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RESUMEN: La necrosis foliar en cafa de azucar provocada por hongos fitopatdogenos es un problema grave, como
alternativa de biocontrol existen los microorganismos benéficos que podrian ofrecer una solucion sostenible. Este estudio
evalua el potencial de microorganismos benéficos como biocontroladores efectivos. El objetivo del estudio consistioé en
evaluar el efecto antagonico de microorganismos benéficos frente a Curvularia petersonii hongo fitopatdgeno responsable
de necrosis foliares en cultivo de cafia azucarera. Se replicd una cepa secuenciada con el 99,60 % de identidad para
C. petersonii (N° Accesion NR_158448.1) para evaluar el porcentaje de inhibicion (7richoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis y Pseudomona fluorescens) con 5 réplicas y sus respectivos controles durante
16 dias de evaluacion utilizado la técnica del modelamiento matematico del crecimiento exponencial, con la finalidad de
modelar el desarrollo de C. petersonii en condiciones in vitro y en presencia de microorganismos antagonistas bajo la
ecuacion diferencial logistica del modelo Lotka-Volterra para enfrentamiento por cultivo dual. Los resultados sostienen
que los microorganismos benéficos utilizados tuvieron un efecto antagdénico inhibitorio sobre el hongo fitopatdégeno
C. petersonii, concluyendo que estos microorganismos poseen bondades como biocontroladores frente a C. petersonii.
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ABSTRACT: Foliar necrosis in sugarcane caused by phytopathogenic fungi is a serious problem; as a biocontrol
alternative, beneficial microorganisms could offer a sustainable solution. The objective of this study was to evaluate the
antagonistic effect of beneficial microorganisms against Curvularia petersonii, a phytopathogenic fungus responsible for
foliar necrosis in sugar cane cultivation. A sequenced strain with 99.60% identity for C. petersonii
(Accession No. NR_158448.1) to evaluate the percentage of inhibition (Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum,
Bacillus subtilis, and Pseudomonas fluorescens) with 5 replicates and their respective controls over 16 days of evaluation.
The mathematical modeling technique of exponential growth was used to model the development of C. pefersonii under in
vitro conditions and in the presence of antagonistic microorganisms using the Lotka-Volterra for dual crop confrontation.
The results support that the beneficial microorganisms used had an antagonistic inhibitory effect on the phytopathogenic
fungus C. petersonii, concluding that these microorganisms have advantages as biocontrol agents against C. petersonii.
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INTRODUCCION

El cultivo de la cafia de azucar es considerado de
vital importancia a nivel mundial ya que aporta economia
en diferentes paises, tanto asi para el desarrollo de la
produccion agricola de Ecuador, a través de la generacion de
empleo e ingresos para el sector agropecuario (1). La cafia
de azucar esta expuesta a multiples factores que afectan
su produccion y entre ellos la presencia de numerosos
patégenos que generan enfermedades impactando también
sobre la calidad del producto final (2).

En el cultivo de cafa de azucar se ha detectado
diferentes afectaciones durante su ciclo fenoldgico de la
etapa vegetativa y dentro de las principales enfermedades
estas pueden ser provocadas por diversos agentes causales
como (hongos, bacterias, virus, nematodos, entre otros) que
afectan negativamente el rendimiento del cultivo (3). De las
enfermedades fungicas se encuentran identificados como
agentes causales los del género Aspergillus, Fusarium, y
Curvularia (4). El género Curvularia fue identificado por
C. lunata, pertenece a la familia Pleosporaceae del orden
Pleosporales (5).

Esta especie de hongo pueden afectar diferentes tipos
de pastos y cultivos de interés como, maiz, arroz, trigo o
sorgo, provocando pérdidas significativas en la produccion
(6). Curvularia petersonii es un hongo que puede generar
necrosis foliares en diferentes tipos de gramineas, de ahi
la importancia de desarrollar estrategias de control efectivas
(7). La aparicion de estas especies fitopatdgenas son una
amenaza para los productores del cultivo de cafia azucarera,
lo que conlleva a efectuar investigaciones para el control y
prevencion de estas enfermedades de una manera eficaz y
amigable con el ambiente (8).

Para el control de enfermedades fungicas, desde hace
afios se ha llevado un sistema de control a base de
fungicidas quimicos como tiofanato metilico, carbendazim,
mancozeb, cobre y azufre, cuyas propiedades poseen
efectos toxicos con efectos adversos considerables sobre
el ecosistema (9). Su persistencia y acumulaciéon en el
ambiente puede afectar la cadena tréfica, provocando un
alto riesgo para la salud humana y fauna silvestre (10). Es
imprescindible buscar nuevas alternativas para el control
de fitopatdgenos (11). Como control biolégico, el uso de
microrganismos antagonicos frente a hongos fitopatégenos
es una técnica comun donde diversas especies como
(Trichoderma, Pseudomonas y Bacillus) pueden ser una
alternativa viable (12, 13).

Estas especies de microorganismos han sido ampliamente
estudiados en diferentes tipos de cultivos (14), para el control
de enfermedades (15), asi como también para la mitigacion
del impacto ambiental (16), estas cepas tienen la capacidad
de promover el crecimiento vegetal y mejorarar la condicion
estructural del suelo (10). Bajo este contexto, el presente
estudio consistié en evaluar la capacidad antagénica de
diferentes especies de microorganismos benéficos frente al
hongo Curvularia petersonii bajo condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y muestras del Ensayo

El estudio se efectud en el laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad Estatal de Milagro, Ecuador. Con respecto
al hongo patégeno se tomd una muestra para ser replicada
de una cepa secuenciada con el 99,60 % de identidad para
Curvularia petersonii (N° Accesion NR_158448.1) aislada a
partir de tejido necrético foliar de caha de azucar variedad
ECU-08, mientras que para evaluar el enfrentamiento en
cultivo dual se adquirieron cepas puras de (Trichoderma
harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis y
Pseudomona fluorescens) del Laboratorio de Microbiologia
Agricola Microbiolab RUC 1713152047001 de la ciudad y
Quito, Ecuador.

Manejo del Ensayo

Para el experimento se plante6 evaluar el
antagonismo mediante enfrentamiento en cultivo dual entre
4 microorganismos benefices (T. asperellum, T. harzianum,
P. fluorescens y B. subtilis) y una cepa patégena
(C. petersonii) con 5 réplicas y sus respectivos controles
en medio de cultivo PDA (Agar Dextrosa Patata) 39 g L™,
sumando un total de 45 unidades experimentales.

Para el ensayo de interaccién antagonica dual de los
hongos T. asperellum y T. harzianum frente al hongo
C. petersonii, se efectud el trasplante de porciones de 5 mm
de las cepas de reserva y se depositaron en extremos
opuestos de la placa, manteniendo una distancia de 20 mm
del borde. Posteriormente, las placas fueron selladas con
parafilm. La inoculacién de las bacterias P. fluorescens y
B. subtilis se llevé a cabo disolviendo un fragmento de cada
cepa en agua peptonada dentro de un tubo de ensayo de
vidrio. A continuacién, con una micropipeta ajustada a 10 pL,
se vertid la suspension en la placa y se extendié por toda la
superficie del agar con una espatula de Drigalski. Finalmente,
los controles se sembraron en el punto central de la placa.
Las cepas se incubaron a 32 °C.

Registro de Datos

El registro de datos se basd en evaluaciones diarias
por un periodo de 16 dias, empleando un calibrador
mecanico Vernier para los hongos (Figura 1 A), mientras
que las bacterias fueron evaluadas en funcién de sus
unidades formadoras de colonias (UFC), en este apartado,
se determind la eficacia de supresion y la propagacion
superficial de los microorganismos en el agar (Figura 1 B).

Diseio Experimental

Para representar el desarrollo de C. petersonii en entornos
controlados y junto a sus antagonistas, se recurre a la
ecuacion diferencial logistica. Dicha ecuacion describe la
dinamica de cambio poblacional en funcién del tiempo bajo
condiciones dadas. Los calculos para la simulacion de las
interacciones tienen su fundamento en el modelo de Lotka-
Volterra para interacciones competitivas.
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A (Evaluacién de la inhibicion entre cepas fungicas); B (Evaluacion

de la inhibicion entre cepas fungicas & bacterianas)
Figura 1. Evaluacién de la inhibicion de C. petersonii frente a
microorganismos benéficos

RESULTADOS

Efecto de C. petersonii sobre T. asperellum

La Figura 2 representa la curva de crecimiento de dos
hongos, C. petersonii (linea azul) y T. asperellum (linea roja),
creciendo juntos en un ensayo de confrontacion dual.

C. petersonii vs T. asperellum

e Crirvular'ia petersonii (mm) e Trichoderma asperellum (UFC)

Crecimiento mm

10 /

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias de evaluacion

Figura 2. Promedio de las placas con interaccién antagonica
entre C. petersoniiy T. asperellum

T. asperellum muestra un crecimiento exponencial y
dominante, alcanzando casi 70 mm al final de la medicion.
Su curva asciende de forma muy pronunciada. C. petersonii
experimenta una inhibiciéon severa de su crecimiento. Su
curva se aplana drasticamente y se mantiene alrededor de
los 15 mm a partir de los 10 dias de medicién, indicando que
su crecimiento se ha detenido o es insignificante.

Efecto de C. petersonii sobre T. harzianum

La Figura 3 muestra la curva de crecimiento de
C. petersonii (linea azul) en confrontacion con T. harzianum
(linea roja).

Ambos hongos muestran un crecimiento casi idéntico.
Las curvas se superponen o estan muy cercanas
hasta aproximadamente los 10 mm. Esto indica que
inicialmente crecen a un ritmo similar o que la interaccion
antagénica aun no es evidente. A partir de los 10 mm,
las curvas comienzan a tener un crecimiento exponencial
separandose aproximadamente a los 25 mm.

C. petersonii vs T. harzianum

e ClivUlCI'TGL petersonii (mm) s Ty ichoderma harziamon (UFC)

Crecimiento mm
=
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias de evaluacion

Figura 3. Promedio de las placas con interaccion antagonica de
C. petersoniiy T. harzianum

T. harzianum toma la delantera y muestra un crecimiento
mas rapido y acelerado, alcanzando casi 70 mm al final de
la medicion. C. petersonii también sigue creciendo, pero a un
ritmo significativamente menor que Trichoderma. Su curva es
mas lineal y menos pronunciada, alcanzando alrededor de
45 mm a los 16 dias de evaluacion.

Efecto de C. petersonii sobre P. fluorescens

La Figura 4 representa la interaccion entre el hongo
C. petersonii (linea azul) y la bacteria P. fluorescens, en
un ensayo de confrontacion en placa. La grafica interpreta la
curva del crecimiento/actividad relativa del antagonista.

C. petersonii vs P. fluorescens

e Cr01v Ul CI'TGL petersONiT (M) e Ps etidomona fluorescens (UFC)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dias de evaluacion

Figura 4. Promedio de las placas con interaccion antagénica de
C. petersoniiy P. fluorescens

Inicialmente ambos organismos muestran un crecimiento
o actividad bajo y similar, las curvas se tocan o cruzan
varias veces. C. petersonii experimenta un crecimiento
inicial mas rapido y fuerte que su antagonista, saltando de
2 mm a 13 mm. Alrededor de los 10 dias, el crecimiento
de C. petersonii se detiene bruscamente y se estabiliza
alrededor de 14 mm. Este estancamiento subito es una fuerte
evidencia de una accion inhibitoria por parte de la bacteria,
P. fluorescens comienza una fase de crecimiento exponencial
y dominante, ascendiendo rapidamente hasta el final de
la medicion.
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Efecto de C. petersonii sobre B. subtilis

La Figura 5 representa la interaccion entre el hongo
C. petersonii (linea azul) y la bacteria B. subtilis (linea roja).

C. petersonii vs B. subtilis

e Cr0vUlaria petersonii (mm) Bacillus subtilis (UFC)

Crecimiento mm
Iy

10 /
5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias de evaluacion

Figura 5. Promedio de las placas con interacciéon antagénica de
C. petersoniiy B. subtilis

Ambos organismos muestran inicialmente una actividad
baja, las curvas se mantienen muy juntas hasta el dia 6.
A partir del séptimo dia B. subtilis toma ventaja y exhibe
un crecimiento exponencial muy acelerado. C. petersonii
continta creciendo, pero a un ritmo muy lento y dominado,
alcanzando solo 10 mm al final de la medicion al dia 16.

DISCUSION

La figura demuestra que T. asperellum domina y suprime
significativamente el crecimiento de C. petersonii en
las condiciones de este experimento. Las especies de
Trichoderma son agentes de control biolégico conocidos
por su micoparasitismo, que involucra la produccion de
enzimas como quitinasas que degradan la pared celular
fungica (17, 18). El rapido crecimiento y la colonizacion del
sustrato confieren una ventaja competitiva a T. asperellum
sobre patdgenos de crecimiento lento.

T. harzianum es un antagonista efectivo frente a
C. petersonii, dominando el crecimiento y superandolo. La
variacion en la cepa y la especie de Trichoderma puede
resultar en diferentes niveles de antagonismo, variando
desde la competencia pura hasta el micoparasitismo
completo (19). Esta dinamica sugiere que la competencia
por nutrientes y espacio es el mecanismo primario,
posiblemente complementado por una antagonismo parcial
0 menos potente por metabolitos secundarios como lo indica
la cientifica.

P. fluorescens demuestra ser un antagonista muy eficaz
contra C. petersonii. El patréon de inhibicion del hongo es
similar al observado con T. asperellum, donde el crecimiento
de C. petersonii se empez6d a aplanar alrededor de los
13 mm. P. fluorescens es una rizobacteria promotora del
crecimiento vegetal que actia como biocontrolador mediante
la producciéon de metabolitos secundarios con actividad
antifungica, como la pirrolnitrina y las fenazinas (20).

El cese subito del crecimiento de C. petersonii es una fuerte
evidencia de la accion de metabolitos antibacterianos o
antifingicos de la bacteria. La competencia por nutrientes
también podria contribuir, pero la inhibicion categorica apunta
a la accion de antibiosis.

B. subtilis es un antagonista eficaz contra C. petersoniibajo
las condiciones de este experimento, limitando severamente
el crecimiento del hongo fitopatdégeno. B. subtilis es un
agente de control bioldgico importante debido a su capacidad
para secretar lipopéptidos ciclicos (iturinas y fengicinas) que
actuan directamente sobre las membranas fungicas (21).
El dominio de B. subtilis es probablemente mediado por la
produccién de antibiéticos.

CONCLUSIONES

Todos los microorganismos benéficos utilizados en el
estudio poseen un efecto antagonista sobre C. petersonii.
El'hongo T. asperellum presenté mayor capacidad inhibidora,
con una reduccion significativa de la tasa de desarrollo del
patégeno en contraste con el control. El T. harzianum también
redujo el crecimiento de C. petersonii comparado con el
control, pero a una menor magnitud.

Las bacterias P. fluorescens y B. subtilis también
mostraron capacidades inhibidoras frente al patdégeno. El
analisis comparativo de las velocidades de crecimiento en
ausencia y presencia de antagonistas sugiere que estos
microorganismos tienen potencial para ser empleados como
agentes de control bioldgico exitosos frente a C. petersonii.
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