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Resumen

La presente es una investigacion acerca de la actividad biolégica de hongos enddfitos aislados de dos plantas
consideradas medicinales Chuquiragua jussieui |.F. Gmel y Bidens andicola Kunth, recolectadas en tres zonas di-
ferentes del parque nacional Cajas de Cuenca, Ecuador. Los taxa flngicos mas frecuentes fueron: Alternaria, Fu-
sarium, Nigrospora, Phoma, Coelomycetes, el mayor porcentaje de infestacion correspondié a los denominados
«Mycelia sterilia» (micelios estériles) siendo de particular interés su actividad antagonista. Se evalué in vitro, la
interaccion antagoénica de estos hongos enddfitos, frente, a hongos fitopatdgenos: Botrytis cinerea, Phragmidium
disciflorum, Colletotrichum gloesporoides, Oidium Sp. Guignardia citricarpa, Pestalotia Sp. Plasmopara viticola, Pythium
Sp.Taphrina deformans, Fumago Sp. Monilia roreri, Ceratocystis fimbriata, Bremia lactucae. Los resultados mas pro-
metedores se evidenciaron en aislados de «Mycelia sterilia» (estructuras no esporificantes) con un porcenta-
je del 89,1% frente al Colletotrichum gloesporoides agente causal de la antracnosis en el tomate de arbol. Ade-
mas se hizo el andlisis in vitro frente a bacterias fitopatdgenas de los géneros: Erwinia Sp. Agrobacterium tumefa-
cens, Pseudomonas Sp. y Xanthomonas Sp. Algunas cepas de hongos enddfitos de los taxa mencionados, presen-
taron actividad antagonista, el objetivo de esta investigacion y andlisis es determinar los niveles y porcentajes
de antagonismo, para el uso de los hongos enddfitos en el control de enfermedades fitopatogenas causadas
por hongos y bacterias. Los resultados son muy satisfactorios, segiin lo encontrado.
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Abstract

The present investigation about the biological activity of isolated endophytic fungi in two plants considered
medicinal, Chuquiragua jussieui J.F. Gmel y Bidens Andicola Kunth, collected in three different areas of the Cajas
National Park in Cuenca, Ecuador. The most frequent fungi taxa were: Alternaria, Fusarium, Nigrospora, Phoma,
Coelomycetes. The highest percentage corresponded to the so-called «Mycelia sterilia» (sterile mycelia), their
antagonist activity being of particular interest. The antagonist activity of these endophytic fungi was evaluated
in vitro as compared to that of phyto-pathogenic fungi: Botrytis Cinerea, Phragmidium Disciflorum, Colletotrichum
Gloesporoides, Oidium Sp. Guignardia Citricarpa, Pestalotia Sp. Plasmopara Viticola, Pythium Sp. Taphrina Deformans,
Fumago Sp. Monilia Roreri, Ceratocystis Fimbriata, Bremia Lactucae. The most promising results were evidenced in
isolated “Mycelia sterilia” (non-spore-producing structures) with a percentage of 89,1% as compared to
Colletotrichum Gloesporoides, causal agent of anthracnose in tree tomatoes. Besides, in vitro analysis was con-
ducted for phyto-pathogenic bacteria such as: Erwinia Sp. Agrobacterium Tumefacens, Pseudomonas Sp. y
Xanthomonas Sp. Most of the fungi analyzed here showed antagonist activity, including some endophytic fungi
of the above-mentioned taxa.The purpose was to determine the levels and percentages of antagonist activity
for the use of endophytic fungi in the control of phyto-pathogenic diseases caused by fungi and bacteria. The
outcomes of this research are promising in this sense.
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Introduccion

El propésito de esta investigacion fue el estudio de
una especie de hongos denominados enddfitos, aisla-
dos de dos plantas, consideradas ancestralmente co-
mo medicinales, Chuquiragua jussieui y Bidens andicola
Kunth, plantas nativas del Parque Nacional El Cajas en
Cuenca, Ecuador. Se pretende determinar la actividad
biolégica, mediante andlisis in vitro utilizando como
técnica cultivos duales, se busca, analizar, su interac-
cién antagonista frente a hongos y bacterias fitopato-
genas. Para entender la tematica necesariamente de-
bemos tener un concepto claro de lo que es un hon-
go enddfito, podemos decir que conceptualmente la
palabra enddfito se deriva del griego endon cuyo signi-
ficado es dentro y phyte que significa planta. El prime-
ro en definir el término enddfito fue De Bary en 1866
aunque, en 1971 se definié al endofitismo como el es-
tado de un organismo que vive en el interior de otro,
en contraposicion a la condicion de hepifitismo. Ca-
rrol, en 1986, hizo su definicion de los hongos endofi-
tos como endosimbiontes y excluyé de este grupo los
hongos patégenos y asociaciones de micorrizas. En
1994, Wennstrom no fue el tnico en polemizar sobre
el uso de la palabra y propone una redefinicién de en-
ddfito: utilizar la definicion original, un ser vivo que
mora en el organismo interno de otro. Otro concep-
to nos dice que estos hongos viven asintomaticamen-
te en la planta, la mayor parte de su ciclo vital, tienen
esporulacién limitada en breves periodos y en algunos
casos pueden estimular el desarrollo y la fuerza com-
petitiva del huésped. Wilson, en 1995, hace una revi-
sion sobre el significado del término y define a los
hongos endéfitos como los que invaden los tejidos de
plantas vivas, pueden ser sistémicos, asistémicos 6
mutualisticos. En cambio, otros se manifiestan como
parasitos o algo similar, pudiendo vivir en la planta du-
rante su ciclo vital o parte de él, esto excluye a las
asociaciones de micorrizas, se incluye a hongos que
son patoégenos que no representan sintomas en el te-
jido. Dreyfuss afirmé que los hongos enddfitos repre-
sentan la mas grande reserva de especie fungina, pero
es necesario recordar que es un campo de investiga-
cion relativamente nuevo, y que seguramente todos
los estudios que se llevan a cabo contribuirdn a una
mayor comprensién acerca del tema. Se ham realiza-
do muy pocos estudios sobre los hongos enddfitos,
se han realizado muy pocos, de lo que se conoce, exis-
ten trabajos cientificos en las zonas tropicales (Drey-
fuss y Petrini, 1984; Rodrigues y Samuels, 1990; Rodri-
gues and Samuels, 1992). Debido a la gran biodiversi-
dad, al menos en nuestro pais, resulta demasiado ex-
tenso el trabajo, pero también se conoce de trabajos

que se llevan a cabo en plantas que viven en ambien-
tes extremos, como los desiertos y la Antartica. El co-
nocimiento acerca de los hongos endoéfitos, permitird
aplicaciones de gran importancia, como el control bio-
I6gico de plagas y enfermedades, pero también depen-
dera de la capacidad y el potencial para producir me-
tabolitos secundarios, que pueden ser utilizables en el
campo médico, fitopatoldgico e industrial, cualquiera
sea el uso que se pueda dar, son modelos de investi-
gacion, de la interaccion huésped-parasito y la evolu-
cién del sistema natural. Las graminaceas igualmente
son objeto de gran estudio, para determinar la causa
del impacto ecoldgico que tiene el huésped sobre la
comunidad vegetal. Los primeros estudios en este
sentido, se dieron en 1941 (Neil, 1941) determinando
la asociacion entre la Festuca Orundinaceae y el hongo
enddfito Epichloe typhina y Acremonium coenophialum,
desde aqui se parte para futuros estudios en el area,
para llegar a determinar la relacion hongo-vegetal. En
la bibliografia analizada, no se encuentran datos acer-
ca del anilisis antagénico in vitro de hongos enddfitos
de dos plantas Chuquiragua Jussieui y Bidens andicola
Kunth, frente a hongos fitopatégenos, hongos endofi-
tos y bacterias fitopatdgenas. La presente investiga-
cion, se fundamenta en la capacidad antagénica de es-
tos. El problema mas grande dentro de patologia ve-
getal, son los hongos. ;Se podria considerar los hon-
gos enddfitos como antagonistas de hongos y bacte-
rias fitopatdgenas? Mediante cultivos duales in vitro, se
logra determinar los porcentajes de inhibicién de los
hongos enddfitos, con respecto a hongos y bacterias
comunes, causantes de enfermedades en diferentes
cultivos. Determinar la actividad biolégica de los hon-
gos endofitos y estudiar su interaccién antagonista
frente a hongos fitopatdgenos y bacterias, con el pro-
posito de indagar el uso de estos microorganismos
para el control bioldgico de enfermedades fitopatolo-
gicas, es el propésito de esta investigacion.

Materiales y métodos

2.1 Area de muestreo

La investigacion, se lleva a cabo en el parque nacional
el Cajas, se aislaron hongos endoéfitos de dos plantas
consideradas medicinales Chuquiragua jussieui |.F. Gmel
y Bidens andicola Kunth. Para la investigacion, se consi-
deran tres zonas: Zona | coordenadas UTM. |7
696532 E; 9692756 N;altitud 3972msnm, coordenadas
LAT. LONG. 02° 46.701 S; 079° 13.9270 O; altitud
3972 msnm.; zona 2 coordenadas UTM. |7 699313 E;
9691739 N; Altitud 3892 msnm, coordenadas LAT.
LOG.02°47.251 S;079°12.424 O;Altitud 3892 MSNM;
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Zona 3 coordenadas UTM. 17 700210 E; 9692189 N;
Altitud 3691 msnm, coordenadas LAT. LONG.
02°47.005 S;079°11.942 O; altitud 3693 MSNM.

2.2 Insolamiento y Taxonomia de hongos enddfitos
2.2.] Esterilizacién de la muestra

La esterilizacién de las muestras, de cualquier parte
de la planta, comienza con el lavado en agua corrien-
te, luego se procede a la esterilizacién superficial si-
guiendo métodos y recomendaciones establecidas,
(Rodriguez, 1992); se consideran partes del vegetal,
sanas Yy libres de enfermedades. Se realizaron inmer-
siones en etanol (C,HsOH) al 75% e hipoclorito de
sodio (NaClO) con una concentracién del 3,41% de-
pendiendo del tipo de material vegetal, en este caso,
las muestras de Chuquiragua jussieui |.F.Gmel, por dis-
poner de hojas robustas, la esterilizacion, se realizd
con un tiempo de tres minutos en hipoclorito de so-
dio y un minuto en etanol. Con las muestras de Bidens
andicola Kunth, por disponer de hojas y flores sutiles,
se tomd en cuenta un tiempo de treinta segundos pa-
ra el hipoclorito de sodio y treinta segundos para el
etanol. Teniendo en cuenta condiciones estériles, se
cortan muestras del vegetal de (3-4 mm?) tratando
de cortar entre la nervadura central y el borde de la
hoja, en el caso del vegetal Chuquiragua jussieui, con
respecto a la Bidens andicola, se tomaron muestras de
la flor por ser la parte del vegetal considerada con
propiedades medicinales, los cortes del vegetal, se
inocularon en cajas Petri (100 x |5 mm) con Agar ex-
tracto de malta, (MEA; Difco). 5 muestras por caja,
luego se insolaron en cajas petri de igual tamafo con
el objeto de obtener cultivos puros, y finalmente el
mismo procedimiento en tubos de ensayo con PDA
Difco a pico de clarin, para evitar el desarrollo de
bacterias se utilizd cloranfenicol 250 mg/litro. El de-
sarrollo de la colonia fungina, se controla diariamen-
te, con la ayuda de un estéreo microscopio; la identi-
ficacion y morfometria se lleva a cabo a través de un
microscopio, mediante la preparacién de placas, utili-
zando como tincion lacto fenol de Amann o lacto fuc-
sina acida. El lacto fenol es incoloro y permite ver la
coloracién propia de los micromicetes, al contrario,
la fucsina 4cida es un colorante que evidencia mas in-
tensamente las caracteristicas estructurales funginas.
La identificacion de los hongos y su clasificacion se
hace por medio de claves y referencias bibliogrificas,
con la colaboracion del Dipartimento di Ecologia del
Territorio - Universita di Pavia — Italia. El disefio ex-
perimental usado es la prueba chi cuadrado, para de-
terminar los niveles de infestacion de hongos endofi-
tos en las tres zonas consideradas.
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2.3 Insolamiento y Taxonomia de Hongos Fitopatogenos
La caracterizacion de hongos fitopatégenos de mayor
incidencia en la zona del austro, como en la regién
Costa, fue también el propésito de esta investigacion,
ademas, aislar e identificar bacterias fitopatdgenas
asociadas al cultivo del babaco Carica pentagona. La
caracterizacion morfolégica se basa principalmente
en la estructura, y composicion (conidios, conidiofo-
ros, etcétera.) (Barnett y Hunter, 1998). Para el aisla-
miento del patégeno y la caracterizacién, se toman
muestras del vegetal, luego se lavan con agua destila-
da, se cortan muestras del vegetal afectado por la en-
fermedad, las muestras se toman del borde de la ho-
ja, en la camara de flujo laminar, se procede a desin-
fectar las muestras, con hipoclorito de sodio al 4%,
etanol al 75% por un tiempo variable. Luego, son co-
locadas en un medio de cultivo para hongos, en este
caso se utilizo PDA (Difco) en cajas petri de (100 x
I5 mm). Se colocaron 5 muestras en cada caja, pos-
teriormente, se hace el control del desarrollo (espo-
rificacion), siguiendo el procedimiento detallado ante-
riormente, el objetivo de este procedimiento, es ob-
tener cultivos puros, en este caso de hongos fitopa-
tégenos que, posteriormente, seran identificados y
clasificados taxonédmicamente, mediante el uso de un
microscopio y la elaboracion de placas. La clasifica-
cion taxondémica se hace por medio de claves, refe-
rencias bibliograficas y manuales de identificacién es-
pecificos para los géneros en estudio.

2.4 Valoracion in vitro de la actividad de antagonismo
cultivo dual hongo endéfito—hongo fitopatogeno.
Para el empleo del test, se parte de cultivos monos-
poricos, se emplea el método de cultivos duales, con
puntales estériles, se toman fragmentos de micelio
de 4 2 5 mm de didmetro, éstos son tomados de los
cultivos monospéricos en desarrollo, en un terreno
PDA, e inoculados en una camara de flujo laminar, en
cajas petri de (100 x 15 mm) que contienen el mis-
mo terreno. Los dos micelios a antagonizar son ino-
culados a 4 cm de distancia (2,5 cm de distancia del
borde de la caja). En cada prueba se lleva una caja de
control, que se obtiene del mismo cultivo madre
(monosporico), es inoculado sobre PDA a la distan-
cia de 2,5 cm del borde de la caja petri. Todos los
test se llevan a cabo en duplicado, en este caso los
cultivos se mantiene a temperatura ambiente y se
realizan mediaciones diarias del radio dirigido hacia
el centro de la caja. La inibicion de los hongos fito-
patégenos opuestos a los hongos endofitos se ex-
presa como porcentaje de inhibicién del crecimien-

to radial del micelio.
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Inibicion (%) = 100 x (R — r)/ R

Donde R y r, respectivamente, son el radio diri-
gido hacia el centro de la caja en el control y en el
cultivo dual (Watanabe, 1980) y propuesto por otros
autores (Dalla Valle y D’Aurelio  Zechini, 1989; Pear-
ce, 1990;Varese y Luppi-Mosca, 1991).

2.5 Cultivo dual hongo-bacteria

La metodologia es muy parecida, del margen de co-
lonias funginas en crecimiento sobre terreno PDA,
son cortados y retirados, con puntales estériles, dis-
cos de micelio de 4 mm de diametro, luego son ino-
culados en cajas de 9 cm de didmetro que contienen
20 ml del mismo terreno, una distancia de 2,6 cm
del margen de la caja, mientras que a una distancia
de 3,7 cm se inocula una suspensién bactérica de
0,5 ml.

2.6 Andlisis microscopico

Las pruebas duales se completan con el analisis mi-
croscépico de fragmentos de micelio de las colonias
en contacto y de las dreas marginales, para determi-
nar las posibles alteraciones morfolégicas de los mi-
croorganismos.

Resultados

3.1 Taxonomia hongos enddfitos

3.1.1 Tasa de infestacién “Chuquiragua jussieui”

Los taxa de hongos encontrados en las dos especies
de plantas investigadas se reporta por el porcentaje
referido a la incidencia del hongo en la planta, se cal-
culé sobre el total de fragmentos de hojas analizados
por especie vegetal. Los principales taxa aislados, fue-
ron: Mycelia sterilia (micelios sin fructificaciones),Alter-
naria, algunos representantes de los Coelomycetes y al-
gunos hongos ambientales comunes (Acremonium, Fu-
sarium, Phoma) algunos hongos aislados se consideran
patogenos, nos referimos a los géneros Alternaria y
Fusarium, que se reporta , acerca de su patogenici-
dad en diversos hospedadores (tanto en plantas sil-
vestres como cultivadas), (Sridhar y Raviraja, 1995).
El grupo flngico mas interesante es el que corres-
ponde a los micelios estériles, éstos se aislaron en las
dos plantas medicinales investigadas. El aislamiento
de micelios estériles, es quizas uno de los resultados
mas interesantes de la presente investigacién micolé-
gica, que necesita ser producto de investigacion, la
tasa de infestacion es del 48,33%. un porcentaje del
33,33% corresponde a hongos que corresponden a
micelios estériles, se considera un porcentaje elevado

de acuerdo a la tasa de infestacién, el 18,33% corres-
ponde a muestras no infestadas con hongos.
3.1.2 Tasa de infestacion “Aiachag” Bidens andicola Kunth
Se identifican 5 géneros de hongos diferentes: Alterna-
ria spp; Cladosporium spp.; Coelomycetes, Fusarium spp;
Nigrospora Sp. La tasa de infestacion mas alta se da
con el género Fusarium con un porcentaje del
24,49%; el género Nigrospora se encuentra en un por-
centje del 16,33%; hongos con micelios estériles, co-
rresponde el 40,33% mientras, que la muestras no in-
festadas corresponde 50,41%.

Se muestran fotos al microscopio de hongos
endofitos y fitopatogenos de cada uno de los géneros

Figuras | y 2. Hongos enddfitos en el género Alternaria Sp.
Fuente: Ernesto Delgado.

Figuras 3 y 4. Hongos enddfitos en el género Nigrospora Sp.
Fuente: Ernesto Delgado.

Figuras 5 y 6. Hongos endofitos en el género Cladosporium
Sp. Fuente: Ernesto Delgado.
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3.2.3 Fitopatologia IlI.
Mildiu de la vid (Figuras 13 y 14) (Plasmopara viticola).

Figuras 7 y 8. Hongos endéfitos en el género Fusarium Sp.
Fuente: Ernesto Delgado.

Figuras 13 y 14. Estructura del hongo Plasmopara viticola al
3.2. Hongos fitopatégenos aislados y clasificados taxoné- ~ microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.
micamente
3.2.1 Fitopatologia .
Botrytis cinerea (Figuras 9 y 10). Agente causal de la
podredumbre gris (Rosa Sp.)

3.2.4 Fitopatologia 1V.

Pythium (Pythium. Sp) El Pythium llamado tizén o man-
cha de grasa, El género Pythium genera, pudriciones de
semilla y raices, Se aisl6 el hongo del clavel (Dianthus
caryophyllus)

Figuras 9y 10.Estructura del hongo Botrytis cinerea al micros-
copio. Fuente: Ernesto Delgado.

Figuras |15y 16.Estructura del hongo (Pythium. Sp) al micros-
3.2.2 Fitopatologia Il. copio. Fuente: Ernesto Delgado.
Antracnosis (Figuras || y 12) (Colletotrichum gloespo-
roides) en tomate de arbol Cyphomandra betacea (Cav)

Sendt. Solanaceae.
3.2.5 Fitopatologia V.

Taphrina deformans

Figuras || y 12. Estructura del hongo Colletotrichum gloespo-
roides al microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.

Figuras 17 y 18. Estructura del hongo Taphrina deformans al
microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.
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3.2.6 Fitopatologia VI.

Fumago Sp negrilla en cacao- especies de hongos que
forman una pelicula negra, en hojas y partes de la
planta. El agente causal de la negrilla en cacao es un
hongo imperfecto.

Figuras 19 y 20. Estructura del hongo Fumago Sp. al micros-
copio. Fuente: Ernesto Delgado.

3.2.7 Fitopatologia VII.
Guignardia citricarpa Kielly mancha tardia en “Citrus ci-
nensis” (naranja).

Figura 21. Estructura del hongo Guignardia citricarpa Kielly al
microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.

3.2.8 Fitopatologia VIII.

Género Pestalotia Sp. es la especie causante del mar-
chitamiento y muerte de hojas y ramas jovenes, se re-
conoce la presencia de mas de 200 especies de este
género, es comun su presencia en plantas de banano.

copio. Fuente: Ernesto Delgado.

3.2.9 Fitopatologia IX.

Moniliasis, Monilia roreri (Figuras 24 y 25) también co-
nocida como Pudricién acuosa, Helada, Mancha, Ce-
niza o Enfermedad de Quevedo, esta causada por el
hongo Monilia (Moniliophthora) roreri E. (C.y P)

Figuras 24 y 25. Estructura del hongo Monilia, Moniliophthora
roreri E. (C.y P) al microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.

3.2.10 Fitopatologia X.
Ceratocystis fimbriata Enfermedad del machete (Figuras
26y 27).

.. |

Figuras 26 y 27. Estructura del hongo Ceratocystis fimbriata al
microscopio. Fuente: Ernesto Delgado.

3.2.1| Fitopatologia XI.
Bremia lactucae (Figuras 28 y 29).

Figuras 28 y 29. Estructura del hongo Bremia lactucae al mi-
croscopio. Fuente: Ernesto Delgado.
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3.3 Resultados de Valoracion in vitro de la actividad de
antagonismo en cultivos duales

Hongo endofito Colletotrichum gloesporoides (Figura
30), los resultados de las mediciones diarias en centi-
metros del radio dirigido hacia el centro de la caja se
presentan (Tabla |). A = Hongo enddfito; R= Caja de
control. Asi mismo se presentan los porcentajes de
inhibicion (Tabla 2). En este caso el porcentaje mas al-
to de inhibiciéon se da con los hongos enddfitos A7
con el 73,9% y Ax con el 89,1%.
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Figura 30. Foto cultivo dual
hongo enddfito-hongo Co-
lletotrichum  gloesporoides.
Fuente: Ernesto Delgado.

Tabla |. Radio dirigido hacia el centro de la caja hongo endéfito—hongo Colletotrichum gloesporoides. R= Caja de control.

FITOPATOLOGIA: Colletotrichum gloesporoides

11/02/08
12/02/08
13/02/08
14/02/08
15/02/08
18/02/08
19/02/08

20/02/08
22/02/08
25/02/08
27/02/08
29/02/08
03/03/08

28/02/08

Al 0,7 1,0 1,3 1,6 1,6 1,7 1,7
A2 0,6 1,0 1,3 1,6 1,7 1,8 1,8
A3 0,6 0,8 1 1,2 1,2 1,3 1,3
A4 0,7 0,8 1,3 1,4 1,4 1,5 1,5
A5 0,6 1,0 1,2 1,5 1,5 1,7 1,7
A6 0,8 1,2 1,7 1,8 2,0 2,0 2,0
A7 0,5 0,5 0,6 0,7 1,0 0,9 1,2
A8 0,7 1,0 1,3 1,6 1,5 1,6 1,6

Fx 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,4

3.4 Resultados valoracién in vitro de la actividad de
antagonismo

3.4.1 Cultivos duales hongo enddfito Botrytis cinérea.
Se presenta el cultivo dual en la (Figura 31), el radio
dirigido hacia el centro de la caja (Tabla 3) medido en
centimetros, en los cultivos duales a partir del 28 de
febrero del 2008, A = Hongo endéfito; R= Caja de
control.

Ademas, se incluye el porcentaje de inhibicion
(Tabla 4), en este caso el porcentaje mas alto se da
con el hongo enddfito codificado como Al3 con el
70,2%.

Figura 31. Foto cultivo dual hongo enddfito — hongo Botrytis
cinérea. Fuente: Ernesto Delgado.
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicion del Colletotrichum gloesporoides. En este caso el porcentaje mas alto de inhibicion se da
con los hongos endéfitos A7 con el 73,9% y Ax con el 89,1%.

PORCENTAJE DE INHIBICION Colletotrichum gloesporoides

© © © © © © © © © © © © © ©
o o o o o o o o o o o o o o
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
I I I N I I N I N I N I N o)
o o o o =) o o o o =) o o o o
~ ~ ~ ~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ S~ ~
—= I ™ < ) o o S N 3 ~ o) I o)
— — — - — - - I3 ~ I3 ~ ~ ~ o
Al 0,0 0,0 0,0 59 0,0 29,2 346 346 40,7 40,7 357 444 429 674

A2 143 00 00 59 62 250 308 308 370 370 357 370 357 609
A3 143 200 154 294 250 458 500 500 51,9 519 536 519 536 717
A4 00 200 00 176 125 375 423 462 481 481 500 556 536 674
A5 143 00 77 118 63 292 346 346 370 370 393 370 357 630
A6 -143 200 -308 -59 250 167 23,1 23,1 259 259 286 259 286 565
A7 286 50,0 53,8 588 375 625 53,8 57,7 593 556 57,1 556 57,1 739

A8 0,0 0,0 0,0 59 6,3 333 385 423 444 40,7 429 444 464 652

é Ax 28,6 500 61,5 706 688 79,2 84,6 84,6 81,5 81,5 82,1 81,5 82,1 89,

Tabla 3. Radio dirigido hacia el centro de la caja hongo enddéfito—hongo Botrytis cinerea.
FITOPATOLOGIA: Botrytis cinerea
Andlisis: 28 de febrero de 2008

S S S S S

S S S S S

3 3 3 3 2
R 4,6 5,0 5,5 5,7 5,7
Al 23 2,3 23 2,3 2,0
A2 2,5 2,5 2,5 2,5 23
A3 22 23 24 24 2,2
A4 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1
A5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Aéb 23 2,3 2,5 2, 24
A7 2,7 2,7 2,6 2,6 2,2
A8 2,6 2,6 2,6 2,6 2,0
A9 2,5 2,8 2,8 2,8 2,5
AlO 2,0 2,1 22 22 2,0
Al2 24 2,6 2,6 2,6 2,5
13 1,9 1,5 1,5 1,8 1,7
Al4 2,0 2,0 1,9 1,9 2,0
AX 2,1 2,0 1,8 1,8 2,0
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion hongo endéfito—hongo Botrytis cinerea, el mayor porcentaje se da con el endéfito Al3 con

un 70,2%.
PORCENTAJE DE INHIBICION Botrytis cinerea
Al 50,0 54,0 58,2 59,6 64,9
A2 45,7 50,0 54,5 56,1 59,6
A3 52,2 54,0 56,4 57,9 61,4
A4 56,5 60,0 63,6 64,9 63,2
A5 56,5 60,0 63,6 64,9 64,9
Aé 50,0 54,0 54,5 56,1 57,9
A7 41,3 46,0 52,7 544 61,4
A8 43,5 48,0 52,7 544 64,9
A9 45,7 44,0 49,1 50,9 56,1
AlO 56,5 58,0 60,0 61,4 64,9
Al2 47,8 48,0 520 544 56,1
Al3 58,7 70,0 72,7 68,4 70,2
Al4 56,5 60,0 65,5 66,7 64,9
AX 54,3 60,0 67,3 68,4 64,9

3.4.2 Cultivos Duales Hongo Endédfito Plasmophora viti-  3.4.3 Hongo Enddfito Pythium spp.
cola El cultivo de este hogo se presenta (Figura 33) inclu-
Se presenta el cultivo (Figura 32), la medicion en cen-  yendo la evolucion de radios de los cultivos (Tabla 7)
timetros de los radios, en los cultivos duales, a par- y los porcentajes de inhibicion (Tabla 8).
tir del 14 de febrero de 2008, (Tabla 5) A= Hongo en-
dofito; R= Caja de control. Se incluyen asimismo los
porcentajes de inhibicién (Tabla 6). En este caso el
porcentaje mas alto de inhibicion se da con los hon-
gos enddfitos Al0 con el 82,89% y Al2 con el 82,8%.

Figura 32. Foto cultivo dual hongo endéfito Plasmophora viti-  Figura 33. Foto cultivo dual hongo endéfito — Pythium spp.
cola. Fuente: Ernesto Delgado. Andlisis |8 de febrero de 2008.
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Tabla 5. Radios de los cultivos de la Plasmopara viticola.

FITOPATOLOGIA: Plasmopara viticola

FECHA. 14 de febrero de 2008

18/02/2008 19/02/2008 20/02/2008 22/02/2008 25/02/2008 27/02/2008 28/02/2008 29/02/2008

Al 4,3 58 58 58 58 58 58 58
A2 2,2 2,1 2,0 2,0 2,0 2,0 2,2 2,0
A3 2,1 2,1 2,0 2,0 2,0 2,1 2,7 2,1
A4 1,2 1,6 1,6 1,9 2,0 22 22 2,0
A5 2,0 2,0 1,8 1,9 1,7 1,8 1,5 2,0
Ab 2,3 23 2,2 2,2 2,2 2,2 2,1 2,0
A7 2,0 1,9 1,8 1,8 1,9 2,0 1,0 2,5
A8 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
A9 22 2,2 23 1,7 1,8 1,9 2,0 1,8
AlQ 2,0 1,8 1,7 1,3 1,2 1,3 1,5 1,2
All 2,0 2,0 2,0 1,3 Il 1,0 2,0 1,0
Al2 2,5 2,5 23 1,2 I 1,0 1,0 1,0
Al3 1,5 1,5 1,7 1,5 1,2 1,2 1,5 1,4
é Al4 2,0 2,3 1,8 2,0 2,0 2,0 2,1 2,0
AX 1,8 1,8 1,9 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8

Tabla 6. Porcentajes de inhibicién Plasmopara viticola.

PORCENTAJE DE INHIBICION: Plasmopara viticola

Al 4838 63,8 65,5 65,5 65,5 65,5 62,1 65,5
A2 51,2 63,8 65,5 65,5 65,5 63,8 53,4 63,8
A3 72,1 724 72,4 67,2 65,5 62,1 62,1 65,5
A4 53,5 65,5 69,0 67,2 70,7 69,0 74,1 65,5
AS 46,5 60,3 62,1 62,1 62,1 62,1 63,8 65,5
Ab 53,5 67,2 69,0 69,0 67,2 65,5 828 56,9
A7 65,1 74,1 74,1 74,1 74,1 74,1 74,1 74,1
A8 4838 62,1 60,3 70,7 69,0 67,2 65,5 69,0
A9 53,5 69,0 70,7 77,6 79,3 77,6 74,1 79,3
Al0 53,5 65,5 65,5 77,6 81,0 82,8 65,5 82,8
Al2 41,9 56,9 60,3 79,3 81,0 82,8 82,8 82,8
Al3 65,1 74,1 70,7 74,1 79.3 79,3 74,1 75.9
Al4 53,5 60,3 69,0 65,5 65,5 65,5 63,8 65,5
Ax 58,1 69,0 67,2 69,0 69,0 69,0 69,0 69,0
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Tabla 7. Medicién en centimetros de los radios, en los cultivos duales a partir del 14 de febrero de 2008, A= Hongo enddfi-
to; R= Caja de control

FITOPATOLOGIA: Pythium
Anilisis: 18 de febrero de 2008

22/02/2008 25/02/2008 27/02/2008 28/02/2008 29/02/2008 03/03/2008 04/03/2008 05/03/2008 06/03/2008 07/03/2008

R 0,6 1,0 1,3 1,5 1,6 2,1 2,3 2,3 2,5 2,6
Al 0,6 I 1,2 1,3 1,4 1,8 1,5 1,4 1,3 1,3
A2 0,6 Il 1,3 1,3 1,4 1,5 1,5 1,5 1,4 1,5
A3 0,5 0,9 1,0 0,9 1,0 (N 1,0 0,9 Il 0,9
A4 0,8 1,5 1,7 1,7 1,9 1,9 2,0 2,0 1,8 1,9
A5 0,6 1,0 1,2 1,2 1,3 1,6 1,9 1,9 2,1 2,0
Ab 0,6 1,0 1,2 1,0 1,0 1,2 I, 1 1,2 1,0
A7 0,5 1,0 0,7 0,6 1,0 0,8 0,6 0,7 0,8 0,7
A8 0,6 1,0 1,3 1,4 1,5 1,6 1,6 1,5 1,6 1,6
A9 0,5 1,0 1,2 1,3 1,2 1,3 1,3 1,2 1,4
Al0 0,6 0,9 1,2 1,4 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Al2 0,6 1,9 1,2 1,5 1,4 1,6 1,5 1,5 1,6 1,5
Al3 0,6 1,0 1 1,3 1,0 1,0 1,5 0,8 1,8 1,0
é Al4 0,6 1,0 1,2 1,2 1,3 1,4 1,5 1,7 1,6 1,7
Ax 0,8 0,8 0,9 0,9 1,0 0,7 0,8 0,6 1,0 0,8

Tabla 8. Porcentajes de inhibicién en Pythium. En este caso el porcentaje mas alto de inhibicién se da con los hongos endofi-
tos A7 con el 73,1 % y FX con el 69,2%

PORCENTAJE DE INHIBICION: Phytium

Al 0,0 -10,0 7.7 13,3 12,5 14,3 348 39,1 48,0 50,0
A2 0,0 -10,0 0,0 13,3 12,5 28,6 348 348 44,0 423
A3 16,7 10,0 23,1 40,0 37,5 476 56,5 60,9 56,0 65,4
A4 333 500  -308  -I133  -188 9,5 13,0 13,0 28,0 26,9
AS 0,0 0,0 7.7 20,0 18,8 23,8 17,4 17,4 16,0 23,1
Ab 0,0 0,0 7.7 333 37,5 429 52,2 522 52,0 61,5
A7 16,7 0,0 46,2 60,0 37,5 61,9 73,9 69,6 68,0 73,1
A8 0,0 0,0 0,0 6,7 6.3 23,8 30,4 348 36,0 38,5
A9 16,7 0,0 7.7 13,3 25,0 38,1 435 478 44,0

Al0 0,0 10,0 7.7 6.7 6.3 23,8 30,4 30,4 36,0 38,5

Al2 0,0 -90,0 7.7 0,0 12,5 23,8 348 348 36,0 423

Al3 0,0 0,0 15,4 13,3 37,5 52,4 348 652 28,0 61,5

Al4 0,0 0,0 7.7 20,0 18,8 333 348 26,1 36,0 346
Fx 333 20,0 30,8 40,0 37,5 66,7 65,2 73,9 60,0 69,2




J ‘ Granja 9 v.gxd:Granja 9 v.qxd 9/3/09 8:14 AM Page 40 @

40 Delgado, Vasquez e Icaza

3.4.5 Hongo Enddfito Monilia roreri Figura 35. Foto del hongo
El cultivo de este hongo se presenta en la Figura 35,  enddfito, Monilia roreri.
como en casos anteriores se incluye la evolucién de  Fuente: Ernesto Delgado.
radios de los cultivos (Tabla 9) y los porcentajes de

inhibicion (Tabla 10).

Tabla 9 Mediciéon en centimetros de los radios, en los cultivos duales a partir del 9 de febrero de 2008, A= Hongo enddfito;
R= Caja de control

FITOPALOTOGIA: Monilia roreri
ANALISIS: 9 Febrero 2008

05/03/08 06/03/08 07/03/08 11/03/08 12/03/08 18/03/08
R 0,4 1,1 1,6 3,8 4,5 5,7
Al 06 07 06 06 06 13
A2 038 05 06 07 038 2,4
A3 09 1,5 23 2,5 23
A4 07 LI | 4 1,6 1.8 1.8
é Ab 038 1,2 1,6 1,6 1.6 1.6
A7 06 L1 1,3 2,0
A9 Il 1.6 1,9 22 2,1 2,1
AlO 06 0.9 1,0
Al2 09 1.6 1,7 2,5 2,5 2,5
Al3 Il 1,5 1,5 1,7 1,7 2,0
Fx 06 1,2 1,2 1,5 1.8 1,5

Tabla 10. Porcentajes de inhibicion de la Monilia roreri. En este caso el porcentaje més alto de inhibicién se da con el hongo
endofito A7 con el 69,0%

PORCENTAJE DE INHIBICION Monilia roreri

Al 6,3 26,7 63,6 62,1

A2 0,0 40,0 54,5 67,2
A3 -6,2 23,3 58,2 60,3
A4 -12,5 33,3 60,0 60,3
A5 0,0 16,7 54,5 55,2
Aéb -6,2 43,3 54,5 56,9
A7 -12,5 50,0 67,3 69,0
A8 12,5 33,3 60,0 60,3
Ax 6,3 33,3 60,0 62,1
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3.5 Pruebas de Interaccion entre Hongos y Bacterias
Los resultados de la interaccién antagénica de algu-
nas de las cepas de hongos aislados frente a bacterias
fitopatdgenas, se presentan a continuacion (Figuras
36y 37)

3.5.1 Valoracion in vitro de la actividad de antagonismo
hongo endéfito-bacteria Erwinia Caratovora.

Los resultados se representan como (-) no hay anta-

gonismo y (+) se reporta antagonismo, de parte de

los hongos enddfitos (Tabla | I). Nétese el antagonis-

mo en los endofitos Al3,A7 y AS.

Figura 36. Fotos de la Erwinia Caratovora. Fuente: Ernesto
Delgado.

Figura 37. Foto al microscopio “Erwinia caratovora”. Fuente:
Ernesto Delgado.

Tabla | |.Valoracién in vitro de la actividad de antagonismo de
los hongos endéfitos con la bacteria Erwinia caratovora.
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3.5.2 Valoracién in vitro de la actividad de antagonismo
hongo endéfito-bacteria Agrobacterium

Igualmente, la interaccién antagénica del hongo endé-

fito-bacteria Agrobacterium se presenta en las Figuras

38 y 39,y las valoraciones en la Tabla 12.

Figura 39. Foto al microscopio del “Agrobacterium
tumefasiens”. Fuente: Ernesto Delgado.

Tabla 12. Valoracién in vitro del Agrobacterium.

BACTERIA: Erwinia caratovora

BACTERIA: Agrobacterium

Endéfito A4 -
Endéfito Al3 +
Endéfito AX -
Endéfito A7 +
Endéfito A5 +
Endéfito A2 -
Endéfito Al -

Endéfito A4 -
Endéfito Al3 +
Endéfito AX +

Endéfito Al -
Endéfito A2 -

Endéfito AS +
Endéfito Aé +
Endéfito A7 +

¢
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3.5.3 Valoracion in vitro de la actividad de antagonismo
hongo endéfito-bacteria Xanthomonas.

Se presenta en la Tabla |3 el antagonismo registrado

en los endodfitos A2, A5 y A6.

Tabla 13. Valoracién in vitro del hongo enddfito con la bac-
teria Xanthomonas.

3.5.4 Valoracion in vitro de la actividad de antagonismo
hongo endéfito-bacteria Pseudomonas.

Notese el gran antagonismo registrado contra esta

bacteria en todos los enddfitos estudiados, excepto

en el enddfito A4 (Tabla 14).

Tabla 14. Valoracién in vitro del hongo endéfito con la bacte-
ria Pseudomonas.

BACTERIA: Xanthomonas BACTERIA: Pseudomonas

Endéfito A4 - Endéfito A4 -
Endéfito Al3 - Endéfito Al3 +
Endéfito AX - Endéfito AX +
Endéfito A2 + Endéfito A7 +
Endéfito A5 +

Endéfito A6 +

4. Conclusiones Agradecimiento:

Los taxa fungicos mas frecuentes fueron: Alternaria,
Fusarium, Nigrospora, Phoma, Coelomycetes, el mayor
porcentaje de infestacion correspondié a los denomi-
nados «Mycelia sterilia» (micelios estériles) siendo de
particular interés su actividad antagonista.

Esta investigacion sobre la presencia de enddfitos
fungicos en las plantas (Chuquiragua jussieui) Y Aachag
(Bidens andicola Kunth) consideradas medicinales en la
farmacopea homeopitica nacional, demostré que va-
rias especies de hongos y, especialmente, los micelios
estériles aislados, podrian constituir un éptimo y qui-
zas inocuo material bioldgico para investigaciones fu-
turas, en particular por la marcada actividad antagéni-
ca con hongos y bacterias fitopatégenas. Consideran-
do como perspectivas futuras el uso de estos mi-
croorganismos para la elaboracién y formulacién de
productos para el control biolégico de enfermedades
fitopatogenas, causadas por hongos y bacterias. El
porcentaje mas elevado de antagonismo se da con el
hongo AX (micelios estériles) con un porcentaje del
89,1% frente a Colletotrichum gloesporoides agente cau-
sal de la antracnosis en el tomate de arbol (Cypho-
mandra betaceae) (Cav) Sendt Solanaceae. En cuanto
a bacterias fitopatdgenas, se consideran los cuatro gé-
neros Agrobacterium Sp.; Erwinia Sp; Pseudomonas Sp.; y
Xanthomonas Sp. Agentes causales de mayor inciden-
cia, en vegetales, los resultados de igual manera son
muy satisfactorios, segin lo encontrado.

A las Dras. Marinella Rodolfi y Solveig Tossi Se-
nior Research Scientist Sezione di Micologia Diparti-
mento di Ecologia del Territorio Universita di Pavia —
Italia por la predisposicion y asesoramiento, en la
presente investigacién. A mis estudiantes de la cate-
dra de Biotecnologia, por el apoyo y respaldo en la
presente investigacion.
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