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RESUMEN

Uno de los factores que limitan la produccion de papaya (Carica papaya L.) a nivel
mundial es la muerte de las plantulas al ser transplantadas a campo. Esto ocurre
fundamentalmente debido a la colonizacién de las raices y parte del tallo por hongos
habitantes del suelo que provocan la pudricion de estos 6rganos. El objetivo de este
estudio fue identificar los hongos filamentosos asociados a la rizosfera de plantulas de
papayo y determinar la actividad antagdnica entre estos y una cepa de Trichoderma spp.
Se analizaron muestras de suelo procedentes de la Finca San Andrés y se aislaron las
colonias de hongos filamentosos, que fueron posteriormente identificados en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Central "Marta Abreu" de Las Villas. Se
determind la capacidad antagodnica de la cepa de Trichoderma spp. frente a los hongos
filamentosos identificados mediante el método de cultivo dual en placas de Petri. Se
identificaron los géneros Aspergillus, Fusarium, Pythium, Rhizopus como posibles
causantes de la muerte de las plantulas de papayo. La antibiosis de Trichoderma spp.
frente a los géneros Aspergillus, Fusarium, Pythium fue positiva, con un porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial superior al 30 % a las 48 horas. Por otro lado, en igual
periodo de tiempo el género Rhizopus ocupd la totalidad de la placa de Petri, siendo
negativa la antibiosis de Trichoderma spp., lo que correspondid al grado cinco en la
escala de capacidad antagonica.
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IDENTIFICATION AND ANTIBIOSIS OF FILAMENTARY FUNGI
ASSOCIATED WITH PAPAYA RIZOSPHERE IN SAN ANDRES FARM

ABSTRACT

One of the factors that limit papaya (Carica papaya L.) worldwide production is the
seedlings death when transplanting them to the field. This happens because of the roots
and part of the stem colonization mainly by soil fungi which causes these organs rot.
The objective of this work was to identify the filamentous fungi associated with the
rhizosphere of papaya seedlings and determine the antagonistic activity among these
fungi and a Trichoderma spp strain. Soil samples from San Andrés farm were analyzed
and filamentous fungi colonies were isolated, which were later identified at the
Microbiology Laboratory of the Central University "Marta Abreu”, from Las Villas.
Trichoderma spp strain antagonistic capacity was determined in front of the filamentous
fungi, identified through the dual cultivation method in Petri’'s plates. Aspergillus,
Fusarium, Pythium, Rhizopus genera were identified as possible causes of papaya
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seedlings death. Trichoderma spp. antibiotic in front of Aspergillus, Fusarium, Pythium
genera was positive with an inhibition percentage of the radial growth higher than 30 %
at 48 hours. On the other hand, the Rhizopus genus occupied Petri’s plate totality at the
same period of time, being negative the Trichoderma spp. antibiotic, which belonged to
the fifth grade in the antagonistic capacity scale.

Keywords: antibiosis, antagonistic capacity, Carica papaya, Trichoderma spp.

INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es originaria de la zona tropical de México y
Centroamérica. El posee alto valor nutritivo y propiedades medicinales. Se consume
principalmente como fruta fresca, ademas, se utiliza para preparar refrescos, jugos,
encurtidos, mermelada, fruta en almibar o cristalizada. De los frutos verdes y el tallo se
extrae el latex, el cual contiene una enzima que favorece la digestion de las proteinas,
por lo que se recomienda en la dieta de personas con trastornos gastricos (MINAG,
2018).

La papaya se cultiva de forma comercial no solo en las regiones de América, Sino
también en Africa y Asia. Los principales paises productores a nivel mundial son Brasil,
México, Nigeria, India e Indonesia, con méas del 90 % de la produccion total. En Cuba, la
papaya constituye el tercer frutal en importancia econémica, con una produccion de
212 579 toneladas en el afio 2016 (FAO, 2017).

Uno de los factores que limita la produccion de este cultivo a nivel mundial es la
pudricion y muerte de plantulas que se conoce con el nombre de damping-off. Esta
enfermedad es causada por un grupo de hongos filamentosos que habitan en el suelo,
entre los que se destacan miembros de los géneros: Fusarium, Pythium, Rhizoctonia y
Phytophthora. Estos microorganismos invaden el sistema radicular de la planta,
obstruyen los vasos vasculares y provocan amarillamiento de las hojas y estrias
necroticas de color marron en la base del tallo a nivel del suelo (Hernandez, 2004). Este
ahorcamiento trae como consecuencia la muerte de las plantulas generalmente en la
etapa de vivero.

En la Finca San Andrés, municipio Santo Domingo, Villa Clara en el afio 2016 se perdi6
el 58,4 % de las plantas llevadas a campo, con sintomas de amarillamiento, marchitez,
pudricion de las raices y el tallo, y muerte a los pocos dias de trasplantadas.

Tomando en consideracion la importancia que tiene la supervivencia de las plantas en
campo Y la influencia que sobre esto ejercen los hongos patdgenos habitantes del suelo,
el presente estudio tuvo como objetivos: identificar los principales hongos filamentosos
asociados a la rizosfera de plantulas de papayo bajo las condiciones de la Finca San
Andrés, y determinar la actividad antagénica entre estos y una cepa de Trichoderma
spp. aislada de la misma muestra.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo durante los meses de octubre 2016 a febrero de 2017 en
el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT). Para desarrollar este
analisis se utilizaron muestras de sustrato de un area de cultivo de la Finca San Andrés.
El suelo de esta entidad esta clasificado como Pardo mullido carbonatado (Hernandez
et al., 2015), catalogado como Phaeozems haplic calcaric en correspondencia con la
World Reference Base (WRB, 2014). El procesamiento y analisis de las muestras se
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llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Direccion de Manejo de Plagas del
INIVIT.

Toma de muestras

La toma de muestras se realiz6 en una plantacion de papaya var. Maradol Roja con 25
dias de plantada. Se seleccionaron 12 puntos, distribuidos al azar dentro del area
donde se estaba manifestando el problema, en los cuales se colectd el suelo a una
profundidad de 20 a 25 cm segun Manual de Biologia de Suelos Tropicales (Moreira et
al., 2012). Las muestras de suelo colectadas se homogenizaron hasta completar 500 g
gue se colocaron en una bolsa de plastico estéril. Para realizar el muestreo se utilizé un
pico y una pala, que se desinfectaron con alcohol 70 % antes y después de tomar las
muestras, la hojarasca se removié justo antes del muestreo. El suelo colectado tenia un
80 % de humedad.

Aislamiento e identificacién de hongos filamentosos presentes en la muestra de
suelo

Para realizar el aislamiento de los hongos presentes en la muestra de suelo se pesaron
100 g de suelo en una balanza analitica digital (Sartorius, Alemania) y se afiadieron
50 ml de agua destilada estéril, completando hasta 150 ml. Se agité la muestra con un
agitador magnético durante 30 minutos y posteriormente se tomaron 3 ml de esta
suspension madre (10°), se diluyeron en tubos de ensayo (15x150 mm) en 101, 10?, 103
y 10%. De estas cinco diluciones se tomé una gota con una pipeta Pasteur estéril y se
extendié con la ayuda de una espatula de Digralsky sobre placas de Petri de 9 cm de
diametro que contenian medio de cultivo compuesto por PDA+ P (39 g Papa Dextrosa
Agar, 1000 ml de Agua destilada y 400 mg Penicilina G (P)). Las placas de Petri
sembradas se incubaron a 37 °C en oscuridad durante cinco dias. El crecimiento de
colonias de hongos filamentosos se evalué cada 24 horas.

Posteriormente, se transfirieron hacia placas con medio de cultivo fresco, las colonias
fungicas que a simple vista mostraban caracteristicas diferentes. Este procedimiento se
repitid hasta obtener un cultivo puro. Luego se trasfirieron a tubos de ensayo con medio
PDA (39 g Papa Dextrosa Agar, 1000 ml de Agua destilada) las colonias fungicas
crecidas, mediante el empleo de una aguja estéril, con el objetivo de establecer y
mantener un cepario con todos los hongos filamentosos aislados para su posterior
identificacion.

Para identificar los hongos filamentosos aislados de las muestras de suelo, se envié
una muestra de cada aislado puro del cepario al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas.

Para la identificacibn de los hongos filamentosos aislados se seleccionaron los
caracteres morfologicos de facil observacion y que definen a los géneros y especies,
tales como: morfologia, color, habito de crecimiento de la colonia, tamafio (largo y
ancho), forma y numero de septos de los conidios. Ademas, se utilizaron claves y
manuales especializados para cada género fungico (Herrera y Mayea, 1994 vy
Castafieda, 2001).

Antibiosis in vitro entre el antagonista Trichoderma spp. y los hongos
filamentosos aislados

Una vez identificados los aislados fangicos se realizé una prueba de antibiosis. Se
enfrento la cepa de Trichoderma spp. detectada en la muestra de suelo analizada con el
resto de los hogos filamentosos. Para evaluar la competencia por el sustrato se utiliz6 el
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método de cultivo dual en placas de Petri (9 cm de diametro) con medio de cultivo Agar
Dextrosa de Sabouraud (65 g en un 1000 ml de Agua destilada) pH 5,6+0,2 con cuatro
repeticiones por cada hongo patégeno por separado, siguiendo las indicaciones de
Rincon et al. (1992). Por otro lado, se sembré en placas de Petri con el mismo medio de
cultivo cada aislado fungico para que sirviera de control experimental. Las mediciones
del crecimiento radial de las colonias fungicas se realizaron por la parte inferior de la
placa de Petri con una regla graduada.

Se determind el efecto de biocontrol del aislado de Trichoderma spp. sobre el
crecimiento micelial de los aislados fangicos, mediante el célculo del porcentaje de
inhibicién del crecimiento radial (PICR) a las 24, 48 y 72 horas, empleando la formula de
Samaniego et al. (1989).

(R R 100
1

Donde R1 es el crecimiento radial del control y Rz es el crecimiento radial del hongo

patdgeno en interaccion con el hongo antagonista.

Se determiné la capacidad antagdénica mediante la escala de cinco grados propuesta
por Pérez et al. (2017) (Tabla 1).

PICR =

Tabla 1. Escala para la determinacion de la capacidad antagonica de los
microorganismos.

Grado Capacidad antago6nica

1 El antagonista crece completamente sobre el patégeno y cubre totalmente la
superficie del medio de cultivo.

2 El antagonista crece las dos terceras partes de la superficie del medio de
cultivo.

3 Antagonista y patdégeno colonizan la mitad de la superficie del medio de
cultivo y ninguno de los dos domina sobre otro.

4 El patdgeno coloniza al menos las dos terceras partes de la superficie del
medio de cultivo.

5 El patégeno crece por encima del antagonista y ocupa casi toda la superficie

del medio de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de hongos filamentosos presentes en la muestra de
suelo

De la muestra de suelo analizada se obtuvieron siete aislados de hongos filamentosos,
los cuales se seleccionaron por presentar diferencias en cuanto a las caracteristicas
morfologicas y la velocidad del crecimiento de las colonias fungicas.

Luego de la purificacion de los aislados, la identificacion de los mismos evidencio la
existencia de siete especies de hongos filamentosos diferentes, los cuales se
encuentran distribuidos en cinco géneros (Tabla 2). A excepcion del género
Trichoderma, los aislados obtenidos estan informados como hongos patdégenos en
cultivos de interés agricola (Gonzalez et al., 2014).

Dos de los géneros identificados coinciden con los sefialados por Hernandez (2004),
quien plantea que entre los principales géneros responsables del damping-off en
plantulas de papayo se encuentran Fusarium, Pythium, Rhizoctonia y Phytophthora.
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Tabla 2. Hongos filamentosos identificados en la rizosfera de plantas de papayo en la
Finca San Andrés

No. Género Especie
1 Aspergillus A. niger van Thiegen
2 Aspergillus A. flavus Link
3 Fusarium F. oxysporum Schlecht
6 Rhizopus R. nigricans Ehreb
7 Pythium Pythium spp.
8 Aspergillus Aspergillus spp.
9 Trichoderma Trichoderma harzianum Rifai

En el caso del género Fusarium, que se encuentra ampliamente distribuido, su marcada
variabilidad le permite colonizar nichos con diferentes condiciones ecoldgicas
(Hernandez, 2004). Estudios recientes hacen referencia a la patogenicidad de especies
de Fusarium causantes de pudricion en semillas y plantulas de papayo (Romero, 2013).

Por otro lado, el género Pythium se considera la causa del ahogamiento de las plantulas,
la pudricién de las semillas, la raiz y frutos carnosos, ademas de otros 6rganos de la
planta que se encuentran en contacto directo con el suelo (Agrios, 2005). Este género
se aislo asociado a los sintomas de enfermedad de raiz en huertos de manzano (Ruiz
et al., 2017).

Entre los aislados fungicos obtenidos en este estudio se identificaron tres especies del
género Aspergillus. No existen informes de ninguna especie de Aspergillus como
agente causal de pudricion en plantulas de papaya, pero Romero (2013), aislo este
género fungico de la parte externa de las semillas en frutos maduros. Sin embargo,
Aspergillus spp. se encuentra entre los hongos fitopatdgenos que causan la pudricién
radical de la yuca (Manihot esculenta Crantz) (Folgueras, 2010). Las especies de este
género colonizan las raices a través de lesiones, equimosis y aberturas naturales o
inducidas por dafios mecanicos con implementos de las labores agricolas segun
Holiday (1980), por lo que se consideran patégeno secundario de las raices.

Una especie del género Rhizopus estuvo presente en la muestra de suelo. Este género
fue aislado por Romero (2013), del interior y el exterior de semillas de papaya y al igual
gue Aspergillus spp. de procesos de deterioro vascular de la yuca (Folgueras, 2010).
Ademas, se considera uno de los mas importantes hongos fitopatégenos habitantes del
suelo (Hyde et al., 2014). Los miembros de este género colonizan la superficie de los
productos agricolas en corto periodo de tiempo y provocan la enfermedad conocida
como pudricion blanda, la cual ocasiona importantes pérdidas desde el punto de vista
econdémico. Este proceso se desarrolla mediante la excrecién de enzimas pépticas del
hongo que degradan y disuelven las pectinas de la lamina media de las células
vegetales (Velazquez et al., 2008).

Por otro lado, Trichoderma spp. es un hongo que se utiliza ampliamente para el
biocontrol exitoso de especies fungicas habitantes del suelo, que constituyen patégenos
en diferentes cultivos tropicales de interés econdmico (Martinez et al., 2013).
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En este caso, la cepa de T. harzianum aislada de la muestra de suelo, puede ser
resultado del tratamiento realizado a las plantulas de papayo durante la etapa de vivero
o de la aplicaciéon que se realiza en el campo a este cultivo en el momento de la
siembra (MINAG, 2018).

Antibiosis in vitro entre el antagonista Trichoderma spp. y los hongos
filamentosos aislados

En las evaluaciones realizadas para determinar la capacidad antagonica de T.
harzianum frente a los aislados de hongos filamentosos, se obtuvo que la cepa del
hongo antagonista manifesté un porcentaje de inhibicion del crecimiento radial superior
al 30 % al ser enfrentado a los géneros Aspergillus, Fusarium y Pythium a las 24 horas
(Tabla 3).

En el caso de estos tres géneros el crecimiento de la colonia fungica en las placas con
cultivo dual fue ligeramente inferior que en las placas utilizadas como control, lo cual
pudiera estar asociado a la expresion de algiin mecanismo de inhibicion del crecimiento
del hongo antagonista. Hjeljord y Tronsmo (1998) citado por Infante et al. (2009),
plantean que muchas cepas de Trichoderma spp. producen metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos con los que no hacen contacto fisico, estas sustancias inhibidoras son
consideradas antibioticos.

Tabla 3. Capacidad antagonica de Trichoderma harzianum frente a hongos
filamentosos aislados de la rizosfera de papayo en la Finca San Andrés.

: 24h 48h
Hongos filamentosos PICR _CA A PICR CA A
Aspergillus spp. 32,0 + 37,0 2 +
F. oxysporum 48,0 + 62,0 2 +
R. nigricans 90,0 4 - 100,0 5 -
Pythium spp. 45,0 + 46,0 2 +

PICR: Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
CA: Grado de capacidad antago6nica
A: Antibiosis

El mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de T. harzianum a las 48 horas
fue frente a Fusarium oxysporum, seguido de Pythium spp. y el menor porcentaje se
observd en Aspergillus spp. (Figura 1). Lo que coincidié en estos tres géneros con el
segundo grado de capacidad antagonica segun la escala que se utilizé para realizar la
evaluacion.
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Figura 1. Crecimiento micelial de Fusarium oxysporum (A), Pthium spp- (B) y
Aspergillus spp. (C) frente a T. harzianum a las 48 horas.

En el caso de F. oxysporum los resultados de este trabajo son similares a los obtenidos
por Gonzélez et al. (2005), quien determiné la efectividad antagonica de aislados de
suelo de Trichoderma spp. frente a F. oxysporum causante de la muerte de plantulas de
papaya en la etapa de vivero.

Chet (1987) y Bernal et al. (2001), afirman que la mayoria de las especies de
Trichoderma tienen buen micoparasitismo, capaz de detectar a su hospedante a
distancia y emitir enzimas y ramas de forma atipica hacia el hongo patégeno, ademas
de competir eficientemente por espacio y los nutrientes. Trichoderma spp. puede
parasitar, controlar y destruir muchos hongos, nematodos y otros fitopatégenos, que
atacan y destruyen muchos cultivos de interés agricola, por lo que se ha convertido en
indispensable en suelos y cultivos y de un incalculable valor para la agricultura (Foty,
2007).

T. harzianum no controlé el aislado del género R. nigricans. En este caso, a las 24
horas, el microorganismo patégeno tenia mas del 50 % del area de la placa de Petri
ocupada. En la figura 2 se puede apreciar que el crecimiento radial de R. nigricans
ocupa practicamente la totalidad del area a las 48 horas, correspondiendo al grado
cinco de capacidad antagdnica y una antibiosis negativa por parte de la cepa de T.
harzianum.

Figura 2. Crecimiento micelial de Rhizopus nigricans frente a la cepa de T. harzianum a
las 48 horas.
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No existen datos que validen el biocontrol del género Rhizopus con alguna cepa de T.
harzianum. Una de las caracteristicas distintivas del género Rhizopus es su répida
velocidad de crecimiento (Veldzquez et al., 2008), la cual le permite cubrir la superficie
de la placa antes que el hongo antagonista. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos se puede presumir que, en condiciones de campo R. nigricans pudo haber
atenuado el efecto antagdénico de T. harzianum frente a los hongos fitopatdgenos
aislados, permitiendo de este modo condiciones favorables para el desarrollo de la
enfermedad.

CONCLUSIONES

1. Se identificaron los hongos filamentosos pertenecientes a los géneros Fusarium,
Rhizopus, Pythium, Aspergillus y Trichoderma presentes en la rizosfera de plantulas
de papayo en la Finca San Andrés.

2. Se determin6 que la cepa de T. harzianum aislada de la muestra de suelo de la
Finca San Andrés, tuvo efecto antagodnico frente a las especies de F. oxysporum,
Pythium spp. y Aspergillus spp., sin embargo, no inhibié el crecimiento de R.
nigricans.
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