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RESUMEN

En los Ultimos afios existe una tendencia aincrementar la produccién, comercializacion y uso de bioplaguicidas,
sobre todo para los cultivos de consumo fresco y € tratamiento de grandes areas urbanas, donde € empleo de
productos quimicos provocaalteracionesirreversibles en el medio ambiente. En este sentido, |os microorganismos
y en especial, [os hongos, constituyen un grupo importante de organismos con uso fitosanitario, debido a su alta
biodiversidad y capacidad biosintética. Por su parte, € INIFAT posee una Coleccién de Cultivos Puros de Hongos
(WFCC 853) de reconocimiento internacional con méas de 6000 cepas ai sladas de bosquestropicales, deellas 1032
de hongos nuevos y pocos comunes, los cuales constituyen una valiosa fuente de riqueza, ain inexplorada.
Teniendo en cuentalo anterior, nos propusimos como objetivo de este trabajo evaluar laactividad fungicidadetres
cepas nuevas del género Cladobotryum: C. pinarense (1789), C. semicirculare (1698) y C. virescens (C10/110)
frente a dos especies fitopatdégenas de Cladosporium de importancia econdmica. Para€ello, se crecieron las cepas
enlos mediosde papay zanahoriamejorado, bajo condiciones de zaranda, durante 5y 10 dias. Posteriormente, los
caldos de cultivos fueron filtrados y eval uados sobre | as especi es patdgenas, utilizando €l método Bioautografico
por Cromatografiaen CapaFina. Lascepas 1789y C10/110 mostraron unamarcadainhibicion frente aCladosporium
colocasiae y Cladosporium oxysporum, siendo mas ligera para la cepa 1698. Estos resultados novedosos son
alentadores para continuar estudios en estas cepas referidos a la obtencién de bioproductos para € control de
enfermedades, asi como, para el estudio de los metabolitos responsables de tal actividad.

Palabras claves. hongos, bioproductos, Cladosporium

Fungicidal activity of cladobotryum species against Cladosporium colocasiae
and Cladosporium oxysporum

ABSTRACT

During thelast yearsthetendency isincreasing the production and commercialization of biopesticide’s uses, even
for fresh crow and the treatment of a big urban areas, where the use of chemical products cause irreversible
damages at environment. In thisway, the microorganisms, especially fungi, are avery important organism groups
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with phytosanitary use, due to the high biodiversity and biosynthetic ability. On the other hand, INIFAT, has an
International recognized World Federation Culture Collections (WFCC 853) over a 6,000 sample isolates from
tropical forests; from those, 1032 new and little common fungi, which are a very rich unknown source. On the
present paper the fungicide activity of tree new Cladobotryum strains (C. pinarense (1789), C. semicirculare
(1698) y C. virescens (C10/110)) were tested against two economic Cladosporium phytopathogen species. The
fungal strainswere grown on potato and carrot culture-enriched by shaking condition for 5—10 days. The cultures
were |leaked and eval uated by biocautographic TL C assay against pathogen species. The strains 1789 and C10/110
show a very high inhibition against Cladosporium colocasiae and C. oxysporum, and 1698 strain, just a weak.
Those results are good for going on studying the strains as well as, the responsible secondary metabolites of this

activity.
K ey words: fungi, bioproducts, Cladosporium

INTRODUCCION

L oshongos microscopicosresultan un recurso altamente
diverso y abundante en la naturaleza con un alto
potencial biotecnol 6gico. En e sector agricola, € empleo
de estos micromicetos como biofertilizantes,
bioestimulantes y bioplaguicidas es una de las
estrategias para el manejo sustentable de los
agroecosistemas, representando una alternativa para
sustituir la aplicacion de sustancias toxicas que han
contaminado los suelosy el agua en las éreas en donde
seprécticalaagriculturaen formaintensiva(Cox y Glod,
2004; Chirinoset al., 2006). Sin embargo, se estimaque
menosdel 1% deladiversdad microbianahasido aidada
y un porcentaje menor evaluada para la obtencion de
nuevos productos, aln cuando son considerados el
grupo de organismos mas diverso después de los
insectos (Heredia, 2008). Por su parte, las zonas
tropicalesy subtropicales han sido poco exploradas en
cuanto asu diversidad microbiana, siendo practicamente
desconocido su potencia bioactivo. En este sentido, y
teniendo en cuenta que & INIFAT posee una Micoteca
con mas de 6000 aislados de hongosdel medio tropical,
entre ellos 1032 cepas de hongos nuevos, los cuales
constituyen una valiosa fuente de riqueza aun
inexplorada, nos propusimos como objetivo de este
trabajo evaluar el potencial bioactivo de cepasdel género
Cladobotryum sobre dos especies de Cladosporium,
las cuales causan considerables dafios a cultivos de
importanciaeconémica.

MATERIALES Y METODOS
Cepasempleadas

Para este estudio se emplearon tres cepas nuevas del
género Cladobotryum: C. pinarense (1789), C.
semicirculare (1698) y C. virescens (C10/110)
conservadas en la Coleccion de Cultivos Puros de
Hongosdel INIFAT (WFCC 853), aid adaseidentificadas
por el Dr. Rafadl F. CastafiedaRuiz.

M ediosdecultivosutilizados

Los medios de cultivos solidos Agar-Papa-Dextrosa
(PDA) y Agar-Avena (OA) fueron elaborados segin
losestablecido enlaCBS Media, 2001.

La composicion de los medios liquidos empleados fue
lasiguiente:

Medio de Zanahoria enriquecido: Zanahoria (80 g),
KH,PO, (19), KNO, (19), MgSO,. 7H,0(0.59), KCI (0.59),
Glucosa(50),Agua(1L). Hervir laZanahoria(trozos)
en agua durante 15 minutos, filtrar, afiadir reactivos,
completar con aguahastal L devolumen total, gjustar
pH a6.5.

Medio de Papa: Papa (200 g), Glucosa (20 g), Agua
(1L). Hervir laPapa(trozos) en aguadurante 15 minutos,
filtrar, completar con agua hasta 1 L de volumen total,
gjustar pH a6.5.

Todos|os mediosfueron posteriormente esterilizados a
121°C.
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Fer mentacién delascepasen estudio

Las cepas estudiadas fueron transferidas, para su
revitalizacion, a placas Petri de 9 cm de diametro que
contenian medio Agar-papa-dextrosa (PDA) las cuales
posteriormente seincubaron en cdmara hiimedaa 25°C,
H.= 66 %, durante siete dias. Una vez colonizada
totalmentelaplacaselerealizaron 5 ponchesde 0.5cm
por cada cepasembrada, conlosqueseinocul 6 € medio
liquido (pre-indcul o).

Seredlizaron los cultivos en erlenmeyers de 500 mL con
unvolumen de200 mL delosmediosliquidosdezanahoria
enriquecido y papa, con agitacion en zarandaa 150 rpm
durantecincoy diez dias, (T=28-30°Cy H_= 65-67 %).
Todos los cultivos fueron filtrados primero por gazay
luego conlanadevidrio paraseparar el sobrenadante del
micdio.

Cultivo de los hongos patégenos del género
Cladosporium

Se emplearon cepas de Cladosporium colocasiae y
C. oxysporum conservadas en la coleccion del INIFAT
(WFCC 853), las cuales se transfirieron a placas que
contenian medio agar-avena (OA). Las mismas se
incubaron en camarahlimedaa25°C, H_= 67 %, durante
18-21 dias.

M edio decultivo parasolucién deconidios

L as esporas de |os hongos patégenos fueron recogidas
en un medio que contenia: Manitol (50 g), sacarosa
(50 g), acido succinico (5.4 g), extracto de levadura
(3.09),KH,PO, (0.1g), MgSO,. 7H,0(0.39), FeSO,.7TH,0
(0.019),ZnS0,.7H,0(0.0044 g), H,O(1L), pH 5.4, para
su posterior utilizacion en los bioensayos.

Ensayos de actividad fungicida de los extractos en
condicionesin vitro

Método Bioautografico por Cromatografiaen Capa Fina

Paraello seprepararon placasdevidrio de 20x20cm, con
30 g de gel de silice en 90 mL de agua destilada, las
cualesfueron activadas en estufaa 110°C durante 30 min.
Posteriormente se aplicaron, con unamicrojeringuilla,
200 pL de cada uno de los caldos de cultivos (cinco y

10 diasdefermentacién) delastres cepas mencionadas
anteriormente, aunadistanciade aplicacion entre ellos
de2,5cm.

Se secaron las placas durante dos horasy se asperjaron
con la suspension de conidios de los patdgenos
evaluados, aunaconcentracion determinadapor Camara
de Thomas (1.37 x 10° esporas/mL paraC. oxysporumy
0.025 x 10° esporas/mL para C. colocasia€), bajo flujo
laminar. Posteriormente seincubaron en camarahiimeda
a25°C, durante 72 horas, y sedetermind cualitativamente
la actividad antagonista teniendo en cuenta el halo
inhibitorio del crecimiento micelial de los hongos
patdgenos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la fermentacion de las 3 nuevas cepas en los
medios de zanahoria mejorado y papa se realizaron
observaciones sobre el crecimiento de las colonias y
coloracién delos medios:

Fermentacion delascepas
Cepas 1789, 1698y C10/110
Mediozanahoria

El cultivo en zarandadelacepa 1789, en medio zanahoria
mejorado, mostré cambiosen lacoloracion del medio de
amarrillo claro anaranjaoscuro, turbio, con formacién
de pellets muy pequefios de color naranja y escaso
micdio.

Lacepa 1698 mostré un medio de color amarillo claro,
transparente, con formacion de pellets muy pequefios
de color blanco y escaso micelio.

La cepa C10/110 mostré un medio de color rojizo,
transparente, con abundante formacién de pellets
grandes y pequefios de color rojo.

Mediopapa

El cultivo en zaranda de la cepa 1789, en medio papa,
mantuvo una coloracién del medio rojiza, turbio, con
formaci 6n de pell ets muy pequefios de color carmelitay
abundante micelio.
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Lacepa 1698 mostré cambiosen lacoloraciony turbidez
del medio durante los 10 dias de la fermentacion,
pasando de un medio turbio de color amarillo pdido a
un medio transparente de color naranja, con una
moderadaformacion de pelletsy escaso micelio.

El cultivo en zarandadelacepaC10/110, en medio papa,
mostré un medio de color naranja oscuro, turbio, con
abundante micelio, sinformacion de pellets.

Estos resultados demuestran lainfluenciadel medio en
el comportamiento delas cepas, siendo & medio de papa
mas favorable para €l crecimiento de las mismas, a
excepcion de la cepa C10/110 que, en este sentido,
mantuvo un comportamiento similar en ambos medios,
sin embargo, la formacion de pellets fue variable y
escasa, siendo favorable el medio de papa solo parala
cepal789. Lainfluenciadd sustrato enlascaracteristicas
morfoldgicas de los hongos, resulta un aspecto
fundamental en los estudios referidos ala busgueda de
cepas con actividad biol dgica (Cabreraet al, 2006; Singh
et al, 2006).

Actividad biol6gica

Laactividad fungicidade las cepas 1789, 1698 y C10/
110, se evalud frente a dos especies de Cladosporium,
utilizando €l M étodo Bioautogréfico por Cromatografia
en Capa Fina (Lago, et al., 2004). Los resultados
obtenidos frente a cada uno de los patdgenos se
muestran a continuacion:

Cladosporium oxysporum

En este ensayo solamentelacepa 1789, crecidaen medio
papa, mostrd una notable inhibicion del crecimiento
micelial de este patdgeno, no siendo asi paralas cepas
1698y C10/110 (Figura1A). Por otraparte, en el medio
de zanahoria, también lacepa 1789 (10 dias) fuelaque
manifestd unainhibicion del patégeno (Figura 1B).

En este ensayo las cepas 1789 y C10/110, crecidas en
medio de papa, mostraron muy buenaefectividad en el
control de C. colocasiae, tanto alos 5 como 10 dias de
fermentacion, con un notable halo de inhibicion de su
crecimiento, mientras que la cepa 1698 no manifestd
actividad (Figura2A).

B

Figura 1. Ensayo de actividad contra Cladosporium
oxysporum

Cladosporium colocasiae

En e medio zanahoria solamente la cepa 1789 mostré
una fuerte inhibicién del patégeno en ambos dias de
fermentacion (Figura 2 B, extremo inferior). Los
resultados demuestran lainfluencia del medio sobrela
produccién de metabolitos activos como ocurre con la
cepaC10/110, que mostrd inhibicién del crecimiento de
C. colocasiae cuando fue fermentada en un medio de
papa pero no presentd actividad en el medio de
zanahoria, lo cua coincideconlo planteado por Thomma
etal., 2005y Deacon, 2005. Estos resultados novedosos
son alentadores para continuar estudios en estas cepas
referidosal control de especiesde Cladosporiumy otros
hongos fitopatdgenos, siendo muy pocos los trabajos
realizados con cepas procedentes de este género, entre
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elosd redizado por Billset al., 2009 donde determinaron
lapresenciadelasparnafunginasAy By otrosanalogos
en una cepa de Cladobotryum pinarense a los que le
atribuyen la actividad fungicida mostrada sobre
Candida albicans.

Figura 2. Ensayo de actividad contra Cladosporium
colocasiae

CONCLUSIONES

» La cepa 1789 mostré una fuerte inhibicién del
crecimiento de C. oxysporumy C. colocasiae en los
dos medios de cultivo estudiados.

» Lacepa C10/110 mostré una notable inhibicion del
crecimiento de C. colocasiae en el medio de papa.

» Lacepal698 no mostré actividad sobrel os patdgenos
estudiados.
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