDA, Jugo V8 y Miel-Avena usando el método de cuadricula. Se incubaron por un lapso de 10 días a una temperatura de 25°C para que los hongos desarrollaran sus estructuras (i.e., micelio, conidias, fiálides, conidióforos, y vesículas), lo cual permitió la identificación macroscópica y microscópica de cada aislamiento [23-27]. Se recuperaron seis hongos en total y posterior a la identificación se etiquetaron los aislamientos como: Tr1, Tr2 y Tr3 para Trichoderma sp. y As1, As2 y As3 para Aspergillus sp.





Recolección de material vegetal, recuperación y mantenimiento del hongo fitopatógeno


Se recolectaron lechugas que provenían del municipio de Mosquera (Cundinamarca, Colombia) y que presentaban las características de infección producidas por el hongo Sclerotinia sp., como marchitamiento de hojas externas, lesiones de color marrón en el tejido foliar, pudrición blanda acuosa, crecimiento de micelio de color blanco y/o presencia de esclerocios [28]. Estas muestras fueron recolectadas del centro de acopio Corporación de Abastos de Bogotá S.A. (CORABASTOS). Las muestras se conservaron a 4°C y se transportaron al laboratorio de Microbiología y bioprospección medioambiental (MiBioMA) de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas (Bogotá, Colombia). El aislamiento de Sclerotinia sp. se realizó mediante la técnica expuesta por Sánchez [29]. Los cortes de 5-10 mm de las hojas de lechuga infectadas se colocaron en una solución de cloro al 10% por 20 segundos, se lavaron tres veces con agua destilada, se colocaron en papel secante, y se ubicaron en el centro de los medios de cultivo PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. Éstas se incubaron por diez días a una temperatura de 25°C.

Adicionalmente, se realizó un aislamiento a partir de esclerocios, desinfectándolos con una mezcla de hipoclorito al 70%, fenol al 5% y alcohol etílico por un tiempo de 5 minutos; los esclerocios se lavaron con agua destilada estéril y con una cuchilla estéril se cortaron para sembrarlos en los medios de cultivo de evaluación. La temperatura y tiempo de incubación fue de 25°C por 10 días [29]. Se identificaron macroscópica y microscópica del hongo fitopatógeno se realizó de acuerdo con Saharan, G.S. & Mehta, N [30].





Pruebas de antagonismo


Antes de realizar las pruebas de antagonismo se estimó el crecimiento radial de cada hongo aislado en los tres medios de cultivo de evaluación, midiendo el diámetro de las colonias los días 3, 7 y 10. La esporulación de Trichodermasp y Aspergillus se realizó según Pedroza et al. [31] al culminar los 10 días de incubación. Para Sclerotinia se contaron los esclerocios a los 10 días de crecimiento.

Se realizaron pruebas de antagonismo contra el fitopatógeno a través de la técnica dual [32], con las tres cepas de Trichoderma sp. (Tr1, Tr2 y Tr3) y las tres cepas de Aspergillus sp. (As1, As2 y As3). También, se evalúo el antagonismo entre ellos, así: As1 vs. Tr1, As1 vs. Tr2, As1 vs Tr3, As2 vs. Tr1, As2 vs. Tr2, As2 vs Tr3,  As3 vs. Tr1, As3 vs. Tr2, As3 vs Tr3. En cada caja de Petri se marcó una línea para dividir en dos partes iguales el área de siembra, y en la mitad de cada lado se dispusieron discos de medio de cultivo con micelio de los hongos a enfrentar de 5 mm de diámetro [33]. Los quince antagonismos se incubaron por diez días a 25°C. Cada enfrentamiento se realizó en los medios PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. La evaluación se realizó de acuerdo con Bell et al. (1982), referenciado por Corrêa et al. [34]; y se modificó cuando se enfrentaron los posibles biocontroladores teniendo la escala de notas No. 1 (Cuadro 1 y Figura 1), con base en el método de similaridad de Jaccard [35].

Posteriormente, se evaluó el efecto antagónico entre consorcios de los posibles hongos biocontroladores contra Sclerotinia sp., así: Scl vs. Tr1+As1+As2, Scl vs. Tr1+As1+As2, y Scl vs. Tr3+As2+As3. Todas las pruebas de antagonismo se realizaron en los tres medios de cultivo y se incubaron por diez días a 25°C. Como control del crecimiento para cada hongo se sembró en los tres medios mencionados por punción central individualmente, y se comparó el crecimiento con lo observado en cada enfrentamiento. Para evaluar el efecto antagonista entre cada hongo y los consorcios frente al fitopatógeno, se definió una segunda escala de notas (Cuadro 2 y Figura 1) de acuerdo con el método de similaridad de Jaccard [35].


Cuadro 1. Escala de notas para valorar el antagonismo entre Trichoderma sp. y Sclerotinia sp.
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Cuadro 1




Escala de notas para valorar el antagonismo entre Trichoderma sp. y Sclerotinia sp
















Figura 1. Distribución de crecimiento en cajas de Petri de acuerdo con las escalas de notas 1 y 2.
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Figura 1.



Distribución de crecimiento en cajas de Petri de acuerdo con las escalas de notas 1 y 2.
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Cuadro 2.



Escala de notas para valorar el antagonismo entre los consorcios y Sclerotinia sp.



















Diseño experimental y análisis estadístico


Se aplicó un diseño experimental basado en la clasificación de conglomerados jerárquicos con medida de similaridad de Jaccard [28], donde se distinguieron las relaciones entre cada una de las cepas Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2, As3 y Scl. En la escala de similaridad se obtuvieron datos binarios, en donde cero hizo referencia a que no hubo un antagonismo mayor al 50%. En la escala de Notas 1, son las clases 2, 4 y 5; y para la escala de notas 2, son las clases 3, 4 y 5. La valoración uno (1) fue para el antagonismo igual o superior al 50%, lo que correspondió en la escala de notas 1 a las clases 1 y 3; para la escala de notas 2, las clases 1 y 2 (Figura 1).

Por último, la distribución normal de los datos se verificó mediante una prueba de Shapiro-Wilk (p-valor > 0,05) y el estadístico de Levene (p-valor < 0,05). Se determinó también el porcentaje de relación, y se comprobó el grado de similaridad mediante el método de Jaccard. Se utilizó un análisis de varianza de una vía y la prueba Tukey para estudiar las diferencias entre las variables consideradas. Todos los análisis fueron realizados mediante el programa informático SPSS V.19.


RESULTADOS



Cepas fúngicas


Los hongos Trichoderma sp. y Aspergillus sp. encontrados en los suelos rizosféricos son cosmopolitas ampliamente conocidos [36, 37]. En particular, el hongo Trichoderma sp., que desde hace décadas se conoce por sus propiedades como biocontrolador y capacidad de generar lisis en las paredes celulares de los hongos fitopatógenos, como en los esclerocios por las enzimas quitinasas, proteasas y glucanasas. Igualmente, secretan diversos metabolitos con acción antibiótica, que suministran tolerancia a condiciones estresantes y favorecen la competencia por espacio y sustrato [15, 17, 33]. En relación con Aspergillus sp., son pocos los estudios que han evaluado este hongo como biocontrolador [36, 37], siendo un campo que debe seguir profundizándose. La mayoría de las investigaciones se han enfocado en las especies fitopatógenas, contaminantes de alimentos, generadoras de enfermedades en humanos y animales; como también en especies con aplicación biotecnológica para la producción de enzimas como las xilanasas, amilasas, pectinasas o de metabolitos como ácidos orgánicos y proteínas homologas y/o heterólogas [38, 39].

De las tres zonas de muestreo se obtuvieron e identificaron seis aislados de hongos, tres del género Trichoderma sp. y las restantes al género Aspergillus sp. Dichos aislamientos se incorporaron a la colección de hongos del laboratorio de microbiología y bioprospección medioambiental -MiBioMA- de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas y se identificaron como: Tr1, Tr2 y Tr3 para las cepas de Trichoderma sp.; y As1, As2 y As3, para las cepas de Aspergillus sp. La obtención del hongo Sclerotinia sp., Scl, fue exitoso a partir de esclerocios posterior al proceso de desinfección como fue descrito.

Luego del proceso de aislamiento de los hongos, se determinö el crecimiento de cada uno en los medios de evaluación (Cuadro 3) y en los 10 días de incubación el promedio de crecimiento fue para As1: 8 cm, As2: 7,75 cm, AS3: 7,1 cm, Tr1: 7,9 cm, Tr2: 8,05 cm y Tr3: 8,05 cm. Con respecto a la esporulación, en los 10 días de crecimiento se obtuvo un promedio de conidios/mL para As 1: 9,30E+06, AS2: 1,95E+06, As3: 9,23E+05, Tr 1: 1,35E+07, Tr2: 3,33E-07 y Tr3: 2,14E-07. Para el caso de Scl, se determinó el número de esclerocios y se obtuvo un promedio de 11 esclerocios/10 días.
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Cuadro 3




Crecimientos miceliales en los días 3, 7 y 10 de los asilamientos, esporulación y esclerocios en 10 días de evaluación.















Las cepas de Trichoderma sp. se distinguieron macroscópicamente por no formar borde y por tener un crecimiento difuso en la superficie, similar a un “césped”. Se observó un micelio de color amarillo hasta tonalidades verdes, que con el tiempo se volvió terroso. Microscópicamente, las fiálides fueron cortas y ahusadas, como una especie de botella, los conidióforos estaban apartados en ángulo obtuso en relación con las hifas. Los conidios se observaron con forma elíptica a globosa y en forma de racimos, similares a pequeños arboles ramificados.

Las colonias de los aislamientos de Aspergillus sp. tuvieron una coloración amarillo oscuro verdoso o marrón y algodonosas; la esporulación fue profusa y las colonias se tornaban granulosas. Microscópicamente, las vesículas fueron pequeñas en forma de cúpula, con métulas sostenidas, fiálides en hilera, y cadenas con conidias elípticas y aleuriosporas unidas a hifas sumergidas.


Trichoderma sp. y Aspergillus sp. producen enzimas extracelulares capaces de degradar grandes polímeros como la celulosa, la pectina, la lignina y el almidón [37, 38], lo que explica que el mayor crecimiento y esporulación en todos los asilamientos haya sido en el medio de cultivo Miel-Avena, seguido por el medio Jugo V8 y, por último, por el medio PDA. De acuerdo con Di Cologna et al. [40], la relación de enzimas excretadas al medio por los hongos Trichoderma sp. y Aspergillus sp. varían de acuerdo con las condiciones ambientales y nutricionales respondiendo, con un conjunto de enzimas diferentes en cada situación. De esta manera, la relación de sustratos complejos es proporcional a la producción de enzimas, pero cuando la fuente de carbono es sencilla la producción de enzimas se reprime.


Pruebas de Antagonismo


En el primer enfrentamiento dual se evaluó el efecto antagónico de las cepas de Aspergillus sp. As1, As2 y As3 frente a las cepas de Trichoderma sp. y se valoró según la escala de notas No. 1 (Cuadro 1). En el Cuadro 4 están las clases luego de valorar el efecto antagónico de cada enfrentamiento allí descrito. Se encontró que el 48,2% de los 27 enfrentamientos correspondieron a un crecimiento masivo de una cepa de Trichoderma sp., colonizando la colonia del Aspergillus sp. Un 7,41% correspondió al crecimiento masivo de una cepa de Aspergillus sp. sobre Trichoderma sp. En el 29,6% de los enfrentamientos Trichoderma sp. creció en 2/3 de la caja de Petri, y en un 11,1% lo hicieron las cepas de Aspergillus sp. Solamente en un 3,70% de los enfrentamientos las colonias crecieron ocupado prácticamente el mismo espacio sin sobreponerse las colonias (Clase 5, cuadro 1).
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Cuadro 4.



Antagonismo entre las cepas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp.















Igualmente, se pudo sugerir que la composición de los medios de cultivo influyó en el comportamiento de los promisorios antagonistas de Sclerotinia sp. cuando se evalúan conjuntamente y los antagonismos no fueron homogéneos en los 27 enfrentamientos duales. Es decir, en el medio de cultivo PDA la cepa As1 frente a las cepas Tr1 y Tr3 colonizaron aproximadamente 2/3 de la caja; con la cepa Tr2 fue diferente el comportamiento, creciendo en la totalidad de la caja y sobre la colonia As1. En cuanto a la cepa As2, esta creció hasta 1/3 en el medio de cultivo de los Tr1 y Tr2; y en el enfrentamiento con la cepa Tr3, tanto Aspergillus sp. como Trichoderma sp. crecieron cada uno hasta 1/3 de la caja y las colonias se mantuvieron separadas. Para la cepa As3, en los tres enfrentamientos contra cualquier cepa de Trichoderma sp., la colonia fue inhibida en más de un 71,9% (Figura 2).

Los resultados evidenciaron que en el medio de cultivo Jugo V8, el comportamiento fue igual por las cepas Tr1 y Tr2 contra las cepas As1, As2 y As3; creciendo cada Trichoderma sp. en toda la superficie del medio y reduciendo la colonia de cada Aspergillus sp. según los enfrentamientos. Esto mismo se observó entre en los enfrentamientos de As1 y Tr3, pero el efecto antagónico entre As3 y Tr3 fue que el primero colonizó toda la colonia del segundo, creciendo en toda la caja de Petri. En cuanto al enfrentamiento As2 y Tr3, el Aspergillus sp. creció en 2/3 de la caja de Petri y el Trichoderma sp. en el espacio restante sin superponerse las colonias.

En relación con los resultados obtenidos al enfrentar los hongos promisorios como biocontroladores contra Sclerotinia sp. de manera individual y en consorcios (Cuadro 5), la cepa As3 no tuvo un efecto inhibitorio contra el fitopatógeno, por el contrario, Scl generó hasta un 200% de estructuras de resistencia (Figura 2), por esto no se incluyó en los consorcios. En el enfrentamiento individual las cepas As1, As2 y Tr3 tuvieron un mayor porcentaje de inhibición sobre Sclerotinia sp., seguidos con una menor inhibición por la cepa Tr1; pero fue la cepa Tr2 quien logró inhibir en mayor porcentaje el fitopatógeno (Figura 2).
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Figura 2.



Control de crecimiento Sclerotinia sp. en medio jugo V8


















[image: 380872095004_gf8.png]



Cuadro 5.




Antagonismo entre los promisorios biocontroladores contra Sclerotinia sp















Los resultados evidenciaron que el comportamiento de los consorcios frente al fitopatógeno en los tres medios de cultivo fue similar, y se encontró que el consorcio más eficiente para controlar Sclerotinia sp. fue As1+As2+Tr2; en donde se apreció un aumento de la esporulación en el tiempo de la cepa Tr2, seguida por el consorcio As1+As2+Tr1, y el consorcio As1+A2+Tr3. En este último la inhibición de Sclerotinia sp. fue hasta 1/3 de la superficie de los medios de cultivo y se apreció como no se superpusieron las colonias entre sí.

En los antagonismos evaluados enfrentando las cepas promisorias como biocontroladores, en un 66,5% fueron dominados por las cepas del hongo Trichoderma sp. y en el 23,2% por las cepas del hongo Aspergillus sp. Según la literatura, esto puede explicarse por la cantidad de enzimas hidrolíticas tales como las lignocelulolíticas, quitinolíticas, proteolíticas, y glucanolíticas producidas por Trichoderma sp., las cuales son excretadas como complejos enzimáticos y están involucradas en procesos como autólisis, germinación de esporas, ramificación y desarrollo de micelios, crecimiento de hifas, nutrición, separación de células y micoparasitismo, procesos esenciales en el control biológico. Igualmente, por la producción de metabolitos secundarios que cumplen funciones de supervivencia para los procesos de competencia, simbiosis, patogenicidad y autoprotección [40, 41]. Los hongos del género Aspergillus sp. también se caracterizan por producir enzimas hidrolíticas, la mayoría con gran potencial biotecnológico por su capacidad de degradar paredes celulares de plantas y producir ácidos orgánicos [40].

En los cultivos de los enfrentamientos entre los consorcios y el fitopatógeno no se observó la presencia de esclerocios sin melanina y con melanina, característicos del crecimiento de Sclerotinia sp. para su proceso de reproducción asexual después de los 5 a 7 días de cultivo en los que normalmente se forman, de acuerdo con lo reportado por Sousa-Melo et al. [11]. Esto coincidió con los resultados obtenidos, puesto que en el control del fitopatógeno, estas estructuras se formaron a partir del octavo día de incubación. En los tratamientos mencionados no sé formaron esclerocios. La disminución del crecimiento del micelo de Sclerotinia sp. fue mayor empleando a Trichoderma sp. y Aspergillus sp. en consorcios, pero al emplearlos en conjunto se inhibió la formación de esclerocios. Estas estructuras son la principal vía de infección del fitopatógeno y cuando germina puede hacerlo como micelio o cuerpo carpogénico. Asimismo, estas estructuras tienen la capacidad de permanecer viables por largos periodos de tiempo, y son resistentes a cambios adversos físicos y químicos, como a la degradación biológica [42].

La inhibición de Sclerotinia sp. por Trichoderma sp. ha sido ampliamente estudiado [33, 40-42], pero no ocurre lo mismo con Aspergillus sp. donde son pocos los estudios que evalúan el hongo Aspergillus sp. como antagonista de fitopatógenos [36, 37]. En este estudio, se pudo evidenciar con los consorcios de los hongos Trichoderma sp. y Aspergillus sp. frente a Sclerotinia sp., que la eficiencia de inhibición del fitopatógeno causante de la podredumbre blanca es más eficaz al trabajar con metabolismos provenientes de estos dos tipos de hongos. Esto coincide con lo descrito por Cologna et al. [40], respecto al uso combinado de diversas enzimas provenientes de cuatro especies de Aspergillus sp. con Trichoderma reesei para establecer el grado de sacarificación de la cascara de trigo, reportando que fue mayor el grado de sacarificación empleando el coctel de enzimas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp., que cuando la cascara de trigo fue tratada solo con el hongo T. reesei. Estos resultados apoyan la conjetura sobre la eficiencia metabólica al emplear combinaciones de enzimas mixtas (i.e., enzimas del metabolismo primario y metabolitos secundarios).


Análisis estadístico


El análisis del conglomerado jerárquico mediante la medida de similaridad de Jaccard permitió establecer la semejanza entre las relaciones antagónicas y su efecto sobre el fitopatógeno. Se obtuvo que en el consorcio As1+As2+Tr1 fueron mutualistas las cepas en un 95,1%, el consorcio solo logró inhibir en un 66,5% el crecimiento de Sclerotinia sp. Individualmente, las cepas As1 y Tr1 inhibieron en un 60,6% y en un 91,0% a As2 y Tr1, respectivamente; datos que fueron confirmados al realizar un análisis de varianza de un factor y la prueba Tukey, en donde se pudo encontrar que hubo una asociación entre estas dos cepas de hasta el 60,6% (en promedio), de acuerdo con la semejanza intergrupal realizada con un nivel de confianza del 95%.

Estadísticamente, el comportamiento del consorcio As1+As2+Tr2 fue similar entre las cepas con una eficiencia de inhibición de Scl. del 85,1% en conjunto, y de una inhibición del 95,6% y 95,11% por las cepas As1 y Tr2, respectivamente. Sin embargo, el grado de afinidad por estas dos cepas no fue superior al 9,66%, por lo cual en el tratamiento As1+As2+Tr2 contra Scl. disminuyó hasta un 12,9% el patógeno, de acuerdo con la comparación intergrupal de Tukey (Cuadro 6).
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Cuadro 6




Prueba Tukey enfrentamientos individuales contra Sclerotinia sp.















Se evidenció que en el consorcio As1+As2+Tr3, la inhibición no fue superior al 50,0%, aunque las cepas de Aspergillus sp. fueron mutualistas entre ellas en un 85,7%. Sin embargo, la cepa Tr3 tuvo un crecimiento inferior al 28,1% y el efecto inhibidor sobre el fitopatógeno individualmente fue superior al 50,0% para cada cepa. Esto se evidenció en la comparación de medias porcentuales referente a la inhibición del fitopatógeno mediante un análisis de varianza y comparación intergrupal con prueba Tukey (Cuadro 7).

Con la prueba estadística de Tukey se corroboró que hubo un porcentaje de asociación del 66,5% entre las cepas As1, As2 y Tr1, y de 87,14% entre las cepas As1 As2 y Tr2; ambos consorcios con un nivel de confianza del 95% (Cuadro 7). Para todos los datos, se realizó una comprobación de homogeneidad, encontrando la correcta distribución de estos y sin variaciones atípicas al estudio realizado.
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Cuadro 7




Prueba Tukey consorcios contra Sclerotinia sp.















De acuerdo con el análisis de varianza y la prueba de Tukey, los tratamientos en consorcio fueron semejantes, aportando un grado de inhibición entre el 47,3-85,1%, en dónde se pudo encontrar que el cambio de la cepa de Trichoderma sp. aportó en mayor o menor grado al control del fitopatógeno, lo cual se observó en los tratamientos individuales contra Sclerotinia sp., ya que los hongos As1 y Tr2 fueron mutualistas hasta en un 9,66%, razón por la cual el tratamiento del consorcio As1+As2+Tr2 solo fue efectivo hasta el 85%. También para As1 y As2, y As2 y Tr2 hubo un grado de afinidad de hasta el 70,9%, en ambas combinaciones.

Por otro lado, las cepas As2 y Tr1 fueron mutualistas hasta en un 90,9%, sin embargo, As1 y Tr1 se inhibieron entre sí en un 60,6%, por lo que el consorcio As1+As2+Tr1 solo logró un grado de efectividad de hasta el 66,5%. Por último, Tr3 fue mutualista con As1 y As2 en 76,8% y 7,21%, respectivamente, por esta razón, el grado de control de este consorcio sobre el fitopatógeno disminuyó considerablemente hasta el 47,1%. No obstante, cabe resaltar que en este último tratamiento tampoco se formaron estructuras de resistencia (esclerocios), pero si un mayor crecimiento del micelio de Scl.







CONCLUSIONES


Los resultados sugieren que la mejor combinación de las cepas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp. para controlar el crecimiento de Sclerotinia sp. in vitro, aislado de lechugas enfermas por este fitopatógeno, es el consorcio As1+As2+Tr2 (eficiencia de inhibición = 85,1%), clasificación clase 1 en la escala de notas 2 modificada. Adicionalmente, en el enfrentamiento individual las mejores cepas con efecto antagónico contra el fitopatógeno Sclerotinia sp., posiblemente son las cepas Tr2 y As1 de los géneros Trichoderma sp. y Aspergillus sp. con una inhibición del 95,6% y 95,1%, respectivamente, cada una de acuerdo con el análisis de similaridad de Jaccard. La inhibición de los esclerocios de Sclerotinia sp. por los consorcios de Trichoderma sp. y Aspergillus sp. es probablemente una reducción de la patogenicidad del hongo al romper el ciclo infeccioso.
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o (A2 308% | 0.59% | 7.60E-13] 29.0% | 32.7%
As3 842% | 0.59% | 7.60E-13] 62.3% | 86.1%
T3 255% |_0.59%| T.60E13] 23.6%| 27.4%
Sol 95.5% | 0.59% | 7.60E-13] 93.6% | 974%
Ast 83.7% |_0.59% | T.60E-13] -85.6%] -81.8%
Trl 42.4% | 0.59% | 7.62E-13] -44.3% | 405%
ass B2 53.3% | 0.59% | 7.62E-13] 55.2% | 514%
ji7] 84.2% | 0.59% | 7.62E-13] -86.1% | 62.3%
Tr3 58.6% | _0.59% | 7.60E-13] -60.5%| -56.7%
Sol 11.3% | 0.50% | 762E-13] 0.44% | 132%
Ast 25.1% | 0.59% | 7.62E-13] -269% | 23.2%
Trl 16.2% | 0.50% | T62E-13] 14.3% ] 18.1%
e [ 533% | 059% | 1,95E-8] 344% ] 7.01%
T2 25.5% | 0.59% | T.62E-13] -274% | 23.6%
A3 56.6% | 0.59% | 7.60E-13] 56.7% | 60.5%
Sol 70.0% | 0.59% | 7.62E-13] 68.1% | 71.6%
Ast 95.1% | 0.59% | 7.62E-13] -96.9% | -93.2%
Trt 53.7% | 0.59% | 7.62E-13] -55.6% | -51.6%
s B2 ~64.6% | 0.59% | 7.62E-13] -66.5% | -62.1%
[T 95.5% | 0.59% | 7.62E-13] -97.4% | -93.6%
A3 11.3% | 0.59% | 7.62E-13] -13.2% | -9,44%
T3 700% | 059% ] 762E13] 718%| -68.1%
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() # Trat.

(V) # Trat.

Diferencia de medias

Desv. Error

Intervalo de confianza al 95%

sig.

() Lim. Inf. Lim. Sup.
|As1+As2+Tr1 -64.4%| 0.71% 1,08E-12| -66.4%| 62.4%|
1Scl |As1+As2+Tr2 -85,1%]] 0,71% 1,08E-12| -87,1%]| -83,1%]|
|As1+As2+Tr3 -47.3%| 0,71% 1,08E-12| -49.3%| -452%|
IScl 64.4%]| 0,71% 1,08E-12| 62,4%| 66,4%|
|As1+As2+Tr1  [As1+As2+Tr2 -20,6%| 0.71% 1,09E-12| -22.7%| -18.6%|
|As1+As2+Tr3 17.1%]| 0.71% 1.34E-12| 15.1%]| 19.1%]|
IScl 85,1%] 0,71% 1,08E-12| 83,1%| 87,1%|
|As1+As2+Tr2  |As1+As2+Tr1 20,6%| 0,71% 1,09E-12| 18,6%| 22.7%)
|As1+As2+Tr3 37,.7% 0,71% 1,08E-12| 35,7%) 39,8%
IScl 473%]| 0,71% 1,08E-12| 45 2% 49,3%|
|As1+As2+Tr3  |As1+As2+Tr1 171%]] 0.71% 1.34E-12| -19.1%| -15.1%|
{As1+As2+Tr2 -37,7%]] 0,71% 1,08E-12| -39,8%| -35,7%
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Clase

Caracteristica

Valoracién bi

Sobrecrecimiento del antagonista o consorcio, que colonizé

5 toda la superficie del medio y redujo la colonia del patégeno. A

2 Sobrecrecimiento del antagonista o consorcio, que colonizé al 1
menos 2/3 de la superficie del medio
El antagonista o consorcio y el patégeno colonizaron medio a

3 medio (mas que 1/3 y menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al 0
otro.

4 El hongo patégeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del 0
medio y resistié la invasion por el antagonista o consorcio.

5 Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizé toda la 0

superficie del medio
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Scl. (control)

Asl+As2+Trl Asl+As2+Tr3
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Cédigo:

Hongos

Clase (Notas 1)

cepas PDA [ Jugo V8 | Miel-Avena
Asivs.Tr1__| Aspergillus spJ Trichoderma sp. | _Clase 4 | Clase 1 Clase 1
Asivs.Tr2 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 1 Clase 1
Asivs.Tr3 | Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 4 | Clase 1 Clase 1
As2vs.Tr1__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase2 | Clase 2 Clase 1
As2vs. Tr2__| Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase2 | Clase 2 Clase 1
As2vs_Tr3 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase5 | Clase 3 Clase 3
As3vs.Tr1__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 2 Clase 1
As3vs.Tr2__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 2 Clase 1
As3vs.Tr3 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase2 | Clase4 Clase 2
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Valora

Clase Caracteristica S
binaria

Sobrecrecimiento de Trichoderma: colonizé toda la superficie

1 del medio y redujo la colonia de Aspergillus. 1

2 Sobrecrecimiento de Trichoderma: colonizé al menos 2/3 de la 1
superficie del medio
Sobrecrecimiento de Aspergillus: colonizé toda la superficie del

3 medio y redujo la colonia de Trichoderma. 0

4 Sobrecrecimiento de Aspergillus: colonizé al menos 2/3 de la 0
superficie del medio

5 Trichoderma y Aspergillus: colonizaron medio a medio (mas 0

que 1/3 y menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al otro
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Cédigo:

Hongos

Clase (Notas 1)

cepas PDA [ Jugo V8 | Miel-Avena
Asivs.Tr1__| Aspergillus spJ Trichoderma sp. | _Clase 4 | Clase 1 Clase 1
Asivs.Tr2 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 1 Clase 1
Asivs.Tr3 | Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 4 | Clase 1 Clase 1
As2vs.Tr1__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase2 | Clase 2 Clase 1
As2vs. Tr2__| Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase2 | Clase 2 Clase 1
As2vs_Tr3 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase5 | Clase 3 Clase 3
As3vs.Tr1__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 2 Clase 1
As3vs.Tr2__| Aspergillus sp./ Trichoderma sp. | Clase 1| Clase 2 Clase 1
As3vs.Tr3 | Aspergillus sp./Trichoderma sp. | Clase2 | Clase4 Clase 2
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§ a Esporulacion (conidios/mL) | Crecimiento dia3 |  Crecimiento dia 7 Crecimiento dia 10
g |2 Dia 10 (cm) (cm) (cm)
PDA 1,90E+06 21 50 74
As1 | AVENA 2,10E+06 24 57 8,1
V8 2,50E+06 23 55 78
PDA 1.71E+06 21 49 7
As2 | AVENA 1,98E+06 24 55 79
V8 1.91E+06 23 53 76
PDA 8 70E+05 21 49 7
As3 | AVENA 9 40E+05 21 50 74
V8 9,10E+05 21 49 7
PDA 1,09E+07 22 51 73
Tr1 [ AVENA 1.23E+07 25 57 8,2
V8 1,43E+07 23 54 77
PDA 291E+07 22 51 73
Tr2 | AVENA 3,18E+07 24 57 8,1
V8 3,34E+07 23 55 78
PDA 1.80E+07 22 51 73
Tr3 | AVENA 221E+07 24 57 8,1
V8 211E+07 23 55 78
8l g T Crecimiento dia3 | Crecimiento dia? Crecimiento dia 10
é g sclerocios Dia (cm) (cm) (cm)
PDA 9 24 59 8,1
scl [ AVENA il 27 6.2 9
V8 10 25 58 86






