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ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE CEPAS DE CLADOBOTRYUM, BELTRANIOPSIS, BELTRANIELLA Y
BELTRANIA SOBRE FUSARIUM CHLAMYDOSPORUM.

Yarelis Ortiz NUfiez, Beatriz Ramos Garcia, Rafael F. Castafieda Ruiz, Liuba Plana Pérez, Maria E. Alvarez Valdés,
Yannin Lorenzo Rodriguez, Irma Marrero Granados®, Doris Garcia Vazquez, Maria E. Ruenes Figueroa, Alexander

Bacallao Escudero y Yuliet Aguado Rodriguez.

RESUMEN

En este trabajo se determiné la actividad antagonista de las cepas: C. pinarense (1789), C. semicirculare (1698), C.
virescens (C10/110), Beltraniopsis sp. (1308), Beltraniella havanensis (C08/104) y Beltrania rhombica (2432),
conservadas en la Coleccion internacional de Cultivos Puros de Hongos (WFCC 853) del INIFAT, frente al patégeno
Fusarium chlamydosporum, por el Método de Cultivo Dual. Las especies de Cladobotryum mostraron actividad
antagonista sobre F. chlamydosporum actuando por micoparasitismo, favorecido ademas este efecto, por la mayor
capacidad de las cepas para competir por el substrato, el resto de las cepas no mostraron una actividad significativa.
Estos nuevos resultados resultan alentadores para continuar estudios en estas especies referidos a la obtencién de
bioproductos para el control de enfermedades fungicas dentro de los Programas de Manejo Integrado (MIP) y Manejo
Agroecologico de Plagas (MAP).
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Antagonist activity of Cladobotryum, Beltraniopsis, Beltraniella and Beltrania strains against Fusarium
chlamydosporum

ABSTRACT

On the present paper were determinated the antagonist activity of strains: C. pinarense (1789), C. semicirculare
(1698), C. virescens (C10/110), Beltraniopsis sp. (1308), Beltraniella havanensis (C08/104) and Beltrania rhombica
(2432), preserved on International recognized World Federation Culture Collections (WFCC 853) at INIFAT, against
Fusarium chlamydosporum pathogen, by Dual Culture Method. The Cladobotryum species had high antagonism
against F. chlamydosporum acting by mycoparasitism, also favored this effect by the higher capacity of the strains to
compete for the substrate, the rest of strains did not show a significant activity. Those new results are good for going
on studying in these species referred to obtaining bioproducts to control of fungal diseases on Integrated
Management Program (IMP) and Agroecologic Management Pest (AMP).
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INTRODUCCION

En la agricultura mundial, las enfermedades causadas
por hongos, son la principal causa de pérdidas de los
cultivos en el orden del 5-25 % en paises
desarrollados y 20-50 % en paises en desarrollo
(Agrios, 2005 y Juarez-Becerra et al., 2010). Entre
estos se destacan las especies del género Fusarium
que aparecen ampliamente distribuidos en Ia
naturaleza como saprofitos, parasitos de plantas y
ocasionan cuantiosos dafios en hortalizas, vegetales,
cereales y viandas, tanto en los cultivos como durante
su almacenamiento. Ademas, la mayoria de estas
especies producen micosis 6 micotoxicosis en
plantas, animales y humanos (Das et al.,, 2010 y
Tittlemier et. al., 2013). La especie de F.
chlamydosporum (= F. fusarioides) forma parte de
este complejo de hongos de suelo muy reportado en
areas tropicales, el cual ha sido aislado de
enfermedades de diversos cultivos y sus semillas
(O’Donnell et al., 2012 y Abdel-Hafez et al., 2014).

Las enfermedades fungicas son usualmente
controladas por combinaciones de practicas
culturales, uso de fungicidas y la resistencia natural
de las plantas. A nivel mundial, los fungicidas son la
principal solucién al control de las mismas, pero su
uso ha sido controversial, debido a los efectos
ambientales indeseables, afectaciones en la salud
humana y fenémenos de resistencia que ocasionan
(Tegene et al, 2014). En las ultimas décadas,
muchos cientificos han conducido sus investigaciones
al desarrollo de nuevas practicas alternativas que
eviten los problemas ocasionados por el uso de los
fungicidas quimicos (Negri et al., 2014 y Moreno et
al., 2016). En este sentido, ha surgido la utilizaciéon de
microorganismos como posibles reemplazantes de los
quimicos para el control de un amplio rango de
enfermedades en las plantas, ya que ellos pueden
producir muchas sustancias quimicas de origen
lipoprotéico, polipéptidos, terpenoides y alcaloides
con actividad antifungica (Hoyos et al., 2008 vy
Bojanicha et al., 2015).

Por su parte, el Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt” (INIFAT) posee una Micoteca con mas de
6000 aislados de hongos de bosques tropicales, entre
ellos 1032 cepas de hongos nuevos, los cuales
constituyen una valiosa fuente de riqueza aun
inexplorada, por ellos nos propusimos como objetivo
de este trabajo evaluar la actividad antagonista de
seis cepas de los géneros Cladobotryum,
Beltraniopsis, Beltraniella y Beltrania conservadas en
la Coleccion de Cultivos Puros de Hongos del INIFAT
(WFCC 853), mediante el Método de Cultivo dual.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medios de cultivos utilizados

Para este estudio se emplearon seis cepas: tres
cepas de Cladobotryum: C. pinarense R.F.Castafieda
(1789), C. semicirculare G.R.W. Arnold, R. Kirschner
& Chee J. Chen (1698) y C. virescens G.R.W. Arnold
(C10/110) y las cepas Beltraniopsis ramosa
R.F.Castafieda (1308), Beltraniella havanensis (Hol.-
Jech.) Matsush (C08/104) y Beltrania rhombica Penz
(2432) conservadas en la Coleccion de Cultivos Puros
de Hongos del INIFAT (WFCC 853), aisladas e
identificadas por el Dr. Rafael F. Castafieda Ruiz. Las
mismas fueron transferidas, para su revitalizacion, a
placas Petri de 9 cm de diametro que contenian
medio Agar-Papa-Dextrosa (PDA) (CBS Media,
2001), las cuales posteriormente se incubaron en
camara humeda entre 25-27° C, Hr= 69-74 %,
durante 10 dias hasta la colonizacién total de las

placas (pre-cultivo).

Para los ensayos de actividad antagonista de las
cepas se utilizé el hongo fitopatégeno Fusarium
chlamydosporum Wollenw. & Reinking (2022),
procedente de la coleccion anterior. EI hongo se
multiplico bajo las mismas condiciones descritas para

las cepas anteriores (cepas controles).
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Ensayos de actividad antagonista

Los ensayos de actividad de las cepas controles
1789, 1698, C10/110, 1308, C08/104 y 2432 se
realizaron en el Laboratorio de Cultivos Puros de
Hongos del INIFAT.

Método de Cultivo Dual

Para evaluar la actividad antagonista de las cepas se
utilizé el Método de Cultivo Dual (Martinez et al., 2008
y Guédez et al., 2012), en placas de Petri de 9 cm de
diametro con medio sdlido de PDA.

Una vez solidificado el mismo se procedié a sembrar
un disco de 0.7 cm de los hongos estudiados (cepas
controles) y a una distancia de 4 cm otro disco de 0.7
cm del hongo patégeno F. chlamydosporum (pre-

cultivo).

Se sembraron placas testigos tanto del patdégeno
como de las cepas utilizadas como controles. Las
placas fueron incubadas a 25 °C £ 2 °C, durante 7-10

dias. Se evaluaron diferentes modos de accion (3).

1. Competencia por el substrato: Las
evaluaciones se realizaron cada 24 horas,
mediante medicion del diametro de las
colonias. Estos experimentos contaron con
un total de 5 réplicas por cada variante
estudiada. Los resultados se procesaron
mediante un analisis de varianza bifactorial

utilizando la prueba de Tukey.

2. Antibiosis: Se evalué por el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR) antes
de que las colonias tuvieran contacto a los 3
y 5 dias de sembradas; empleando la
férmula de Samaniego citado por Bernal et
al., 2004.
PICR= (R1-R2)/R1*100
R1= Crecimiento radial del testigo
R2 = Crecimiento radial del patdégeno en el

tratamiento

3. Micoparasitismo: Se evaluaron diferentes
tipos de micoparasitismo (penetracion,
vacuolizacion, lisis y enrollamiento) (Reyes
et al.,, 2008), tomando tres muestras por
réplica de la zona de interaccion de ambos
hongos. Se colocaron sobre portaobjeto con
una gota de lactofenol y se realizaron
observaciones al microscopio Optico con

aumento de 100x.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacién de la competencia por el substrato y el
micoparasitismo de cepas de Cladobotryum,
Beltraniopsis, Beltraniella y Beltrania sobre
Fusarium chlamydosporum

Beltraniella havanensis (C08/104)

Competencia por el substrato

Como se observa en la Tabla 1 y la Figura 1, el
patégeno F. chlamydosporum presenta una mayor
competencia por el substrato que la cepa control
durante el enfrentamiento debido a su mayor

velocidad de crecimiento.

Micoparasitismo

En las observaciones microscépicas la apariencia de
las hifas no mostré ninguna variacién. No existe
vacuolizacioén, enrrollamiento, lisis o penetracion hifal.
Se observd una abundante formacion de

clamidosporas por parte del patégeno.

Beltraniopsis ramosa (1308)

Competencia por el substrato

Como se observa en la Tabla 2 y la Figura 2, la cepa
control mostr6 una mayor competencia por el
substrato a partir del segundo y hasta el cuarto dia
del ensayo; sin embargo, a partir del quinto dia el
patégeno mostré una mayor preferencia, atribuida a

su mayor velocidad de crecimiento.
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Tabla 1. Analisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion B. havanensis- F.

chlamydosporum.

Dias Control Patégeno Control Patdégeno Proporcion Proporcion
Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media
(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/PT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 0,92 1,02 0,9 1,4 0,90 0,64
3 1,39 2,28 1,26 2,48 0,61 0,51
4 1,86 4,12 1,82 3,64 0,45 0,50
5 2,36 5,76 23 5,2 0,41 0,44
6 2,82 7 2,72 6,22 0,40 0,44
7 3,12 8,02 3,06 7,18 2,62 0,43
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Figura 1. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patégeno enfrentado a la cepa B.

havanensis (PE)y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)

Micoparasitismo enrollamiento, lisis o penetracion hifal, por el contrario

En las observaciones microscopicas la apariencia de se observdé una abundante formacion de

las hifas mostré6 moderada vacuolizacion. No existié clamidosporas por parte del patégeno.
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Tabla 2. Analisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion Beltraniopsis ramosa- F.
chlamydosporum.

Dias Control Patégeno Control Patdégeno Proporcion Proporcion
Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media
(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/PT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 1,1 0,9 0,9 1,02 1,22 0,88
3 2,16 2,28 2,28 1,62 0,95 1,41
4 3,16 4,12 4,12 2,08 0,77 1,98
5 4,36 5,76 5,76 5,14 0,76 0,00
6 5,22 7 7 6,8 0,75 1,03
7 6,86 8,02 8,02 7,16 1,00 1,12
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Figura 2. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patégeno enfrentado a la cepa Beltraniopsis
ramosa (PE) y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)
Beltrania rhombica (2432) patégeno mostré una mayor preferencia, atribuida a

su mayor velocidad de crecimiento.
Competencia por el substrato
Como se observa en la Tabla 3 y la Figura 3, la cepa Micoparasitismo

control mostr6 una mayor competencia por el En las observaciones microscépicas la apariencia de

substrato a partir del segundo y hasta el cuarto dia las hifas no mostré ninguna variacion. No existio

del ensayo, sin embargo a partir del quinto dia el vacuolizacion, enrollamiento, lisis o penetracion hifal.
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Tabla 3. Analisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion Beltrania rhombica- F

chlamydosporum

Dias Control Patdgeno Control Patdgeno Proporcion Proporcion
Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media
(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/IPT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 1,1 0,9 1,36 1,02 1,22 1,33
3 2,16 2,28 2,38 1,62 0,95 1,47
4 3,16 4,12 3,92 2,08 0,77 1,88
5 4,36 5,76 4,42 5,14 0,76 0,86
6 5,22 7 6,16 6,8 0,75 0,91
7 6,86 8,02 7 7,16 1,15 0,98
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Figura 3. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patdgeno enfrentado a la cepa B. rhombica

(PE) y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)

Cladobotryum virescens (C10/110)

Competencia por el substrato

Como se observa en la Tabla 4 y la Figura 4, la cepa
C. virescens (C10/110) a pesar de tener una menor
velocidad de crecimiento de forma independiente,
esta presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento

micelial del patégeno durante el enfrentamiento,

comportamiento que se evidencié desde el tercer dia
hasta el final del ensayo.

Micoparasitismo

En las observaciones microscopicas las hifas del
patégeno F. chlamydosporum mostraron vacuolizacion y
un ligero enrollamiento, no se observo penetracion hifal,

ni lisis celular.
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Tabla 4. Andlisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion C.virescens- F. chlamydosporum.

Dias Control Patdégeno Control Patogeno Proporcion Proporcion
Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media
(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/PT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 1,34 1,16 1,46 1,04 1,16 1,40
3 2,18 2,22 2,36 2,02 0,98 1,17
4 2,9 4,24 2,86 2,08 0,68 1,38
5 3,76 5,54 3,74 2,58 0,68 1,45
6 4,68 7,04 4,64 3,08 0,66 1,51
7 5,42 8,02 55 3,7 0,68 1,49
8 6,5 8,54 6,74 4,22 0,76 1,60
9 7,7 9 7,6 47 0,86 1,62
10 8,94 9 9 5,34 0,99 1,69
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Figura 4. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patégeno enfrentado a la cepa C. virescens
(PE) y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)
Visualmente se pudo apreciar que la cepa control fue Competencia por el substrato
capaz de crecer encima del patégeno. (Figura 5). Como se observa en la Tabla 5 y la Figura 6, la cepa
C. pinarense (1789), presentd una mayor capacidad
Cladobotryum pinarense (1789) para competir por el substrato, que el patégeno,
debido a que su velocidad de crecimiento es mayor

que el patégeno.
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Figura 5. Enfrentamiento de las colonias de Cladobotryum virescens y Fusarium chlamydosporum.

Tabla 5. Analisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion C. pinarense- F. chlamydosporum.

Dias Control Patogeno Control Patdgeno Proporcion Proporcion

Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media

(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/PT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 1,76 1,1 1,8 0,96 1,60 1,88
3 3,18 2,34 3,38 1,9 1,36 1,78
4 4,78 44 4,9 3,16 1,09 1,55
5 6,34 5,66 6,6 4,56 1,12 1,45
6 7,42 7,16 7,64 5,52 1,04 1,38
7 9 8 9 6,22 1,13 1,45

Micoparasitismo

Cladobotryum semicirculare (1698)

En las observaciones microscépicas realizadas, las

hifas del patégeno F. chlamydosporum solo Competencia por el substrato

mostraron vacuolizacién y un ligero enrollamiento en Como se observa en la Tabla 6 y la Figura 8, la cepa
la zona de interaccién, no presentd penetracion hifal, C. semicirculare (1698) mostré6 mayor capacidad para
ni lisis celular. De forma visual se pudo observar una competir por el substrato, efecto favorecido por la
marcada zona de interaccion entre ambas cepas

(Figura 7).

marcada mayor velocidad de crecimiento que
presenta esta cepa, principalmente al producirse el
enfrentamiento. Este comportamiento se evidencio

desde el segundo dia del ensayo.
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Figura 6. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patdgeno enfrentado a la cepa C. pinarense

(PE) y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)

Figura 7. Enfrentamiento de las colonias de Cladobotryum pinarense y Fusarium chlamydosporum.

Micoparasitismo

En las observaciones microscopicas las hifas del
patdégeno F. chlamydosporum mostraron
vacuolizacién, enrollamiento, penetracién hifal y una
evidente lisis celular evidenciando el marcado
micoparasitismo del antagonista C. semicirculare

(Figura 9).

La presencia de varios tipos de interaccion hifal
(micoparasitismo) resulta una caracteristica
significativa para la seleccion de agentes como
control biolégico; con respecto a Cladobotryum
diferentes autores han descrito las especies de este

género como micoparasitas de varios hongos
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— =
fitopatogenos del orden Oomicetos (Llorent et al., medicinales comerciales Ganoderma lingzhi y G.
2012). Goh et al., 2016 reportan que la especie C. lucidum en Taiwan y Corea, respectivamente.

semicirculare disminuye la produccién de los hongos

Tabla 6. Andlisis comparativo de la competencia por el substrato en la interaccion C.semicirculare- F.

chlamydosporum.

Dias Control Patogeno Control Patégeno Proporcion Proporcion
Testigo Testigo Enfrentado Enfrentado media media
(cm) (cm) (cm) (cm) (CT/PT) (CE/PE)
1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,00 1,00
2 1,92 1,08 2,26 0,88 1,78 2,57
3 3,36 2,42 3,54 1,46 1,39 2,42
4 4,82 4,34 4,94 2,24 1,11 2,21
5 6,08 5,58 6,44 2,8 1,09 2,30
6 7,64 7,18 7,86 3,12 1,06 2,52
7 9 8,22 9 4,58 1,09 1,97
9
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Figura 8. Crecimiento micelial por dias de la cepa (F. chlamydosporum), patégeno enfrentado a la cepa C.
semicirculare (PE)y su testigo (PT). Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p<0.05)
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Figura 9. Enfrentamiento de las colonias de Cladobotryum semicirculare y Fusarium chlamydosporum.

Evaluacion de la antibiosis de cepas de
Cladobotryum, Beltraniopsis, Beltraniella y
Beltrania sobre Fusarium chlamydosporum

Al analizar los valores de PICR obtenidos, se
evidencia que las cepas 1698 y C10/110, del género
Cladobotryum, mostraron efecto inhibitorio del
crecimiento radial del patégeno, al quinto dia del
ensayo con un 49 y 53 %, respectivamente. Estas
mismas cepas logran mas de un 30 % de PICR al
tercer dia de evaluacion. Las cepas Beltraniopsis
ramosa (1308) y Beltrania rhombica (2432)
manifiestan un efecto antibidtico sobre el patégeno, al
tercer dia de evaluacion, con valores de PICR de 29
% que disminuye al quinto dia del ensayo; en el resto
de las cepas, y dias de evaluacion, el efecto

antibiotico fue muy bajo o nulo (Figura 10).

El efecto antibidtico de especies de Cladobotryum ha
sido descrito por varios autores, asi por ejemplo
Bastos et al., 1986 determiné la presencia de
sustancias antibiéticas polipeptidicas en la especie C.
amazonense, un hiperparasito de Crinipellis
perniciosa, agente causal de la escoba de bruja en el
cacao. Kanai et al., 2005 describieron dos nuevos
compuestos antibidticos (decalinos) a partir de
Cladobotryum sp. sobre Aspergillus fumigatus, de

importancia clinica.

De manera general, las tres cepas de Cladobotryum:
(C. pinarense; C. semicirculare y C. virescens)
mostraron efecto antagonista sobre la especie F.
chlamydosporum actuando por micoparasitismo
(vacuolizacion y enrollamiento, fundamentalmente),
favorecido ademas este efecto, por la mayor
capacidad de las cepas para competir por el

substrato.

En el caso de las cepas 1698 y C10/110 se evidencia
ademas la excrecidon al medio de algun metabolito
con accion fungistatica significativa sobre el
patégeno, al lograrse valores de PICR alrededor del
50 %. Por otra parte, las cepas de B. rhombica
(2432) y Beltraniopsis ramosa (1308) presentaron una
ligera inhibicion del patégeno estudiado y la cepa B.

havanensis (C08/104) no tuvo actividad antagénica.

Los resultados alcanzados con las especies de
Cladobotryum sobre Fusarium chlamydosporum
resultan novedosos. Solamente Bills et al., 2009
demostraron la actividad antifungica de extractos de
una cepa de Cladobotryum pinarense sobre Candida

albicans.

La importancia que actualmente estan adquiriendo las
enfermedades fungicas debido al cambio climatico y

principalmente a la introduccion de variedades
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susceptibles, hacen de mayor importancia estos
resultados, los cuales ademas permitiran el desarrollo
de bioproductos para insertar dentro de las
estrategias de control de las enfermedades
ocasionadas por Fusarium spp. para los diferentes

cultivos tropicales.

CONCLUSIONES
Las especies de Cladobotryum (C. pinarense, C.
semicirculare y C. virescens) mostraron actividad
Fusarium

antagonista  sobre chlamydosporum

actuando por micoparasitismo, favorecida ademas
esta actividad, por la mayor capacidad de las cepas
para competir por el substrato.

RECOMENDACIONES
» Continuar estudios de actividad fungicida sobre
otros patégenos de interés.
» Profundizar en el mecanismo de la antibiosis

mediante el estudio de metabolitos volatiles.

49 %

53 %

38%

31%

29% 29 %

19 % 19%

11% 10% 11%

3er dia | 5to dia | 3er dia | 5to dia | 3er dia | 5to dia

3er dia | 5to dia 3la 5to dia | 3er dia | 5to dia

1698 1789 C10/110

PICR PICR PICR PICR PICR PICR

PICR PICR PICR PICR PICR PICR

2432 €08/104 1308

Figura 10. Porcentaje de inhibicion del patégeno Fusarium chlamydosporum con respecto a las cepas controles.
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