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Resumen

S. cepivorum es el hongo causante de la pudricién blanca del ajo, su control ha resultado dificil, se han empleado
diversos compuestos quimicos con actividad fungicida, algunos de ellos muy toxicos para los seres vivos incluyendo al
humano, por lo que el uso de fungicidas naturales tendra menor impacto ambiental. Se sabe que diversos organismos
secretan compuestos con actividad fungicida, entre ellos algunos hongos. Aislamos un hongo del suelo el cual inhibe
el crecimiento de S. cepivorum. El hongo fue identificado como Fusarium sp. sp., Este hongo secreta un compuesto
que inhibe el crecimiento de S. cepivorum, solo cuando se le confronta con este y a tiempos largos (8 a 10 dias) de
incubacion. Cuando se crece Fusarium sp. solo no secreta tal compuesto. Por otro lado el compuesto tiene muy poco
efecto sobre las especies de Candida probadas, siendo el efecto mayor sobre C. glabrata.

Abstract

The fungus S. cepivorum is responsible of garlic white rot, disease which has been difficult to control, farmers have
employed various chemical compounds with fungicidal activity, some of them highly toxic to living organisms including
humans, so the use of natural fungicides will have less environmental impact. There are organisms that secrete
compounds with fungicidal activity, including some fungi. We isolated a soil fungus that inhibits the growth of S.
cepivorum. The fungus was identified as Fusarium sp. sp. This fungus secretes a compound which inhibits the growth
of S. cepivorum, only when is confronted with this and require long times (8 to 10 days) of incubation. When Fusarium
sp. grows alone, no secret that compound. Furthermore Fusarium sp. has little inhibitory effect on the Candida species
tested, the greatest effect was on C. glabrata.

Palabras Clave Actividad fungicida; Fusarium sp.; Antibiosis; Pudricion blanca del ajo; Compuestos; Candiada.
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INTRODUCCION

Fusarium sp. como antagonista y compuestos
quimos con actividad de antibiosis

El uso mas remoto de los antibiéticos tuvo lugar
en China hace mas de 2500 afios [1], se sabia
entonces que la aplicacion de la cuajada mohosa
de la soya sobre ciertas infecciones traia beneficios
terapéuticos.

Muchas otras culturas antiguas, entre ellos
los antiguos egipcios y griegos usaban moho y
ciertas plantas para el tratamiento de infecciones
debido a que contenian antibiéticos, dicho
fendbmeno recibe del nombre de antibiosis [2], el
cual fue descrito en 1877 cuando Louis
Pasteur y Robert Koch observaron que un bacilo en
el aire podia inhibir el crecimiento de la bacteria
Bacillus anthracis [3].

El primer antibiético descubierto fue la penicilina,
en 1897 por Ernest Duchesne, en Francia, quien
trabajaba con hongos del género Penicillium, sin
embargo, su trabajo no recibié la atencion de la
comunidad cientifica por lo que la terapéutica
antibiotica como tal comenzd en Alemania con
Paul Ehrlich que desarrollo del
antibiotico Salvarsan en 1909 [4].

El tratamiento de las infecciones con antibi6ticos es
posible debido a la toxicidad selectiva de los
mismos. Dicha toxicidad selectiva se basa en las
diferencias celulares existentes entre el patégeno y
el huésped, en donde la sustancia antibiética tiene
mayor afinidad por su blanco en el patégeno, con lo
gue resulta mayormente afectado. Sin embargo,
hay una gran cantidad de articulos cientificos que
reportan la aparicion constante de cepas
resistentes a uno o incluso varios antibiéticos, lo
cual trae como consecuencia una carrera en el
desarrollo de nuevos antibiéticos contra la aparicion
de nuevas resistencias en los patdgenos.

A la fecha, existen mas de 100 antibiéticos en el
mercado, siendo la mayoria de ellos de origen
semisintético, esto es, son compuestos naturales
gue han sido quimicamente modificados [5].

En el mundo biolégico existe una interaccion
continua entre los patégenos potenciales y sus
antagonistas, de tal forma que estos Ultimos
contribuyen a que en la mayoria de los casos no se
desarrollen la enfermedad. Es asi que el
descubrimiento de varios antibiéticos estuvo ligado
a la observacion previa de un efecto antagonista de
un microorganismo sobre otros [6].

El género Fusarium sp., es un grupo de hongos
filamentosos ampliamente distribuidos en suelo,
aire 'y agua, cuyo desarrollo se realiza
principalmente de forma epifita o sapréfita, esto es
sin ocasionar ningun tipo de enfermedad (Nelson,
1981) [7]. Ademas, se ha identificado como
antagonista desde hace mucho tiempo debido a
qgue produce diversos compuestos con actividad
antibiotica [8], como son: javancin [9] y enniatin [10]
los antibioticos producidos por Fusarium sp.

Pudricién blanca del ajo

La enfermedad de la pudricién blanca, causada por
Sclerotium cepivorum Berk (ScB), ocurre a nivel
mundial en todos los lugares donde se siembran
plantas del género Allium (cebolla, ajo, puerro, entre
otros) y representa uno de los factores limitantes
para su produccién y comercializacion ya que
puede causar pérdidas de hasta el 100% de los
cultivos (Sammour y col. 2011). S. cepivorum puede
permanecer viable hasta por 20 afios en ausencia
de un hospedero, ademas de que, hasta el dia de
hoy, no existe una forma de control que sea 100%
eficaz, situacién por la cual la busqueda de
compuestos 0 agentes que inhiban su crecimiento
0 coadyuven a su control es de suma importancia

Actualmente en el grupo de trabajo se aisld, de
muestras de suelo contaminadas con S. cepivorum
un hongo antagonista, el cual fue identificado como
Fusarium sp. sp. (Informacién obtenida por Salazar
Garcia Luis Mauricio) estudios preliminares
demostraron que esta cepa de Fusarium sp. inhibe
el crecimiento de S. cepivorum, por lo que es
necesario realizar ensayos de confrontacion e
inhibicién para arrojar luz sobre la naturaleza de
este efecto de antibiosis.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo durante la
propagacion de las mismas

a) Se utilizé la cepa de Fusarium sp. MQAII-2
aislada de suelo y se resembré por trasplante
de micelio en medio de cultivo Extracto de
levadura-peptona-dextrosa (YPD) y se incub6 a
28°C.

b) Asi mismo se sembré la cepa de Sclerotium
cepivorum Berk en medio de cultivo YPD y se
incubd a 18°C.

c) Ademas se utilizaron las siguientes especies de
Candida: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis y C. glabrata.

Las cuales se sembraron por asada en medio de
cultivo YPD y se incubaron a 28°C.

Ensayo de Confrontacion

Se confronto por separado la cepa antagénica de
Fusarium sp. contra Sclerotium cepivorum y las
especies de Candida antes mencionadas en placas
de Petri con medio YPD, dejando una distancia de
2 cm aproximadamente entre los indculos. Las
placa con Sclerotium cepivorum Berk fue incubada
a 18°C y a 28°C las placas con las diversas
especies de Candida, durante 4 dias.

Ensayo de inhibicién

a) Con medio de cultivo de Fusarium sp.

Se inocularon 10x10% esporas de Fusarium sp. en
100ml de medio YPD liquido, se incubo a 28°C a
170rpm durante 24hrs. Posteriormente se filtr6 y a
continuacion una parte medio de cultivo obtenido se
dejo en refrigeracion a 4°C y otra se liofilizo. El
medio concentrado obtenido se re suspendid en
5ml de agua. En una placa de Petri se adapté un
fragmento de tubo de vidrio al centro de esta,
donde se colocaron 50 pL del medio de cultivo y a
una distancia de 2cm se coloco el inoculo de S.
cepivorum y las especies de Candida, se incubd a
28 °C.

b) Con mezcla previa del medio de cultivo de
Fusarium sp. y las diferentes especies de
Candida

Se realizaron mezclas 1:6 y 2:7 de medio de cultivo

concentrado: medio de cultivo con Candida spp (OD

0.1). Como control se us6 una mezcla 2:7 de agua:

medio de cultivo con Candida spp. (OD 0.1).

Ademas, de las mezclas anteriores se realizaron

diluciones en agua 1:10, 1:100 y 1:1000 para ser

usadas en este mismo ensayo. Se procedid a

colocar por separado dos gotas. A continuacion

procedié a colocar en cajas de petri con medio de
cultivo YPD y por separado dos gotas, una de 5 uL

y una de 10 pL, de cada una de las mezclas antes

mencionadas, asi como de sus diluciones, para

cada una de las especies de Candida. Se incubo a

28 °C durante 24 hr. Y se observé en busca de las

diluciones a las cuales hubo inhibicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de confrontacién

Se montaron ensayos en placa para probar el
efecto inhibitorio del medio en donde creci6
Fusarium sp., a la par se montaron ensayos de
confrontacion de Fusarium sp. contra S. cepivorum
y cuatro especies diferentes de Candida. Como
puede verse en la Figura 1 en los ensayos de
confrontacion no se observé efecto inhibitorio entre
la cepa de Fusarium sp. y S. cepivorum ni las
especies de Candida tras haber pasado 6 dias.

Sin embargo, se retomd el experimento ya que se
observé que en el ensayo de confrontacién con S.
cepivorum incubado por 10 dias se form6 un halo
de inhibicion (Figura 2). El halo de inhibicion
presenta caracteristicas claras, como la coloracién
amarilla que se produce en la zona donde se
enfrentan los hongos. Por lo cual se corrobora que
el hongo esta secretando algun compuesto que es
el responsable de inhibir el desarrollo de S.
cepivorum Berk. Es por ello que a partir de este
cultivo, se prepar6 una nueva confrontacion
utilizando a S. cepivorum Berk, Fusarium sp. y
Candida albicans con el fin de probar si existe ese
mismo efecto, los resultados se muestran en la
Figura 3, en la cual se muestra el efecto inhibitorio
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qgue ejerce Fusarium sp., por la deformacion del
crecimiento colonial tanto en S. cepivorum Berk
como en Candida glabrata.

Halo de
inhibicion

Figura 2. Confrontacién de Fusarium sp. (F) y S.
cepivorum Berk (ScB) en medio YPD. En el centro se
muestra el halo de inhibicion.

Figura 3. Confrontacion en medio YPD de S.
cepivorum Berk, Fusarium sp. y Candida albicans.

D E
Figura 1. Confrontacion de Fusarium sp. (F) con C.
albicans(C.a.) (lmagen A), Fusarium sp. con C.
tropicalis(C.t), (lmagen B), Fusarium sp. con C.
papapsilosis(C.p) (Imagen C), Fusarium sp. con C.
glabrata(C.g) (imagen D) y Fusarium sp. con S. cepivorum
Berk (ScB)(Imagen E)

Figura 4. Medic de cultive de Fusarium sp. (Imagen A), Medic de
cultivo de Fusarium sp. concentrado por liofilizacién.(Imagen B).

Ensayo de inhibicidn

Se observé que al extraer el medio de cultivo de
Fusarium sp. y colocarlo en contacto con S.
cepivorum Berk y las especies de Candida (Figura
4), este no produce algun efecto de inhibicién, es
decir, es necesaria la presencia directa de
Fusarium sp y tiempos prolongados de
confrontacion para que este pueda generar el
efecto de inhibicién, como se muestra en la Figura
3.
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Ademas, se realizé un experimento alterno para
observar si cambiando un poco las condiciones de
exposicién de los patégenos al medio de cultivo de
Fusarium sp el efecto era diferente. Sin embargo
tampoco se mostré efecto de inhibicién en ninguna
de las diluciones del medio de cultivo de Fusarium
sp con el cultivo de las especies de Candida (Figura
5). Con esto se corrobora que es necesario la
presencia directa de Fusarium sp para que se dé el
efecto de inhibicién

[a] Dilucién 0 Dilucién 1:10
SpL 10pL Sul 100L
C 2716 C 27 16 cC27T16 C2

El Dilucién 1: 100 El Dilucién 1:1000
SuL 10pL SpL 10uL
C 2.7 1:6 C 2.7 1:6 C 27 1:6 C 27 16

Ca
ct
Cp
Cg

Figura 5. Imagen A,B,C,D: C. Mezcla control,. 2:7, 1:6, mezcla de medio de
cultivo de Fusarium sp.: medio de cultivo con Candida, Ca, Ct, Cp, Cg;, C.
albicans., C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata respectivamente.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que de la muestra de suelo
contaminadas con S. cepivorum, el hongo
antagonista que fue identificado como Fusarium sp.
es capaz de causar un efecto de inhibicion sobre S.
cepivorum. Los resultados sugieren que dicho
efecto inhibitorio se presenta U(nicamente tras
periodos de confrontaciéon largos y en presencia
directa de Fusarium sp., ya que aparentemente es
necesaria una produccion sostenida del metabolito
responsable de tal inhibicion.
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