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RESUMEN

El género Hypocrea sp se ha caracterizado en los ultimos afios por tener gran
importancia como antagonista de diferentes hongos fitopatégenos. Los hongos
Mycena citricolor y Fusarium sp son patégenos de plantas que causan multiples

pérdidas a nivel nacional y mundial.

Se realizé una evaluacion preliminar de la actividad de la coleccién del género
Hypocrea sp con que cuenta el Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio) contra los
fitopatdgenos mencionados. La evaluacion se realizd para tres variables:
confrontaciéon directa hongo con hongo, metabolitos no volatiles y metabolitos

volatiles.

Se demostré actividad contra ambos fitopatégenos en los diferentes ensayos.
En la evaluacién de hongo contra hongo, alrededor de un 70% de la coleccion
presenta un nivel alto de antagonismo para ambos. Asi mismo se observd la
inhibicion del crecimiento por la produccion de metabolitos volatiles y no volatiles.
Los hongos con los codigos 247, 185, 824 y 820 presentaron la mayor actividad en

general para todas las pruebas realizadas.

Palabras clave: Hypocrea sp, Trichoderma sp, Fusarium sp, Mycena citricolor,

Hongo, control bioldgico.
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ABSTRACT

The genus Hypocrea has had much importance, because this is an
antagonism to different phytopathogen fungi. The fungi Mycena citricolor and
Fusarium sp are plants pathogen fungi and cause many losses to national and

international level.

The objetive was to determine the antagonistic activity in the Hypocrea
collection (23 strains) of the Instituto Nacional de Biodiversidad against M. citricolor
and Fusarium sp. The evaluation included 3 variables: fungi against fungi, non volatile

metabolites and volatile metabolites.

In this research, there was activity against the plants pathogens in the different
assays found. In the evaluation fungi against fungi, about 70% showed high
antagonism level to pathogens. For volatile and no volatile metabolites assays the
growth inhibition was observed. The samples with the numbers 247, 185, 824 and

820 showed highest activity level in the collection for all assays.

Key words: Hypocrea sp, Trichoderma sp, Fusarium sp, Mycena citricolor, Fungus,

Biological Control
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INTRODUCCION

Actualmente la necesidad de solucionar los multiples problemas alimentarios y
del area de la salud ha generado una gran demanda por fungicidas, lo que hace
imprescindible el desarrollo y la busqueda de nuevas fuentes que provean de los

mismos.

Dentro de la problematica mundial, la necesidad de generar herramientas que
permitan incrementar la proteccion de cultivos ha generado el desarrollo de multiples
investigaciones, ya que se estima que los patdégenos de plantas producen pérdidas
de al menos 20% en todo el mundo (Hadacek et al.; 2000).

Nuestro pais no esta exento de este problema, ya que siendo un pais
agricola en gran parte, es necesario buscar medidas que aminoren los perjuicios y

pérdidas econdmicas causados por las multiples plagas en los cultivos.

Es claro que el area agricola tiene un fuerte impacto en la economia nacional,
ya que solamente las exportaciones de cultivos abarcan un 18.33% de las
exportaciones nacionales; sin incluir las ventas y consumo nacional (Procomer,
1999).

Y precisamente los recursos para disminuir este problema se encuentran muy

probablemente en nuestra naturaleza, debido a que Costa Rica cuenta con una gran

1

biodiversidad que no se ha explotado al maximo.



Una idea del potencial que implica contar con una gran variedad de
organismos se refleja en el siguiente dato: por ejemplo alrededor de 40% de los
hongos filamentosos y actinomycetes producen antibioticos en el momento en que

son aislados de la naturaleza (Demain, 1995).

El género Hypocrea y sus anamorfos han adquirido gran importancia en los
ultimos afos, debido que a este género pertenecen diversas especies que se
caracterizan por su aplicabilidad en control biolégico, y a su vez son productores de
multiples antibidticos y toxinas de gran utilidad, no sélo para el control de hongos,
sino bacterias y otros organismos. Uno de los anamorfos mas conocidos y

explotados de este género corresponde al género Trichoderma.

La presente investigacion permitira realizar un estudio de la actividad que
presentan la coleccion del género Hypocrea que posee la micoteca del INBio, el cual
fue recolectado en suelos silvestres, principalmente de areas protegidas, y que aun

no han sido evaluadas en este aspecto.

Al evaluar la actividad de las especies del género Hypocrea, se abre la
posibilidad de realizar estudios posteriores, con el fin de determinar compuestos
activos generados por los hongos que favorezcan el control de enfermedades
causadas por hongos fitopatégenos, que generan tantas pérdidas econdémicas, no
solo al pais sino a nivel mundial. Ademas se debe considerar el impacto positivo que
tendria sobre el medio ambiente, ya que actualmente el uso de fungicidas en altas
dosis y frecuencias de aplicacion han generado un deterioro acelerado del
ecosistema y por ende se hace necesario la busqueda de nuevas alternativas para el

control de estos fitopatégenos.
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OBJETIVOS
Objetivo General:

Determinar la actividad in vitro de las especies del género Hypocrea de la
micoteca del INBlo contra 2 hongos fitopatdgenos que atacan cultivos de interés
comercial en el pais.

Objetivos Especificos
Determinar las condiciones de crecimiento y evaluar la viabilidad de la

coleccién del género Hypocrea.

Evaluar el efecto de Hypocrea sobre los hongos fitopatégenos por medio del

sistema comparativo en platos.

Evaluar el efecto de la produccién de metabolitos no volatiles por Hypocrea

en medio liquido contra los hongos fitopatégenos

Evaluar el efecto de la producciéon de metabolitos volatiles por Hypocrea

sobre los hongos fitopatdgenos

t
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IMPORTANCIA DEL METABOLISMO SECUNDARIO

Los metabolitos secundarios son parte de los compuestos mas importantes
que los organismos producen principalmente en la fase estacionaria de crecimiento,
como por ejemplo algunos antibidticos y enzimas. Estos estan ligados fuertemente a
las condiciones de cultivo y algunos de ellos han tenido gran importancia a nivel
industrial (Madigan, 1991).

En la naturaleza estos actuan como agentes en una guerra quimica. Esto es
facil de entender, si se piensa que las fuerzas selectivas que han generado su

produccién han existido desde antes de la primera célula (Demain, 1995).

Se considera que la produccion de antimicrobianos es debido a que estos
mejoran la sobrevivencia de los microorganismos que los generan, cuando se
encuentran en competencia con otras especies vivas. Estos compuestos actuan via
receptores especificos como por ejemplo: ADN, enzimas sintetizadas a nivel de
pared celular, etc (Demain, 1995, Trigos, 1998). Por ejemplo durante los ultimos tres
afios se aislaron mas de 800 cepas de microorganismos, las cuales fueron
obtenidas de plantas enfermas, de los cuales cada uno fue capaz de producir un

antibidtico en cultivo (Demain, 1995).

Ademas de la importancia que pueden tener estos organismos para la
obtencion de antimicrobianos y su uso en el control biolégico, actualmente se estan
implementando nuevas técnicas no solo para hacer mas efectivo su uso, sino para

obtener un mayor potencial de estos organismos.
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Por ejemplo, la transformacién de las cepas utilizadas haciendo uso de genes
marcadores se vislumbra como una herramienta de gran utilidad para detectar y
rastrear las cepas utilizadas en campo y de esta forma conocer mejor su ecologia 'y a

la vez evitar que se confundan con cepas enddgenas (Lo et al.; 1998).

También el uso de la biotecnologia ha permitido la generacién de cepas que
sobreexpresen algunas caracteristicas de interés, como por ejemplo la produccién de
enzimas, con el fin de obtener mejores resultados y mayor agresividad contra los

hongos fitopatégenos.

Limon et al.; (1999) y Micheli et al.; (1998) generaron transformantes que
mostraron un nivel altamente significativo de expresién de los genes y produccion de
endoglucanasas o quitinasas, comparadas con el tipo silvestre y por lo tanto

tuvieron un efecto mayor en el biocontrol (Harman, 2000).

Asociado al uso de estos organismos en el control bioldgico, se han venido
desarrollando técnicas que permitan el uso de estos agentes controladores como
donadores de material genético para generar plantas resistentes a diferentes
enfermedades. Es asi como el potencial de estos organismos se ve incrementado dia

a dia.
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ORDEN HYPOCREALES

Dentro de los Ascomycetes, este orden y sus anamorfos incluyen organismos
de gran importancia econdmica, algunos como patégenos de plantas y otros con un
fuerte impacto como controladores biolégicos (productores de antibidticos y
micotoxinas). Dentro de este orden se incluye el género  Hypocrea que
generalmente se ha caracterizado como un agente de control biolégico, que actua
sobre hongos patogenos de plantas e insectos (Rossman, 1996).

Dentro del género Hypocrea el anamorfo que ha demostrado tener gran
efectividad contra diversos hongos fitopatdbgenos corresponde al género

Trichoderma sp.

Trichoderma sp es un hongo Deuteromicete perteneciente al orden Moniliales,
que se caracteriza por poseer conidiéforos hialinos, erectos, muy ramificados y sin
verticilos, las ramas son sencillas o estan agrupadas y los conidios son hialinos,
unicelulares, de forma ovoide y se originan en pequefios racimos terminales. Se
puede identificar facilmente en medio de cultivo por su rapido crecimiento y por las
masas de conidios verdes. Es un saprofito comun de suelo y madera (Domsch et
al.;1993; Hidalgo, 1989).



La temperatura Optima para su crecimiento linear en agar y produccién de
micelio esta entre 20 y 28 °C, aunque crece bien entre 6 a 32 °C. El contenido
minimo de humedad para su crecimiento vegetativo es del 92% y para su
esporulacion es de 93 al 95%. Tiene cierta respuesta a la luz, especialmente azul y la
violeta. La luz promueve la formaciéon de esporas, el crecimiento de micelio y la
coloracién (Hidalgo, 1989; Domsch et al.;1993).

Trichoderma abarca un sin numero de habitats pero en especial se localiza en
materia organica en descomposicion, ya que estos organismos son colonizadores
secundarios, por lo tanto se aislan de materia organica descompuesta (Curling 1989;
Madriz, 1987).

Los aislados de Trichoderma a menudo pueden reconocerse por
caracteristicas macroscopicas, las cuales incluyen: un rapido crecimiento en cultivo,
micelio aéreo no muy denso y la produccion de pustulas de conidios blancos y

verdes.

El telomorfo conocido de Trichoderma, como ya se menciond es Hypocrea y
muchas de las especies de Hypocrea producen el anamorfo tipico Trichoderma en
cultivo (Bissett, 1991).



Las especies del género Hypocrea (anamorfo Trichoderma) han probado tener
gran efectividad contra multiples patdgenos del suelo como por ejemplo: Phytium sp,
Rhizoctonia solani 'y Verticillium dahliae que atacan los cultivos. Mas recientemente
se ha demostrado su efectividad contra hongos que ocasionan pudricion en la raiz de
especies forestales y también como medio de proteccién contra la pudricion en el
almacenamiento de fresas ocasionado por Botrytis cinerea (Rossman, 1996; Lewis et
al.; 1985; Elad et al.;1981).

Otra caracteristica importante de este género es que se ha estudiado su
potencial para incrementar el crecimiento de varios cultivos de flores y hortalizas.
Chang et al.; (1986), demostraron el efecto positivo de la presencia en el suelo de T.
harzianum para cultivos como crisantemos y chile, entre otros, donde estos
tratamientos pueden ser combinados con pesticidas utilizados comunmente.
También Windham et al.; (1986), demostraron el efecto positivo de Trichoderma sp.
en cultivos como tabaco, tomate y rabano, actuando como un factor regulador del

crecimiento que incrementa el rango de germinacion y el peso seco de tallos y hojas.
Trichoderma Y SU PAPEL EN EL CONTROL BIOLOGICO

El control biolégico consiste en una medida para reducir la densidad del
in6culo o de las actividades del patégeno o parasito en su estado activo o latente,
por un organismo. En esta relacion hay multiples factores involucrados, como: el

hospedante, el parasito y el ambiente (Curling, 1989, Madriz, 1987).

t
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Es necesario considerar que a pesar de que el control biolégico se ha
implementado comercialmente en un nivel practico, es primordial el realizar estudios
que permitan entender la ecologia del biocontrol de estos organismos y sus
interacciones con los diferentes factores involucrados como: el patégeno, la planta
hospedera, el suelo que lo rodea y las comunidades microbianas de la rizosfera
(Larkin et al.;1999)

Curling (1989) y Madriz (1987) resumen algunos de los principales
mecanismos antagonistas generados por los organismos que se utilizan en el control

biolégico:

a. Antibiosis: se refiere a la inhibicion de un organismo por un producto metabdlico
de otro. El metabolito puede penetrar la pared celular o inhibir su actividad por

toxicidad quimica.

b. Lisis: produce la destruccion, desintegracion, dilucibn o descomposicion de
materiales bioldgicos, y se divide en dos tipos: la exolisis que se refiere a la digestion
parcial por enzimas de células vivas por otros organismos y la endolisis se genera

por la dilucion del protoplasma celular, sin digestion de la pared.

c. Competencia: suprime el desarrollo de un microorganismo, ya sea, por la lucha

por espacio, nutrientes o cualquier otro factor ambiental que limite su desarrollo.

d. Parasitismo: se genera cuando un hongo utiliza a otro para su sobrevivencia,

causando un deterioro en el hospedero.

1

11



Las dos formas tipicas de ataque por parte de Trichoderma pueden ser:

a. Aéreo con intimo contacto o arrollamiento alrededor de la hifa. Este tipo de ataque
parece indicar que el parasito busca nutrientes que estan dentro del hospedero. En
esta relacion surgen efectos en ambos, pues el parasito posteriormente sufre
autolisis (Hidalgo, 1989).

b. Por accion de la hifas sumergidas a corta distancia mas que por contacto. En
este caso Trichoderma actua como competidor de alimentos y destruye algunas

hifas sumergidas a corta distancia mas que por contacto (Hidalgo, 1989).

Diferentes estudios in vitro han demostrado que las hifas de Trichoderma sp.
se arrollan fuertemente alrededor de las hifas de Rhizoctonia solani o crecen sobre
ellas (ver figura 1); produciendo la coagulacion del protoplasma. Posteriormente la
hifas del hospedero se revientan y exudan un contenido granular, el cual estimula el
crecimiento del hiperparasitismo. El crecimiento de las hifas del hospedero se
detiene apenas se inicia el ataque y conforme este avanza, el micelio se vuelve mas

palido y es mas notable la tincion de las hifas con hematoxilina (Hidalgo, 1989).

12
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Figura 1. Ataque de Trichoderma sp. sobre las hifas del hospedero
(Soares de Melo et al.; 2000)

Pero como se menciond, la forma de accion de estos hongos no sélo se limita
al ataque directo sobre hifas 0 competencia por nutrientes, sino que incluye a su vez

la produccién de micotoxinas, enzimas y algunos antibiéticos.

Dentro de los multiples ejemplos se citan algunas de las toxinas y antibiéticos
producidos por un hongo de este género, Trichoderma viride como son: la gliotoxina,
el viridin, la tricodermina y  diferentes polipéptidos ciclicos: suzukacillinm,
alametacina un péptido con actividad antibacterial y el acido dermadin, el cual es
muy activo con bacterias gram negativas y gram positivas (Domsch et al.;1993;
Hidalgo, 1989; Curling, 1989).

A su vez para Trichoderma viride se ha reportado actividad en un sin numero
de especies, por ejemplo Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Mucor hiemalis,
Verticillium sp., Colletotrichum, Helminthosporium sp., Alternaria sp., Phytium

ultimun, Sclerotinia sp., Phytophthora parasitica, etc. (Domsch et al.; 1993).

t
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Otro ejemplo del potencial de este género se evidencia en Trichoderma
harzianum Rifai, el cual ha sido usado como un agente de biocontrol para la
proteccion de plantas tanto para raices, semillas, enfermedades foliares y cultivos
almacenados. Diferentes cepas aisladas indican que este agente actua bien bajo
condiciones ambientales variadas y su habilidad de sobrevivencia va a estar
determinada por la amplitud de la poblacion, el periodo de sobrevivencia y la

distribucién en el cultivo (Lo et al.; 1998).

Trichoderma pers es de las especies que se encuentran con frecuencia en el
suelo y ha sido probada como controlador biolégico foliar y del suelo de patégenos y
también ha sido usado en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas (Leuchtmann et al.;
1996).

Trichoderma COMO RECURSO DE ENZIMAS INDUSTRIALES

La actividad directa de micoparasitismo por Trichoderma spp. es uno de los
mejores mecanismos para explicar la actividad de antagonismo contra hongos
patdégenos de plantas presentes en el suelo. Un importante niumero de estos son
capaces de excretar enzimas hidroliticas al medio como por ejemplo: las quitinasas,
proteasas y [-glucanasas, especialmente cuando estan presentes laminarina,

quitina o la pared celular de algunos hongos fitopatégenos (De la Cruz et al.; 1992).
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En cultivos en plato los halos de inhibicidn pueden ser resultado de la
produccion de enzimas hidroliticas extracelulares utilizadas por Trichoderma spp
para colonizar el sustrato y degradar la pared celular de los competidores (Moino et
al.; 1998). Esas enzimas ya fueron caracterizadas para T. harzianum como 1-6
glucanasas extracelulares que degradan azucares solubles y producen halos

hidroliticos en levaduras (Moino et al.; 1998).

Los hongos Hypocreales particularmente en lo que se refiere al anamorfo
Trichoderma reesi producen celulasas que son utilizadas con propdésitos industriales
(Samuels et al.; 1996).

Una cepa obtenida de las islas Solomon ha sido uno de los mejores recursos
de celulasas desde los anos 40°s. Recientemente se han aislado ascosporas de
Hypocrea sp. donde al menos dos colonias que producen celulasas en mucho mayor
cantidad que las colonias que se han usado comunmente (Samuels et al. 1996,
Rossman, 1996).

Diferentes colonias de Trichoderma spp., que tiene un control efectivo contra
Rhizoctonia solani, producen 1,3 B - glucanasa y quitinasa en cultivos que tienen la
pared celular de este patégeno como unico recurso de carbono (Sivan et al.; 1989;
Curling, 1986).

Martins-Corder et al.; (1997) demostraron mediante pruebas de sistema
comparativo en plato (competencia por sustrato e hiperparasitismo) la alta

potencialidad in vitro de T.viride y T.koningii como antagonista de V.dahliae.
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Mycena citricolor

Mycena citricolor es un hongo de la clase Basidiomecetae del orden
Agaricales. El estado telomodrfico ocurre muy poco en la naturaleza y no tiene
importancia en el ciclo de la enfermedad. Las cabecitas o0 estado anamorfico, se
desarrollan cuando alcanzan el estado de madurez y se desprenden del pedicelo
con facilidad, especialmente con el impacto del golpeteo causado por las lluvias.
Estas se forman unicamente durante la época lluviosa sobre las superficie de las

lesiones e incluso del grano y tallos (Quesada, 1996; Vargas, 1994).

En la fase sexual el hongo desarrolla un cuerpo fructifero llamado gema o
cabecita, la cual es una masa compacta de hifas de forma esferoidal con un diametro

aproximado de 0.36 mm unida a un pedicelo de 1 a 3 mm de largo (Vargas, 1994).

En condiciones in vitro, el hongo presenta un crecimiento micelial blanco,
algodonoso y en forma irregular; las hifas son septadas incoloras y de distinto grosor
(Vargas, 1994).

En el campo, la fructificacion del hongo se favorece en condiciones de alta
humedad y excesiva sombra. El transporte de las cabecitas ocurre basicamente
hacia abajo y a cortas distancias, por lo que las hojas inferiores son las mas
afectadas. La diseminacién a largas distancias ocurre por medio del hombre,

insectos y otros animales (Quesada, 1996).

1
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Las lesiones causadas por Mycena citricolor son de forma circular a ovalada
en las hojas, alargada en las venas y tallos tiernos. Son de color café pajizo o rojizo
desde el inicio y se expanden hasta adquirir su tamafo definitivo en unos siete dias.
Poseen un diametro de 0.5-1.0 cm, son algo hundidas, con poca o ninguna clorosis
alrededor. Cuando las hojas estan severamente afectadas o tienen algunas lesiones
ubicadas sobre o cerca de las venas, provocan su caida prematura ocasionando el
debilitamiento de la planta al reducir significativamente el &area fotosintética
(Quesada, 1996).

Las pérdidas se deben al debilitamiento de la planta, producto de una
excesiva defoliacion, caida prematura del fruto y las manchas del mismo en el

momento del beneficiado (Quesada, 1996).

El ojo de gallo es una enfermedad del café, y debido al impacto que tiene este
cultivo en la economia nacional, se justifica la necesidad de realizar abundante
investigacion en esta area, ya que este cultivo constituye un 4.51% de participacion

dentro de las exportaciones que realiza Costa Rica (Procomer, 1999).

Dentro de algunas practicas que se realizan para el control de esta
enfermedad, se pueden citar: las practicas comunes de combate cultural, donde se
evita condiciones de alta humedad (dada muchas veces por excesiva sombra o
suelos mal drenados). Asimismo se hace uso de fungicidas, pero el problema que
presenta este tipo de combate, es que actualmente el control de aduanas y
restricciones de importacion de algunos paises, regulan el uso excesivo de estos

quimicos.
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El combate biolégico se presenta como otra opcién para el control de la
enfermedad. En el pais se han realizado algunos estudios sobre el uso de
Trichoderma spp., demostrando la inhibicion en la formacion de cabecitas y donde
el hongo utiliza como sustrato las cabecitas ya formadas (Arroyo, 1975; Paez, 1976;
Vargas, 1994).

Arroyo (1975) realizé la evaluacion del efecto de Trichoderma spp. sobre el ojo
de gallo (Mycena citricolor) observando una accion positiva de los aislamientos,
donde se evidencia destruccién de hifas, tanto en evaluaciones en plato, como en los

extractos obtenidos en suspensiones.

Fusarium sp.

Fusarium es un Hyphomycete, perteneciente al Orden Moniliales que se
caracteriza por presentar usualmente un rapido crecimiento. Las colonias son
generalmente palidas o poseen coloracion muy notoria, rosada, purpura o amarillas,
el micelio es extensivo y similar a algodén y los conidiéforos son variables, delgados
o simples (Domsch, 1993; Barnett et al.; 1998).

Muchas especies de Fusarium ocasionan marchitamientos en varias plantas.
Los sintomas de la enfermedad que provocan se manifiestan en epinastia,
obstruccion y empardecimiento de los vasos xilematicos, necrosis, marchitamiento y

finalmente en la muerte de la planta (Agrios, 1989)
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Dentro de la sintomatologia del hongo Fusarium sp, trasmitido a través de
semillas, se observa una reduccion en la germinacion en un alto rango de cultivos en
el mundo, es comun encontrar estos hongos (F. moniliforme) en semillas de maiz
(Murillo et al.; 1999).

Este hongo tiene un efecto muy serio, principalmente en cultivos como
hortalizas postcosecha y especialmente en cultivos de raices, tubérculos y bulbos.
Pero las plantas de mediana altura como tomate y algunas cucurbitaceas son
afectadas a menudo (Agrios, 1989). El ingreso del patdégeno a la planta se inicia por

heridas causadas por insectos o pajaros.

En Costa Rica muchos cultivos se ven afectados por el ataque de diferentes
especies de este hongo. Un reporte del Ministerio de Agricultura, contabiliza un total
de 21 cultivos atacados por Fusarium spp, entre los cultivos de consumo local y los
de exportacion. Algunos ejemplos de los cultivos que son atacados comunmente por
las especies de Fusarium son: el maiz (Zea mays), la pifia (Ananas comosus), la
cafa de azucar (Saccharum spp), el chayote (Sechium edule), la papa (Solanum
tuberosum), el frijol (Phaseolus vulgaris), la papaya (Carica papaya), entre otros
(MAG, 1991).
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Es claro que los problemas causados por este género a nivel agricola en
nuestro pais son bastante significativos, ligados a su vez a multiples factores
ambientales que benefician la contaminacién. Pero ademas de ello, este género se
ha asociado a un fendmeno de gran importancia en lo que se refiere a seguridad
alimentaria, debido a que tiene la facultad de producir micotoxinas que se almacenan
en los alimentos. Se mencionan a continuacion algunas de las especies de Fusarium

gue generan problemas significativos en algunos cultivos de interés.

La mayor parte de la enfermedad que causa la pudricion de las espigas en
maiz (Zea mays) es causada por Fusarium spp. Tres especies de Fusarium son
predominantemente responsables de la enfermedad: F. moniliforme, F. graminearum
y F. subglutinans, siendo F. moniliforme una de las de mayor relevancia. Estas
especies ademas producen micotoxinas. (Reid et al.; 1999; Marin et al.; 1995;
Cotten et al; 1998). Al menos 5 micotoxinas de Fusarium se producen naturalmente
en maiz: moniliformin, zearalenone, deoxinivalenos, fusarin C y fumonisin (Demain,
1995).

Una de las mas serias enfermedades que afectan al fruto del banano, es la
llamada pudricion de la corona y se ha concluido que esta es causada por dos

especies de hongos, de las cuales una es Fusarium semitectum.

Las especies que en banano, en términos de toxicidad, causan los mayores
problemas son: F. camptoceras, F. moniliforme, F.proliferatum, F.oxysporum, F.
graminearum, F. acuminatum y F. equiseti (Jiménez et al.; 1997). Particularmente F.
oxysporum es un hongo causante de serios problemas en plantas vasculares en

variedad de cultivos en todo el mundo (Nelson et al.; 1997).

1
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El control biologico con diferentes organismos se ha aplicado para este hongo
que causa innumerables pérdidas. Larkin et al (1999) reportan el control sobre
Fusarium oxysporum por algunos organismos antagonistas como Fusarium spp. no
patogénicos. Asi mismo se reportan algunas colonias de pseudomonas, las cuales
pueden suprimir el crecimiento de Fusarium sp. si se aplican sobre las raices y

semillas de varios cultivos (Duijff et al.; 1999).
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METODOLOGIA

| PARTE.
Activacion y evaluacion de la viabilidad de los hongos del género Hypocrea de
la micoteca del INBio

Se generd la lista de los hongos a partir de la base de datos del INBio y se
corroboro ésta con la informacion contenida en las bitacoras. Se recupero un total de
23 viales con el material almacenado en agua estéril. La siembra del material se

realizd en el medio papa dextrosa agar (PDA) en tubos de ensayo.

El material que presentd contaminacion por bacterias se cultivd en medio
Martin (10 g glucosa, 5g/l peptona, 1 g/l KoHPO,4, 0.5 g/l MgS0O4.7 HO, 0,03 g/
Rosa Bengala, 15 g/l Agar para un 1L H,0. Luego se autoclava y se adicionan 3 ml

de estreptomicina 2%).

Il PARTE.

Hongos fitopatégenos a evaluar

Se seleccionaron 2 hongos fitopatdégenos, con el fin de determinar la actividad
del género Hypocrea sobre los mismos. La seleccion se realizé tomando en
consideracion la publicacion del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Extension
Agricola (1991) y con la asesoria de la Ing. Agronoma, Ana Lorena Guevara,

Coordinadora General del Programa de Bioprospeccion del INBio.
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Los géneros seleccionados fueron Mycena citricolor y Fusarium sp. El material
fue facilitado por el Ing. Luis Cartagena del area de proteccion de cultivos del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG). Los cultivos fueron aislados de material
vegetal contaminado por los mismos. El material se mantuvo y se multiplic6 en medio
PDA.

Il PARTE.

Evaluacion del género Hypocrea mediante un sistema comparativo en platos

Se colocaron segmentos de 5 mm de diametro del micelio del hongo
fitopatdgeno a 1 cm de distancia del borde del plato. Trascurridas 24 horas, se
colocd un segmento similar de Hypocrea al lado opuesto del fitopatégeno. Se

utilizaron placas petri de vidrio de 9 cm de diametro.

La evaluacion del material se realizé simultaneamente y para cada prueba se
realizaron 4 repeticiones. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de
26 °C. Las evaluaciones se realizaron cada 3 dias y se mantuvieron hasta el décimo
dia.

Para realizar la evaluacion del material se midid el diametro de crecimiento
(cm) de ambos hongos y el sexto dia se aplicé la escala planteada por Bell et al
(1982).
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La escala utilizada va de 1 a 5 donde,

1. Hypocrea sp. crece por completo sobre el patégeno y cubre la superficie del plato.

2. Hypocrea sp. cubre al menos 2/3 partes de la superficie del medio respecto al
fitopatdgeno.

3. Ambos hongos cubren la mitad de la superficie del plato.

4. El patégeno coloniza 2/3 partes del plato respecto a Hypocrea sp.

5. El patégeno rodea por completo a Hypocrea sp. y cubre la superficie del plato.

Se consider6 que hay un nivel alto de antagonismo, si la evaluacién de
Hypocrea sp es menor o igual a 2 y se consideroé que no es antagonista si es mayor

o igual a 3.

Los controles de crecimiento mantuvieron las mismas condiciones pero sin
realizar la siembra del hongo al lado opuesto. El numero de repeticiones para el

control fue de 4.
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IV PARTE.
Evaluacion de metabolitos no volatiles producidos por Hypocrea en medio

liquido.
A) Cultivos en medio liquido

En enlenmeyer de 250 ml con 60 ml de medio Czapek — Dox (Medio CZA: 3g
NaNOs, 1 g KoHPO,4, 0.5g MgSO,4. 7H20, 0.5 g KCI, 0.01 g FeS04.7 H,O, 30 g
Sacarosa, 1 L H,O destilada) + 0.05% de extracto de levadura y pH: 4.0, se
inocularon 3 segmentos de 5 mm de diametro del Hypocrea sp. a evaluar. Se

incubaron durante 7 dias a21°Ca 150 rpm.

Se realiz6 el cultivo en medio papa dextrosa liquido (pH: 5.0) para una parte

de la coleccién de los hongos (que dieron actividad positiva en el ensayo anterior).
B) Obtencién del extracto

Se separd el micelio por centrifugacion a 9.150 g (2 500 rpm, SA 600) por 20
minutos a 4 °C, el supernatante se filtré en un Watman 40 y posteriormente en un

milipore 0,45 um. Se almacend a 0 °C para su uso posterior

Para una parte de los hongos también se prepard el extracto autoclavando

parte del cultivo en medio liquido (121 °C por 20 minutos)
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C) Evaluacion del extracto en platos petri.

En cada plato petri con PDA, se realizaron cuatro agujeros (5 mm de
diametro) en puntos equidistantes con ayuda de un sacabocados, a 1.5 cm de
borde del plato. Se adicion6é 1 ml del filtrado, distribuido en los 4 agujeros (alrededor
250 ul por agujero). El centro del plato petri se inoculé con un segmento de 5 mm de
diametro del fitopatdégeno y se midié el diametro de crecimiento del mismo cada tres

dias, para un total de 9 dias. Las pruebas se realizaron por triplicado.

A los controles se les adicion6 agua estéril en los agujeros. El ensayo se
incubd a 26 °C.

V PARTE.
Evaluacion del efecto de la produccion de metabolitos volatiles por Hypocrea

sobre M. citricolor

Se utilizaron cultivos de Hypocrea sp. con diferentes fechas de siembra (entre
5 dias y 1 mes) en platos petri con medio PDA. Después del periodo de incubacion
se retird la tapa del plato petri y se reemplazé por un plato con PDA, que fue
inoculado previamente (dos dias antes) con un segmento de 5 mm de diametro del

fitopatdgeno.

Para el control se coloco el plato con el fitopatégeno sobre un plato petri con

PDA sin inocular con Hypocrea sp. Los platos se sellaron con parafilm.
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Las pruebas se realizaron por triplicado para cada Hypocrea, a 26 °C y se
realizaron mediciones del diametro de crecimiento del fitopatdbgeno cada 3 dias, para

un total de nueve dias.

VI PARTE
Analisis de resultados

Para el analisis de resultados se utilizé el programa SPSS, y se realizé un
analisis de varianza. Se aplicé el Test de Tukey para definir la diferencia minima

significativa entre los datos.
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RESULTADOS

Se logré activar el total de la coleccion del género Hypocrea (23 cepas), los
cuales se denominaron con el codigo de la coleccién (ver descripcion de la misma en

el anexo I).

Se resumen los principales resultados y se presenta un analisis general de la

coleccién de Hypocrea y su efecto sobre los dos hongos fitopatdgenos evaluados.

EVALUACION DE Hypocrea sp MEDIANTE UN SISTEMA COMPARATIVO EN
PLATOS

La evaluacion estadistica se realizé con los datos al sexto dia de iniciado el
ensayo. El andlisis de varianza tanto para M. citricolor como para Fusarium sp
muestra que existe diferencia significativa entre los datos, asi mismo se utilizd la
escala planteada por Bell et al (1982). En el tabla 1 se muestra el comportamiento

general de la poblacién para Fusarium sp. y M. citricolor (anexo Il).
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Tabla 1. Analisis general de la coleccién de Hypocrea utilizando la escala planteada
por Bell et al (1982)’

Escala M. citricolor (%) Fusarium sp (%)
1 39.13 39.13
2 34.78 34.78
3 17.39 26.09
4 8.70 0.00
5 0.00 0.00

Los datos anteriores se muestran en la figura 2, como se observa alrededor

de 73% de los hongos evaluados presentan un nivel de antagonismo alto, donde

Hypocrea sp. crece sobre el fitopatégeno o lo rodea por completo.

Se seleccionaron los hongos que presentaron mayor actividad tomando en

cuenta los datos anteriores vy el analisis estadistico de los radios de crecimiento de

los fitopatdgenos (ver anexo II).

En el tabla 2 se muestra el porcentaje de inhibicién de M. citricolor respecto al

control. Todos los datos presentan diferencia minima significativa con el control, y

cabe recalcar el efecto de los dos primeros hongos correspondientes a los cédigos

247 y 801 (ver figura 3).

" El porcentaje calculado corresponde al nimero de Hypocrea spp que presentaron ese valor (tabla 1 del anexo

1))

1
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Figura 2. Nivel de antagonismo presentado por Hypocrea sp sobre los hongos fitopatdgenos,

sistema comparativo en platos, escala Bell et al (1982).

Se realizd el mismo ensayo en el caso de Fusarium sp. con el fin de definir
cuales son los grupos que presentaron el mayor grado de antagonismo. En el tabla 3,
se muestran los principales resultados del analisis estadistico y la aplicacion de la

escala.

Al igual que en M. citricolor, en este caso el antagonismo que genera
Hypocrea sp. detiene por completo el crecimiento de Fusarium sp en el medio de
cultivo (ver figura 4). Se observaron cambios de color en el micelio y para M.citricolor
se observa necrosamiento de las cabecitas y en algunos casos un cambio evidente

en la coloraciéon del micelio.
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Tabla 2. Efecto de Hypocrea sp en el crecimiento de M. citricolor

Cddigo de Porcentaje de Antagonismo

Hypocrea sp inhibicion® (escala 1 - 5)
247 456 2 1
801 4462 1
519 419° 2
488 413" 1
185 40.2°° 1
886 38.5 1
824 37.5° 2
486 37.0° 1
497 36.4 > 1
245 34.8 7 1
820 32.6 "% 1
261 32.6 "% 2
498 24 5 P°e 2
826 23.4 °° 2
572 23.4 °% 2
47 20.6 % 2
244 15.8 © 2

2 El porcentaje de inhibicion se define como: (CC-CF)/ CC * 100, donde CC: crecimiento del control, CF:

crecimiento del fitopatdgeno en direccion a Hypocrea sp.

3 Los datos que tienen la misma letra, no presentan diferencia significativa entre ellos.



M.citricolor vs H 486 M.citricolor vs H 488

Adobe

Figura 3. Efecto antagonico de Hypocrea spp. sobre M. citricolor”.

4 . , . .
Las colonias en el area superior de las fotos corresponden a M. citricolor

1

34



Tabla 3. Efecto de Hypocrea sp. en el crecimiento de Fusarium sp.

Cddigo de Porcentaje de Antagonismo

Hypocrea sp inhibicion*” (escala 1 - 5)
245 31.43° 1
47 30.00° 1
486 28.57° 1
820 28.57° 1
886 28.57° 2
251 27.71° 1
488 27.71° 1
185 26.29° 1
497 2571 2
801 2571 1
186 22.86™ 1
247 22.86™ 1
572 14.29°% 2
824 14.29% 2
261 571° 2
826 4.29° 2
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Fusarium sp vs H 497 Fusarium sp vs H 820
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Figura 4. Efecto antagonico de Hypocrea spp. sobre Fusarium sp.
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EVALUACION DE LOS METABOLITOS NO VOLATILES PRODUCIDOS POR
Hypocrea sp EN MEDIO LiQUIDO

Se presentaron diferencias importantes respecto al medio de cultivo liquido
utilizado, en PDA hay una mayor produccién de micelio y un crecimiento mas
acelerado respecto a Czapeck - Dox. En algunos casos se tuvieron problemas de
contaminacién principalmente por bacterias, y para algunos hongos el procedimiento

de filtracion no fue posible debido a su consistencia.

Se eligieron un total de 10 hongos para hacer los cultivos en PDA liquido,
tomando en consideracion los resultados obtenidos en la evaluacion del sistema
comparativo en platos y los resultados preliminares de esta evaluacién con el medio

de cultivo Czapeck - Dox.

Se resumen a continuacion los resultados principales de los tratamientos y en

el anexo |l se muestra el analisis estadistico para los mismos.

En general los hongos que fueron cultivados inicialmente en Czapeck - Dox

muestran mayores diferencias significativas respecto al control.
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En el tabla 4 y 5 se presentan los resultados del efecto de los extractos de
Hypocrea sp sobre M. citricolor y Fusarium sp. Los datos en negrita indican que
existe una alta diferencia significativa con el control. Por problemas de contaminacién
o por el tipo de suspension obtenida no se tienen datos para algunos de los
tratamientos. Se indican los datos que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion,

y la forma como se obtuvo el extracto.

La inhibicién del crecimiento se evidencia de diferentes formas, en algunos
casos hay una reduccion en la produccion de micelio como en el hongo con el cédigo
820 respecto a M. citricolor, pero principalmente se observa una disminucion en el

diametro de crecimiento del hongo evaluado (ver figura 5).
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Tabla 4. Efecto de los extractos de Hypocrea sp. en el crecimiento de

Mycena citricolor

Caodigo de Porcentaje de Datos del extracto®
Hypocrea sp inhibicion?®

Medio | Extraccion
245 26.47" CD A
820 17.65° CD F
185 16.42"™ PDA F
251 15.09" PDA F
244 14.717 CD A
247 8.82° CD F
473 8.82% CD A
826 5.88° CD A

5 , . . . . . . .
Los datos que presentan como superindices la misma letra no presentan diferencia significativa entre ellos,.

Corresponden a analisis estadisticos diferentes: a - b, m - n, x-y-z

1
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Tabla 5. Efecto de los extractos de Hypocrea sp. en el crecimiento de

Fusarium sp.

Cddigo de Porcentaje de Datos del extracto®
Hypocrea sp inhibicion®®

Medio | Extraccion

820 43.40° CD F

488 18.24° CD F

304 16.14" CD A

824 9.85° CD F

245 7.76° CD F

47 7.76"7 CD A

826 5.66" CD A

% CD: Medio Czapeck- Dox, PDA: Papa dextrosa agar, F: Filtrado, A: Autoclavado

1
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M. citricolor - Extracto H 820 M. citricolor (Control)

Adobe

Figura 5. Inhibicién causada por los extractos de Hypocrea sp. sobre M. citricolor y Fusarium sp.
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EVALUACION DEL EFECTO DE LA PRODUCCION DE METABOLITOS
VOLATILES POR Hypocrea sp SOBRE M. citricolor y Fusarium sp.

Se disefiaron los ensayos de tal manera que se lograran evaluar los hongos
en diferentes estadios de crecimiento. Se utilizaron placas de Hypocrea sp. que
fueron sembradas a 5 y 30 dias de iniciado el cultivo. Los resultados mostraron
diferencias en el efecto que tienen los Hypocrea spp. en el crecimiento del

fitopatdgeno respecto a la edad del cultivo.

Los porcentajes de inhibicion fueron calculados para el sexto dia de
crecimiento, pero aun transcurridos 10 dias se mantiene la inhibicién de Hypocrea
sp. sobre el fitopatdégeno, principalmente para el hongo con el cédigo 247, el cual

inhibe por completo el crecimiento de M. citricolor.

Eneltabla6y 7, figura 6 y 8, se muestran los resultados para los hongos que
tuvieron un mayor efecto sobre los fitopatogenos evaluados. La inhibicion fue mas
evidente en cultivos de Hypocrea spp que tenian entre 15 dias y un mes de

sembrados para ambos fitopatégenos

La inhibicién del crecimiento fue mucho mas evidente y prolongada en
M. citricolor (ver figura 7 y 9). Como se mostré alcanza niveles de un 75 % al sexto
dia para el hongo cddigo 247. No fue posible realizar el analisis estadistico de los
datos debido a que no se tenian suficientes repeticiones por limitaciones del ensayo

(alta contaminacion).
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Se resume en la figura 10 un analisis, en orden de importancia, del efecto de
Hypocrea spp. sobre los fitdpatdégenos. El grafico se elabordé asignando el valor
numérico de cada ensayo al cédigo del hongo y para ambos fitopatdégenos, de tal
manera que los hongos con un efecto mas evidente presentaran un valor mas alto

que los que no lo presentan.

Se puede resumir de esta figura, que hay mayor espectro de accion en los
hongos con los codigos 247,185, 824, 820, 245, ya que en general estos hongos
presentan la mayor actividad en las diferentes pruebas realizadas para ambos

hongos fitopatdgenos.

Tabla 6. Efecto de los metabolitos volatiles sobre M. citricolor

Cdédigo de Porcentaje de
Hypocrea sp Inhibicion?
H247 75.47
H824 62.26
H251 59.52
H519 58.49
H524 52.83
H497 47.17
H304 43.40
H473 39.62
H488 20.75
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Figura 6. Efecto de los metabolitos volatiles en el crecimiento de M. citricolor



H 824 Control M. citricolor

Adobe

Figura 7. Inhibicién del crecimiento de M. citricolor por metabolitos volatiles de Hypocrea sp.
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Tabla 7. Efecto de los metabolitos volatiles sobre el crecimiento de Fusarium sp.

Cddigo de Porcentaje de
Hypocrea sp Inhibicion?
572 46.81
185 46.81
247 29.79
244 23.40
304 14.89
498 14.89
838 14.89
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Figura 8. Efecto de los metabolitos volatiles en el crecimiento de Fusarium sp.
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Figura 9. Inhibicién del crecimiento de Fusarium sp. por metabolitos volatiles de Hypocrea sp.
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Figura 10. Efecto general de la coleccion de Hypocrea sp. sobre los hongos fitopatdogenos
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DISCUSION

En general se observa un antagonismo bastante alto de algunos hongos de la
coleccién y una respuesta similar de Hypocrea spp. para ambos fitopatogenos,
especialmente en el ensayo comparativo en platos donde alrededor de un 70%

presenta un nivel alto de antagonismo y hay coincidencia entre los datos.

Es importante considerar los hongos con los cddigos 247, 824, 185 y 820
(figura 10), ya que su actividad comprende un amplio rango de acciéon para la

mayoria de las pruebas realizadas.

El planteamiento de las evaluaciones se realiz6 intentando abarcar las
diferentes posibilidades que se le han reportado a este género, especialmente a su
anamorfo Trichoderma donde Martins-Corder et al (1997) reportan que puede darse
un efecto antagonico por parte de este hongo mediante la produccién de metabolitos
volatiles, no volatiles, hiperparasitismo, competencia por nutrientes, espacio u

oxigeno.

La mayoria de los hongos analizados que mostraron un alto grado de
antagonismo en el sistema comparativo en platos tienen un patrén de crecimiento y
caracteristicas propias del anamorfo Trichoderma. Se citan a continuacién varios

resultados reportados para este tipo de ensayo.
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Moino y Batista (1998) demostraron el efecto antagdnico de Trichoderma sp.
contra los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliaea, donde se observo
disminucion del crecimiento micelial de los dos entomopatégenos. La evaluacion fue

realizada mediante un sistema comparativo en platos.

Soares de Melo et al (2000) obtuvieron inhibicién de Rhizoctonia solani por
parte de colonias de Trichoderma harzianum mediante un sistema comparativo en
plato. Se realizaron también estudios de microscopia electrénica donde se demostro
el parasitismo y destruccion de las hifas de R. solani.

Es importante recalcar que ademas de la produccién de metabolitos volatiles y
no volatiles, a este género se le han atribuido la produccién de enzimas de gran
importancia industrial. Lo et al (1998) reportan la produccién de estas por parte de T.
harzianum, las cuales degradan la pared celular de los hospederos, entre estas se

mencionan: [B-1,3 glucanasas, quiitinasas y celulasas.

A pesar de que estas no se evaluan directamente en este ensayo, debe
considerarse que podrian estar contempladas en el efecto antagonico observado en

el sistema comparativo en platos.
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Asimismo, el uso de la coleccién para diferentes fines esta sujeta al interés
que se busque en la misma, ya que algunos hongos que presentan lento crecimiento
como es el caso del cédigo 304; muestra actividad en lo que se refiere al efecto de
los extractos obtenidos y en la evaluacion de metabolitos volatiles, por lo tanto la
importancia de este organismo se dirigiria a la busqueda de algun quimico de interés

y no directamente a control biolégico en campo.

Es importante tomar en cuenta que la produccion de un metabolito por parte
de un hongo esta ligado a una serie de factores. Al ser esta una evaluacién
preliminar no se consideraron muchos de ellos, por lo tanto debe tenerse presente
que si un hongo da negativo algun ensayo, no significa que no tiene actividad. Este
resultado puede deberse a que el tipo de extraccién, el medio de cultivo o

simplemente la forma de evaluacién, no permitan ver el efecto.

Se observo en general una mayor actividad de los extractos producidos en el
medio Czapeck — Dox, el cual es reportado como el mejor medio para la extraccion
de toxinas para este género (Moino et al.;1998; Hidalgo, 1989). El uso del medio
PDA, sirvi6 como control para mantener las condiciones iniciales de crecimiento en
las que se realiz6 el cultivo y en las que se obtuvieron los resultados de

antagonismo.
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En el caso de la evaluacion de metabolitos volatiles, es claro que existe un
efecto de Hypocrea spp. sobre los fitopatdgenos evaluados, especialmente sobre M.
citricolor. Se ha reportado actividad importante en la produccion de metabolitos
volatiles en medio de cultivo por T. viride y T. koningii y otros hongos aislados. Dicha
influencia se da a través de una inhibicién del crecimiento micelial y es importante
considerar que no siempre un hongo que produzca metabolitos volatiles produce
sustancias no volatiles de interés (Martins-Corder et al.;1997), como se observo en

esta evaluacion.

A pesar de los resultados obtenidos es necesario optimizar el procedimiento
para la identificacion y extraccion de metabolitos volatiles, que permita una
evaluacion mas precisa de los mismos, y disminuir la contaminacion del plato

superior.

Se recomienda el uso de filtros 0.22 um para la obtencion del extracto, ya que
a pesar de las condiciones asépticas con que se trabajé, se presentaron problemas

de contaminacion por bacterias.

Evaluar los cultivos de Hypocrea sp. en diferentes edades de crecimiento
para el ensayo de metabolitos volatiles y no volatiles es necesario para corroborar
que la produccién de los compuestos esta ligado a este factor y también para
abarcar la posibilidad de que se produzca algun compuesto de interés fuera del

rango tiempo en que se evaluo.
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En general puede decirse que la coleccién presenta un efecto antagénico
sobre los hongos fitopatdgenos, especialmente sobre M.citricolor, el cual se ve
afectado por una mayoria de hongos en las diferentes variables y en forma mucho
mas evidente. Esto no resta importancia a los resultados obtenidos para Fusarium
sp., ya que este hongo es sumamente agresivo y los resultados en algunas

investigaciones no han sido muy satisfactorias.

Por ejemplo, se reportan algunas pruebas de seleccién de aislamientos de
Trichoderma spp. para el combate de Fusarium sp. y Rhizoctonia solani en clavel.
Las cepas de Trichoderma sp. fueron aisladas de suelo costarricense donde se
produce clavel. En las pruebas in vitro con Fusarium sp. no se encontré ninguna
cepa con una accion directa sobre Fusarium sp. se cree que el efecto es debido a

una competencia por nutrientes (Hidalgo, 1989).

No debe olvidarse que el analisis in vitro solamente permite entender un
pequeno sector de la sistematica del control bioldégico, por lo cual no es posible
hacer conclusiones determinantes sobre el efecto antagonico de este material, ya
que si se desea utilizarlo como un potencial controlador biolégico deben realizarse

multiples ensayos.

Es necesario trabajar en la taxonomia de la coleccién para realizar un analisis
de los reportes hechos para las diferentes especies, asi como la identificacion y
evaluacion de los posibles metabolitos presentes. Esto es de suma importancia ya
que se reporta que la caracterizacion de estos metabolitos puede ser utilizada para
estudios quimiotaxonémicos, especialmente cuando la diferenciacion morfoldgica

entre las especies no es muy clara (Demain, 1995; Trigos, 1998).
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Asi mismo es necesario definir la forma mas precisa de almacenamiento para
este tipo de coleccion. En algunos organismos se reporta la pérdida de la habilidad
de producir compuestos por el almacenamiento en medio sdlido a 6°C, ya que la
produccion de antibiéticos eleccionada en la naturaleza se va perdiendo en los tubos
(Demain, 1995).

Ademas de utilizar diferentes periodos de tiempo en los cultivos para
posteriores evaluaciones y las variaciones que se puedan dar en los protocolos,
podria incluirse el uso de elicitores, ya que es reportado que la sintesis de enzimas
producidas por Trichoderma sp. es inducida por la presencia del hongo hospedero o
componentes de la pared celular del hongo (Lo et al.;1998), lo cual podria generar

otro tipo de componentes.
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CONCLUSIONES

Se logré determinar la viabilidad de toda la coleccion y una actividad in vitro
positiva por parte de un porcentaje de la coleccidon contra ambos fitopatdégenos,
donde se observo un efecto mas evidente sobre el hongo M. citricolor.

La evaluacion de la coleccion mediante un sistema comparativo en platos,
demostrd el posible potencial de estos organismos para control bioldgico, donde
alrededor de un 70 % de la misma presenta un nivel alto de antagonismo tanto para

M. citricolor como para Fusarium sp.

La evaluacién de la produccion de metabolitos no volatiles brindé una idea
general del potencial que podria tener la coleccion en la produccion de algun quimico
de interés, pero es necesario trabajar mucho mas en esta area debido a las

dificultades que se tuvieron en los ensayos.

Se demostré la presencia de actividad importante en la produccion de
metabolitos volatiles y la inhibicidon del crecimiento para ambos fitopatdégenos, donde
la inhibicidn estda dada principalmente por una reduccion en la velocidad de

crecimiento y en algunos casos la detiene por completo.
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Al ser esta una evaluacion preliminar, solo brinda una idea del potencial que
eventualmente podria tener la coleccidn analizada. Es necesario realizar mas
pruebas especialmente en ensayos en invernadero y campo, asi mismo trabajar a un
nivel mas cuantitativo en el caso de los metabolitos no volatiles mediante extraccion

quimica.
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RECOMENDACIONES

Es de suma importancia definir un protocolo de evaluacién para el material
que ingresa del campo al laboratorio, identificado para este género, de tal manera
que no sea almacenado por demasiado tiempo y se de la posibilidad de que este
pierda actividad.

Debe asi mismo definirse un protocolo de almacenaje para la coleccion, ya
que parte del material a recuperar se encontraba muy deteriorado.

En el caso del protocolo para la evaluacion de metabolitos no volatiles se
recomienda el uso de diferentes periodos y medios de cultivo. Asi mismo el uso de
extraccion quimica para los hongos que dieron actividad positiva en los ensayos, de
tal manera que puedan realizarse escalas para determinar la concentracion minima

de acciéon del componente que potencialmente pueda estar aislandose.

En estudios posteriores puede hacerse uso de elicitores para estimular la

produccion de metabolitos por parte del género Hypocrea.

Es necesario analizar diferentes protocolos para evaluar el efecto de los
metabolitos no volatiles con el fin de determinar cual de ellos es mas sensible para
el analisis y asi evitar que se excluyan compuestos activos que estén en baja

concentracion.
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Debe realizarse la clasificacion y corroboracién taxondémica de los diferentes
hongos, para realizar un estudio mas detallado de los documentos reportados para
los mismos y en caso de ser un hongo reportado determinar si presenta una mayor

actividad que los ya analizados.
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72



Cdédigo| Numero | Especie Localidad Sustrato Descripcién Fecha de
Bitacora colecta
Los Tronco en Peritecios embebidos en un estroma suave como cojin color
47 1-079 Almendros, |descomposicion |amarillo fuerte, los peritecios son claros, las ascas son largas y| 5/12/96
Guanacaste tienen 16 esporas circulares
Alajuela, Tronco grande |Estroma suave amarillo oscuro o pardo, liso se ven los ostiolos de
185 | 2-120 Cristobal podrido los peritecios. Las ascas cilindricas 100 - 110 *56 um, 16| 14/5/97
subesporas, algunas estan separadas otras aun estan unidas. Las
subesporas miden 3.54 um sin casi esféricas hilianas, parecen
tener verrugosidades. En YM colonia blancuzca , algo transparente,
en algunos puntos se eleva poco. Anamorfo parece ser
Trichoderma, luego se torna verdoso.
Alajuela, Tronco grande |Estroma suave amarillo claro , se ven los ostiolos de los peritecios
186 2-139 Cristébal podrido en algunos se ve el contenido color verde que corresponde a las| 17/5/97
ascosporas. Ascas cilindricas 75*5 um ascosporas son verdes y se
dividen en dos subesporas esféricas 3.5 - 4 um con
verrugosidades.
Guanacaste, | Tronco podrido |[Estroma amarilllo se ven los ostiolos de los peritecios translucidos.
244 | 2-189 Pitilla, La Cruz Ascas de 60 um de largo sub- esporas 3*3 um. YM la colonia es| 21/6/97
blanco opaco, grumoso.
Guanacaste, Rama podrida |Estroma anaranjado. Peritecios con ostiolos visibles. Asca mide 75
245 3-017 Pitilla, La Cruz um*2.5 um es hialina. Ascospors 8 por asca, circulares hialinas,
miden 5 um de largo. Cada subascospora mide 2.5 um de
circunferencia. Colonia YM grumosa, compacta y blanca.
247 18-6- Rincén
97.2
251 18-6- | cf. flavo- Rincon
97.10 virens
261 18-6-
97.1
304 Guanacaste, | Rama podrida |Estroma pulvinado amarillo palido, los ostiolos son translicidos,
3-044 Pitilla, La Cruz ascosporas hialinas. YM la colonia es ramificada, aplastada y| 27/ 6/97
ligeramente blanca.
473 Guanacaste, | Ramilla muerta |Estroma amarillo pequefio 1 - 1.5 um.
3-176 Liberia, Rincén 16/9/97
de la Vieja

1
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Cdédigo| Numero | Especie Localidad Sustrato Descripcién Fecha de
Bitacora colecta
486 3-252 | cf. citrina | Santa Maria, | Hongo Xylaria |Estroma "effuse" blanco sin forma definida
sendero los sp 17/10/97
Naranjos
488 | 4-005 Los Almendros| Corteza de Estroma café, sin una forma muy definida, al borde del estroma se
tronco muerto [tienen los peritecios. 16/10/96
497 3-262 cf. Guanacaste, Tronco Estroma pequefio amarillento palido, se ven ascosporas verdes.
gelatinosa|Cacao, 1000 m| descortezado |Estroma aproximadamente de 1 mm diametro 14/10/97
498 3-278 Los Almendros| Cortezade |Estroma café, 4 mm diametro
tronco muerto 16/10/97
519 3-239 Alajuela, Tronco Estroma café - amarillento, con estipite corto, duro 0.5-1 cm ancho
Upala, descortezado 10/10/97
Cristobal
524 3-253 Guanacaste, | Ramilla muerta |Estroma amarillo, aproximadamente 0.3 - 0.5 cm de diametro
Liberia Rincon 12/10/97
572 4-039 Pailas Cortezade |Estroma un poco aplastado marrén, amarillento, aproximadamente
tronco muerto |2 - 3 mm de diametro.
801 5-155 Guanacaste, Madera Estroma un poco aplanado de 1-2 mm de dia
Pailas expuesta en 28/6/98
descomposicién
820 5-154 Guanacaste madera Estroma pequefio aprox 1 mm de diametro, marrén o anaranjado
Pailas expuesta en |palido, ascosporas hialinas. 28/6/98
descomposicion
824 5-124 Guanacaste, madera Estroma aproximado 1 mm, mucho estroma, color anaranjado,
La Cruz, Pitilla| expuesta en |café, ascosporas hialinos. 24/6/98
descomposicion
826 5-193 Guanacaste Sobre tronco |Peritecios en estroma color café amarillento 2 mm diametro.
Pailas, descortezado |Ascosporas verdes 14/8/98
Curubande
838 6-027 cf Guanacaste, Ramita en Peritecios inmersos en estroma verde amarillento  formando
gelatinosa| Maritza,la |descomposicion |estructuras mas o menos redondas. Ascosporas verdes ovoides 20/8/98
Cruz
886 | 6-150 Guapiles- Tronco con |Estroma amarillo, peritecios inmersos, ascas y ascosporas hialinas.
hamedo corteza Estroma suave semi- estipitado. Ascosporas hialinas ovoides 2/10/98
Pococi

1
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ANEXO I
Analisis estadistico de los resultados obtenidos de la evaluacidn de varias cepas del
género Hypocrea mediante el sistema comparativo en platos para M. citricolory

Fusarium sp.
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Tabla 8. Radio de crecimiento de M. citricolor y Fusarium sp. y andlisis utilizando la escala
planteaba por Bell, et al. (1982)

M citricolor (cm) Fusarium sp (cm)
Cédigo Media Antagonismo Media Antagonismo
47 3.7 2 24 1
185 2.8 1 2.6 1
186 4.2 4 27 3
244 3.9 2 34 3
245 3.0 1 24 1
247 25 1 27 1
251 43 3 25 1
261 3.1 2 3.3 2
304 4.4 3 3.6 3
473 44 3 35 3
486 29 1 25 1
488 27 1 25 1
497 29 1 2.6 2
498 3.5 2 34 2
519 27 2 3.6 2
524 45 3 3.5 3
572 35 2 3.0 2
801 2.6 1 2.6 1
820 3.1 1 25 1
824 29 2 3.0 2
826 35 2 34 2
838 4.6 4 3.5 3
886 2.8 1 25 2
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Tabla 9. Analisis de varianza y prueba de Tukey para el radio de crecimiento (cm)

de M. citricolor y Fusarium sp. (Datos al sexto dia)’

ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Fusarium  Between 19,585 23 852 | 29125 000
sp Groups
Within
Groups 2,105 72 |2,924E-02
Total 21,690 95
M. citricolor Between 48,127 23 2,092 21,795 000
Groups
Within
Groups 6,913 72 |9,601E-02
Total 55,039 95

a) Prueba de Tukey (5%) para los radios de crecimiento de M. citricolor

Tukey HST?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA 1 2 3 4 5 6 7 8
247,00 4 2,5000
801,00 4 2,5500
519,00 4 2,6750 2,6750
488,00 4 2,7000 2,7000 2,7000
185,00 4 2,7500 2,7500 2,7500
886,00 4 2,8250 2,8250 2,8250 2,8250
824,00 4 2,8750 2,8750 2,8750 2,8750
486,00 4 2,9000 2,9000 2,9000 2,9000
497,00 4 2,9250 2,9250 2,9250 2,9250
245,00 4 3,0000 3,0000 3,0000 3,0000
820,00 4 3,1000 3,1000 3,1000 3,1000 3,1000
261,00 4 3,1000 3,1000 3,1000 3,1000 3,1000
498,00 4 3,4750 3,4750 3,4750 3,4750 3,4750
826,00 4 3,5250 3,5250 3,5250 3,5250
572,00 4 3,5250 3,5250 3,5250 3,5250
47,00 4 3,6500 3,6500 3,6500 3,6500
244,00 4 3,8750 3,8750 3,8750 3,8750
186,00 4 4,2000 4,2000 4,2000
251,00 4 4,2500 4,2500 4,2500
304,00 4 4,4250 4,4250
473,00 4 4,4250 4,4250
524,00 4 4,4750 4,4750
838,00 4 4,5500
,00 4 4,6000
Sig. ,498 ,072 ,052 ,052 ,097 ,097 ,052 ,169

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000

t

7 En todos los casos el codigo 0 corresponde al control. Los nombres cientificos no se encuentran en italica por
limitaciones del programa estadistico utilizado.
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b) Prueba de Tukey (5%) para los radios de crecimiento de Fusarium sp

Tukey HSD?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA 1 2 3 4 5 6
245,00 4 2,4000
47,00 4 2,4500
486,00 4 2,5000
820,00 4 2,5000
886,00 4 2,5000
251,00 4 2,5250
488,00 4 2,5250
185,00 4 2,5750 2,5750
497,00 4 2,6000 2,6000 2,6000
801,00 4 2,6000 2,6000 2,6000
186,00 4 2,6750 2,6750 2,6750
247,00 4 2,6750 2,6750 2,6750
572,00 4 3,0250 3,0250 3,0250
824,00 4 3,0500 3,0500 3,0500
261,00 4 3,3250 3,3250 3,3250
826,00 4 3,3500 3,3500 3,3500
244,00 4 3,4500 3,4500 3,4500
498,00 4 3,4500 3,4500 3,4500
524,00 4 3,4750 3,4750 3,4750
473,00 4 3,4750 3,4750 3,4750
,00 4 3,5000 3,5000
838,00 4 3,5000 3,5000
519,00 4 3,6000
304,00 4 3,6250
Sig. ,817 ,059 ,059 ,059 ,059 ,685

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000
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ANEXO Il

Analisis estadistico del efecto de los metabolitos no volatiles producidos por

Hypocrea sp. sobre los hongos fitdpatégenos en medio liquido.
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6 de montado el ensayo)

ANOVA

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
M. Between
citricolor  Groups 6,211 13 AT8 9,421 ,000
Extracto Within
Filtrado, Groups 1,420 28 |5,071E-02
Medio CD Total 7.631 41
Fusarium Between 13,052 13 1,004 21,406 000
sp Groups
Extracto Within
Filtrado Groups 1,313 28 | 4,690E-02
Medio CD Total 14.366 41

a) Prueba de Tukey (5%) para el diametro de crecimiento de M. citricolor

Tukey HSD?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA N 1 2 3
820 3 5,6000
247 3 6,2667 6,2667
251 3 6,4000
185 3 6,4333
824 3 6,5000 6,5000
838 3 6,5000 6,5000
497 3 6,6000 6,6000
801 3 6,6000 6,6000
245 3 6,7667 6,7667
0 3 6,8000 6,8000
524 3 6,9000 6,9000
261 3 6,9333 6,9333
488 3 7,1333
519 3 7,1667
Sig. ,054 ,054 ,054

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000

Tabla I10. Analisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de Hypocrea sp producidos en el

medio Czapeck - Dox, extraccion por microfiltracion para M. citricolor y Fusarium sp. (Datos al dia
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b)Prueba de Tukey (5%) para evaluar el diametro de crecimiento de Fusarium sp.

Tukey HSD?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA 1 2 3 4
820 3 2,7333
488 3 3,9000
824 3 4,3000 4,3000
245 3 4,4000 4,4000
801 3 4,4667 4,4667 4,4667
185 3 4,5333 4,5333 4,5333
524 3 4,6000 4,6000
497 3 4,6000 4,6000
519 3 4,6667 4,6667
0 3 4,7667 4,7667
261 3 4,8000 4,8000
247 3 4,8333 4,8333
838 3 4,9333 4,9333
251 3 5,0667
Sig. 1,000 ,060 ,060 ,090

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000
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Tabla 11. Analisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de Hypocrea
sp. producidos en el medio Czapeck - Dox, extraccion por autoclavado para M.
citricolor y Fusarium sp. (Datos al dia 6 de montado el ensayo)

ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Fusarium sp Between
Autoclavado  Groups 5,850 15 ,390 13,276 ,000
Medio CD Within
Groups ,940 32 | 2,937E-02
Total 6,790 47
M. citricolor ~ Between
Autoclavado  Groups 9,725 15 ,648 18,305 ,000
Medio CD Within
Groups 1,133 32 | 3,542E-02
Total 10,858 47

a) Prueba de Tukey (5%) para evaluar el diametro de crecimiento de M. citricolor.

Tukey HSD?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA N 1 2 3 4
245 3 5,0000
244 3 5,8333
473 3 6,1667 6,1667
826 3 6,4333 6,4333
247 3 6,5000 6,5000
801 3 6,5000 6,5000
497 3 6,5333 6,5333
185 3 6,5667 6,5667
820 3 6,5667 6,5667
886 3 6,5667 6,5667
47 3 6,6000 6,6000
488 3 6,6000 6,6000
304 3 6,6333 6,6333
0 3 6,8000
824 3 6,8000
572 3 7,0000
Sig. 1,000 ,710 ,209 ,052

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000
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b) Prueba de Tukey (5%) para evaluar el diametro de crecimiento de Fusarium sp.

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
HYPOCREA N 1 2 3 4 5
304 3 4,0000
47 3 4,4000 4,4000
572 3 4,4333 4,4333
244 3 4,4667 4,4667
826 3 4,5000 4,5000 4,5000
185 3 4,5333 4,5333
820 3 4,5333 4,5333
824 3 4,5333 4,5333
488 3 4,5667 4,5667
245 3 4,6000 4,6000
497 3 4,7000 4,7000 4,7000
0 3 4,7667 4,7667 4,7667
801 3 4,8333 4,8333 4,8333
473 3 5,0000 5,0000
886 3 5,2000 5,2000
247 3 5,5667
Sig. ,068 ,187 ,068 ,068 ,420

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000

Tabla 12. Analisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de
Hypocrea sp. producidos en papa dextrosa agar, extraccion por microfiltrado

para M. citricolor (Datos al dia 6 de montado el ensayo)

ANOVA

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
M. citricolar Between
Extracto Groups 2,009 5 ,402 4,888 ,011
Filtrado Medio Within
PDA Groups ,987 12 | 8,222E-02

Total 2,996 17
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a) Prueba de Tukey (5%) para el diametro de crecimiento de M. citricolor.

Tukey HSD?

Subset for alpha = .05
HYPOCREA N 1 2
185 3 4,4333
251 3 4,9667 4,9667
245 3 5,0000 5,0000
0 3 5,2667
488 3 5,3000
486 3 5,4667
Sig. ,223 ,332
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000

Tabla 13. Andlisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de Hypocrea
sp. producidos en el medio PDA, extraccion por microfiltrado para Fusarium sp.

(Datos al dia 6 de montado el ensayo)

ANOVA

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Fusarium sp Between
Extracto Groups ,366 6 |6,095E-02 ,785 ,596
Filtrado Medio Within
PDA Groups 1,087 14 | 7,762E-02

Total 1,452 20
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a) Prueba de Tukey (5%) para el diametro de crecimiento de Fusarium sp.

Tukey HSD?

Subset for

alpha =
.05

HYPOCREA N 1
801 3 3,4667
488 3 3,6667
0 3 3,7000
486 3 3,7000
185 3 3,7667
251 3 3,8000
245 3 3,9333
Sig. ,428

Means for groups in homogeneous
subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean
Sample Size = 3,000

Tabla 14. Andlisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de Hypocrea
sp. producidos en el medio PDA, extraccion por autoclavado para M. citricolor

(Datos al dia 6 de montado el ensayo)

ANOVA

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
M. citricolor ~ Between
Extracto Groups 1,000 8 ,125 1,156 ,376
Autoclavado  \Within
Medio PDA  Groups 1,947 18 ,108

Total 2,947 26
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a) Prueba de Tukey (5%) para el diametro de crecimiento de M. citricolor

Tukey HSD?

Subset for

alpha =
.05
| HYPOCREA N 1

247 3 4,6000
497 3 4,7667
820 3 4,7667
886 3 4,7667
488 3 4,8000
251 3 4,8333
185 3 5,0333
486 3 5,0667
0 3 5,2667
Sig. ,301

Means for groups in homogeneous
subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean
Sample Size = 3,000

Tabla 15. Analisis de varianza para evaluar el efecto de los extractos de

Hypocrea sp. medio PDA, extraccion por autoclavado para Fusarium sp.

(Datos al dia 6 de montado el ensayo)

ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Fusarium Between
sp Extracto  Groups 1,245 9 ,138 3,030 ,019
Autoclavado  within
Medio PDA Groups ,913 20 |4,567E-02
Total 2,159 29
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a) Prueba de Tukey (5%) para el diametro de crecimiento de Fusarium sp.

Tukey HSD?

Subset for

alpha =
.05

HYPOCREA N 1
185 3 3,2667
486 3 3,3000
488 3 3,4667
245 3 3,5000
251 3 3,5000
0 3 3,7000
886 3 3,7333
497 3 3,8000
247 3 3,8333
820 3 3,8333
Sig. ,089

Means for groups in homogeneous

subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean
Sample Size = 3,000
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