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RESUMEN

El hongo Sclerotium cepivorum Berk. es el agente causal de la pudricion blanca de la cebolla (Allium cepa L.),
considerada una de las principales limitantes fitosanitarias del cultivo. El objetivo del presente estudio fue
evaluar in vitro el efecto antagénico de una cepa nativa de Trichoderma frente a S. cepivorum. La cepa de
Trichoderma fue aislada mediante trampas de arroz y mostré un crecimiento rapido en medio PDA, con micelio
denso y algodonoso que cambid de blanco a verde al madurar. Por su parte, S. cepivorum se aislé de bulbos
de cebolla con sintomas de pudricién, observandose micelio blanco algodonoso y esclerocios que
evolucionaron de masas blancas a estructuras oscuras. La evaluacion in vitro se realiz6 mediante
confrontaciéon dual en medio PDA, bajo un disefio completamente al azar con dos tratamientos (control y
confrontacion) y cinco repeticiones. Se aplicé una prueba t para muestras independientes (p < 0.0001) que
evidencié una diferencia significativa entre tratamientos. A las 168 horas de incubacion, el crecimiento radial
promedio del patégeno en el control fue de 44,9 mm, mientras que en presencia de Trichoderma se redujo a
27,9 mm, con un porcentaje de inhibicion radial (PICR) de 37,9%. La interaccion correspondi6 al grado 2; en
la escala de Bell, donde Trichoderma colonizé dos terceras partes del medio y limitd significativamente al
patdgeno.

Palabras clave: Trichoderma, Sclerotium cepivorum, Allium cepa, antagonismo in vitro.
ABSTRACT

The fungus Sclerotium cepivorum Berk. is the causal agent of white rot in onions (Allium cepa L.), considered
one of the main phytosanitary limitations of the crop. The objective of this study was to evaluate in vitro the
antagonistic effect of a native Trichoderma strain against S. cepivorum. The Trichoderma strain was isolated
using rice traps and showed rapid growth in PDA medium, with dense, cottony mycelium that changed from
white to green upon maturity. S. cepivorum was isolated from onion bulbs with rot symptoms, observing white,
cottony mycelium and sclerotia that evolved from white masses to dark structures. The in vitro evaluation was
carried out by dual confrontation in PDA medium, under a completely randomized design with two treatments
(control and confrontation) and five replicates. A t-test for independent samples (p < 0.0001) was applied, which
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showed a significant difference between treatments. After 168 hours of incubation, the average radial growth
of the pathogen in the control was 44.9 mm, while in the presence of Trichoderma it was reduced to 28.3 mm,
with a percentage of radial inhibition (PIR) of 37.9%. The interaction corresponded to grade 2 on the Bell scale,
where Trichoderma colonized two-thirds of the medium and significantly limited the pathogen.

Keywords: Trichoderma, Sclerotium cepivorum, Allium cepa, antagonism in vitro
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1. INTRODUCCION

El cultivo de cebolla (Allium cepa L.) es un rubro
agricola de gran importancia econémica [1]; no
obstante, diversos agentes patégenos comprometen
tanto la productividad como la calidad del producto
final. Entre las enfermedades mas devastadoras se
encuentra la pudriciéon blanca, provocada por el
hongo Sclerotium cepivorum Berk, que puede
producir la muerte de la planta principalmente en la
etapa vegetativa y generar pérdidas econdmicas
debido a la disminucion del rendimiento de los
bulbos. Este fitopatdgeno posee la habilidad de
resistir en condiciones edaficas adversas mediante
la produccién de estructuras de supervivencia
denominadas esclerocios, las cuales le confieren
capacidad de mantener su patogenicidad y facilitar
su dispersion [2, 3].

En los sistemas agricolas convencionales se
emplean fungicidas sintéticos para el manejo de
enfermedades fungicas; sin embargo, la utilizacion
desmedida de estos compuestos quimicos genera
impactos negativos sobre el ecosistema, la
microbiota del suelo e induce la resistencia de
cepas, lo cual aumenta los costos de produccion [4,
5]. Por ello, la utilizacién de microorganismos
benéficos representa una alternativa agroecologica
para disminuir el crecimiento y desarrollo de
fitopatégenos a través de mecanismos como la
competencia por nutrientes y espacio, la generacion
de metabolitos antifungicos y el micoparasitismo [6].

El género Trichoderma es ampliamente empleado
en el sector agricola para el control bioldgico frente
a hongos patégenos, estos microrganismos son
habitantes del suelo y rizosfera de las plantas [3, 4,
6], asi también estudios previos han demostrado que
varias cepas de Trichoderma spp., incluyendo a T.
harzianum, T. viride, T. hamatum y T. koningii; son
antagonistas de S. cepivorum, ya que actlan
mediante mecanismos de antagonismo [2, 7].

En otros estudios se ha reportado la eficacia de
cepas del género Trichoderma en la inhibicién del
crecimiento y desarrollo del micelio, la reduccion de
la formacién de esclerocios y la disminucion de
virulencia de patdégenos del suelo en condiciones de
campo e in vitro [8], asi también estos
microorgnismos benéficos puede inducir resistencia
sistémica en las plantas y estimular el crecimiento de
la planta y mediante la produccion de fitohormonas
y la solubilizacion de fosfatos, mejorando la
absorcién de nutrientes [3, 4, 6, 9]. Por lo tanto, la
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identificacion y evaluacion de cepas nativas de
Trichoderma son una alternativa ecolégica frente a
la pudricién blanca en cebolla.

A pesar de los avances y estudios encontrados
sobre Trichoderma y Sclerotium cepivorum, aun
existen escasas evaluaciones con cepas nativas en
las zonas en andinas. Este vacio justifica la
necesidad de evaluar su comportamiento en la zona
norte del Ecuador.

El presente estudio se enfoca en evaluar el efecto
antagénico in vitro de wuna cepa nativa de
Trichoderma frente a Sclerotium cepivorum, con la
finalidad de proponer estrategias de control biolégico
adaptadas a las necesidades de los productores de
la zona.

Por tanto, se ha establecido la siguiente hipédtesis: la
cepa nativa de Trichoderma inhibe
significativamente el crecimiento radial de
Sclerotium cepivorum in vitro, reduciendo su
crecimiento y alcanzando un grado = 2 en la escala
de Bell.

2. METODOLOGIA Y MATERIALES

El presente estudio se realizd en el cantén Espejo,
provincia del Carchi en las instalaciones del Instituto
Superior Tecnoldgico Alfonso Herrera a 3000 msnm.
La investigacion fue de tipo experimental y con un
enfoque cuantitativo, realizado bajo condiciones de
campo Yy laboratorio, a continuacion, se indica el
proceso realizado:

Fase 1. Aislamiento e identificacién morfolégica
de cepas de Trichoderma

La captura de Trichoderma se realizé utilizando
trampas de arroz, las cuales fueron previamente
esterilizadas y colocadas en el suelo a 15 cm de
profundidad (Fig. 1). Las trampas se mantuvieron en
condiciones ambientales durante 7 dias para
favorecer el desarrollo de hongos; luego, los granos
colonizados se llevaron al laboratorio, y se
sembraron en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) e
incubaron a 25 °C durante 5 dias. Las colonias que
presentaron morfologia caracteristica de
Trichoderma fueron subcultivadas para una correcta
purificacion (Fig. 2). La identificacion se realizé con
base en caracteristicas macroscopicas y
microscdpicas, siguiendo los criterios de [4-5].
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L Ay y
Fig.1: Trampas de arroz colocadas en el suelo.

d

Fig. 2: Siembra de granos de arroz en PDA.

Fase 2. Aislamiento e identificacion morfolégica
de cepas de Sclerotium

El aislamiento de Sclerotium cepivorum se realizé a
partir de bulbos de cebolla (Allium cepa) con
sintomas de pudricién blanca (Fig. 3). Los tejidos
infectados se desinfectaron superficialmente
mediante inmersién en hipoclorito de sodio al 1%
durante 3 minutos, seguidos de tres lavados con
agua destilada estéril; luego, se sembraron
fragmentos de tejido en placas con medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron a 20 °C durante
7 dias (Fig. 3). La identificacion del patégeno se
bas6 en la observacion de esclerocios vy
caracteristicas miceliales, siguiendo los criterios
morfolégicos descritos por Sammour et al. [10].

Fig. 3: Bulbos de cebolla con sintomas de pudricién
blanca.
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Fase 3. Evaluacion in vitro de Trichoderma frente
a Sclerotium.

La evaluaciéon del efecto antagonico de la cepa
nativa de Trichoderma frente a Sclerotium cepivorum
se realiz6 mediante la técnica de enfrentamiento
dual en placas de Petri con medio PDA, siguiendo el
protocolo descrito por [11] (Fig. 4).

Se empled un disefio completamente al azar (DCA)
con dos tratamientos y cinco repeticiones; un control
con cultivos individuales y una confrontacién dual
entre la cepa nativa de Trichoderma sp. y Sclerotium
cepivorum. En cada placa de PDA se inocularon
discos de 5 mm de ambos hongos ubicados en
extremos opuestos, separados por 4 cm. se
comparo el crecimiento radial (mm) de S. cepivorum
entre control y confrontacion a las 24, 48, 72, 96, 144
y 168 horas (h).

Fig. 4: Siembra en medio PDA de Sclerotium (A)
frente a Trichoderma.

Las placas se incubaron a 25°C en oscuridad
durante 7 dias y crecimiento radial de los
microorganismos se midi6 a diario, para lo cual se
considerd la distancia desde el centro del inéculo
hasta el borde de la colonia. El efecto antagonico se
cuantific6 mediante el porcentaje de inhibiciéon del
crecimiento radial (PICR), calculado con la siguiente
férmula [12]:

(R1-R2)

PICR =
¢ R1

100

donde R1 es el crecimiento radial del patégeno en el
grupo control y R2 es el crecimiento en presencia de
Trichoderma.

Ademas, se utilizé la clasificacion propuesta por Bell
et al. (1982) [13] en donde se categoriza el tipo de
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interaccion entre los hongos en funcion del
crecimiento y la formacion de zonas de inhibicion
(Tabla 1).

Tabla 1. Escala para clasificacion del antagonismo
segun Bell et al. (1982)

Grado Capacidad antagénica
Trichoderma coloniza el 100% de la
1 superficie del medio y crece sobre el
fitopatogeno.
Trichoderma coloniza dos terceras
partes de la superficie del medio de
cultivo y limita el crecimiento del
fitopatdégeno.
Trichoderma vy el fitopatégeno colonizan
3 cada uno la mitad de la superficie,
ningun hongo domina.
El fitopatdgeno coloniza dos terceras
4 partes de la superficie del medio y limita
el crecimiento de Trichoderma.
El fitopatdgeno coloniza el 100% de la
5 superficie del medio y crece sobre
Trichoderma.

Los datos obtenidos fueron analizados en el
software InfoStat. Se verificaron normalidad
(Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas
(Levene). Luego se realizé una prueba t de Student
para muestras independientes (a = 0,05).

3. RESULTADOS
Fase 1. Cepas de Trichoderma aisladas

Se aislé la cepa nativa de Trichoderma la cual a los
cinco dias mostrd un crecimiento rapido en medio
Papa Dextrosa Agar (PDA), formando colonias con
micelio denso, algodonoso y de color blanco siendo
caracteristicas  tipicas del género. Estas
propiedades morfolégicas reflejan una alta
capacidad de colonizacién, lo que es fundamental
para su potencial uso como agentes de control
bioldgico. Asi también, se realizd la observacion a
40X y se encontraron hifas septadas y conidias
agrupadas en conidiéforos [4]; estas estructuras son
estructuras clave para su reproduccién y dispersion,
posteriormente, las colonias desarrollaron una
coloracion verde caracteristica de Trichoderma, que
indica la madurez y produccion de esporas (Fig. 5).
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Fig. 5: Colonia de Trichoderma con micelio (A).
Micelio de Trichoderma visto en el microscopio a
40X a los cinco dias (B).

Fase 2. Cepas de Sclerotium aisladas

Se aislé Sclerotium cepivorum. de bulbos de cebolla
con pudricidon blanca, observandose un micelio
blanco algodonoso y esclerocios que cambiaron de
masas blancas a estructuras endurecidas y oscuras,
luego se realizé la microscopia y se identificaron
hifas septadas y células iniciales, inmaduras y
maduras de esclerocios, siendo caracteristicas
tipicas de la especie. Estos resultados confirman la
presencia del patdégeno de acuerdo a lo reportado
por [14], quienes destacan la importancia de los
esclerocios para la supervivencia y diseminacion del
hongo en el suelo.

i ———

Fig. 6: Crecihiento de micelio de Sclerotium en
medio PDA.

r e
A o e L 4

Fig. 7: Micelio visto en el microscopio a 40X
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A

Fig.'8: Esclerocios inmaduros (A) y maduros (B) de
Sclerotium cepivorum observados a 40x en medio
PDA.

Fase 3. Evaluacion in vitro de Trichoderma frente
a Sclerotium.

Durante el ensayo de antagonismo in vitro se evaluo
el crecimiento radial de Sclerotium sp. frente a
Trichoderma sp durante 168 horas. Los valores del
radio se calcularon a partir de la mediciéon en
milimetros del diametro de las colonias, y se registré
que el radio de crecimiento de Sclerotium en el
control varié entre 44.5 y 45.5 mm, mientras que en
presencia de Trichoderma se mantuvo dentro de un
rango de 27 a 29,9 mm (Fig. 8). Ademas, se
determind que el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) tuvo un promedio de
37.9% a las 168 horas [12] (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion y crecimiento radial
en milimetros (mm) de Trichoderma (T1) y
Sclerotium sp. vs Trichoderma sp. a las 168 horas.

Repeticién T1 T2 PICR (%)
1 445 27.0 39.3
2 45.2 27.5 39.2
3 44.8 28.0 37.5
4 45,5 28.0 38.5
5 447 29.0 35.1
Promedio 44.9 27.9 37.9

En la Tabla 3 se observa que el tratamiento 2 redujo
significativamente el radio (p < 0.0001) en
comparacién con el control. La diferencia de medias
fue de 17.04 mm, con un intervalo de confianza del
95% entre 16.17 y 17.91 mm. La homogeneidad de
varianzas se cumplié; pHomVar = 0.2658 y el valor t
fue 45.12 con 8 grados de libertad. Por tanto, el
tratamiento 2 tiene un efecto significativo sobre la
variable medida.

Tabla 3. Prueba t para muestras independientes
entre grupo Control (T1) y confrontaciéon Sclerotium
vs Trichoderma (T2), sobre la variable radio (mm).

Parametro Valor
Variable Radio (mm)
n 5
Grupo 1 T1: Control
Grupo 2 T2: Confrontacion
Media (1) + DE 44,94 + 0,40
Media (2) + DE 27.90£0,73
Diferencia de medias 17.04
LI (95%) 16.17
LS (95%) 17.91
Intervalo de confianza 16,17 — 17,91
(95 %)
pHomVar 0.2658
t de Student (gl = 8) 45.12
prueba bilateral
p-valor <0.0001

En la Figura 9 se observa por separado el
crecimiento micelial de Trichoderma (A)y Sclerotium
(B) a las 168 horas. Posteriormente y de acuerdo
con la clasificacion propuesta por Bell et al. (1982),
se determin6é que la interaccién entre los hongos
evaluados correspondi® a la clase 2; donde
Trichoderma coloniza dos terceras partes de la
superficie del medio de cultivo, limitando el
crecimiento del fitopatégeno.

Fig. 9: Crecimiento micelial de Sclerotium (A) y
Trichoderma (B) a las 168 horas de incubacién (25
°C).

En la Figura 10 se observa la evolucion del efecto
antagonico entre los dos microorganismos a las 24,
48,72, 96, 120, 144 y 168 horas.
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Fig. 10: Evolucion del efecto antagonico entre S.
cepivorum y una cepa nativa de Trichoderma en medio
PDA a 25 °C, registrada alas 0 h (A), 24 h (B), 48 h (C),
72h (D), 120 h (E), 144 h (F) y 168 h (G).

En la figura 11 se observa la desaceleracion del
crecimiento de Sclerotium en presencia de
Trichoderma a partir de las 48 horas, lo que evidencia
la accion inhibitoria del antagonista y uso potencial
como biofungicida.

o
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Fig. 11: Crecimiento radial (mm) de S. cepivorum
con (T2) y sin Trichoderma sp. (T1) a las 168 h.

4. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

A continuacion, se indican el analisis de los
resultados:

a) Aislamiento de Trichoderma

La cepa nativa de Trichoderma mostré un
crecimiento rapido y la formacién de colonias fueron
densas y algodonosas en medio PDA, lo que
coincide con lo reportado por [15, 16] donde también
se menciona que el cambio de color blanco a verde
en las colonias observada durante la maduracion es
un rasgo distintivo del género, asociado a la
produccién de esporas, y ha sido ampliamente
documentado como un indicador de viabilidad y
potencial de colonizacién en diferentes especies de
Trichoderma.

Por su parte, la presencia de hifas septadas y
conidios agrupados en conidioforos, tal como se
observé en este trabajo, es fundamental para la
identificaciéon y caracterizacién del género, en
concordancia con [16-18]. Otra caracteristica que
permite caracterizar a Trichoderma es el color de las
colonias que varia del verde oscuro al verde claro,
con conidios de entre 2,69 y 5,10 ym de longitud
[19].

b) Aislamiento de Sclerotium

Los resultados de este estudio en relacién con el
aislamiento de Sclerotium sp. coinciden con lo
reportado [20], quienes mencionan que la
observacion de esclerocios pequefos, globosos y
oscuros en la madurez es fundamental para la
identificacion precisa de Sclerotium spp. Por su
parte, [21-22] indican, la importancia que tienen los
esclerocios como estructuras de reposo y su papel
en la supervivencia del patégeno ante condiciones
adversas.

Asi también [23] sefialan que, S. sclerotiorum
produce esclerocios negros, esféricos o irregulares
de 2,4 a 8,6 mm. Asimismo, el cambio de colonias
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blancas y esponjosas a tonos oscuros en medios
como PDA, observada en este trabajo, coincide con
las descripciones de [21-23], complementando de
esta manera la identificacion morfologica realizada
en el presente trabajo. Ademas, la presencia de hifas
septadas y la observacion de estructuras como
conexiones de pinza y ascos cilindricos con
ascosporas ovaladas son tipicas del género
Sclerotium [24].

La caracterizacion morfolégica del patdgeno
representa el sustento técnico y practico inicial de la
investigacion, ya que de esta manera se evita el
riesgo de confusiones entre otros patégenos y se
asegura que la interaccion evaluada corresponde a
S. cepivorum, de acuerdo con los criterios micro y
macroscopicos descritos en [21, 22, 24].

c) Evaluacién in vitro de Trichoderma frente a
Sclerotium.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) obtenido en el presente estudio fue de 37.9%
para Trichoderma sp. frente a Sclerotium sp.; este
valor se encuentra por encima de los reportados por
Zuniga y Ceja (2017), donde obtuvieron un PICR de
22.2% contra S. cepivorum y 17.4% contra S. rolfsii
después de 72 y 48 horas, respectivamente [25]. Sin
embargo, este nivel de inhibicion es menor que el
reportado en otros estudios, como el de [26], quienes
observaron inhibiciones del 63.6% para T.
harzianum, y [27], quienes reportaron hasta 77.4%
de inhibicién con T. harzianumy 76.5% con T. viride
contra S. rolfsii. Estas diferencias pueden atribuirse
a la especificidad de la cepa utilizada y a las
condiciones experimentales, ya que la eficacia
antagonica de Trichoderma varia
considerablemente entre cepas y ambientes, como
también lo mencionan [28], quienes observaron que
una cepa comercial de T. harzianum fue
parcialmente superada por S. rolfsii, mientras que
otra cepa mostré una inhibicion mucho mayor.

En cuanto a la clasificacion de la interaccion segun
la escala de Bell et al. (1982), en este estudio se
determind una clase 2, lo que indica que
Trichoderma coloniz6 dos terceras partes del medio
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y limitd el crecimiento del fitopatégeno, resultado que
supera lo reportado por [28], quienes clasificaron la
interaccion con S. rolfsii como grado 3. En
comparaciéon, con un cepa aislada del suelo de La
Ciénega de Chapala, Michoacan - México, alcanzo
un grado de antagonismo de 1 sobre S. cepivorumy
2 sobre S. rolfsii, mostrando un control aun mas
efectivo en el primer caso. Ademas, se destaca que
T. harzianum redujo significativamente la produccién
de esclerocios de S. cepivorum (95%) y S. rolfsii
(78%).

En la prueba t para muestras independientes se
obtuvo un p < 0.0001, lo que evidencia un efecto
altamente significativo de la confrontacién sobre el
crecimiento radial de S. cepivorum. Este resultado
confirma la hipétesis planteada y demuestra que la
cepa nativa posee una capacidad inhibitoria. El
patrén de inhibicidon observado puede atribuirse a
mecanismos combinados de competencia por
espacio y nutrientes, micoparasitismo y produccién
de metabolitos antifingicos, descritos por varios
autores en estudios similares [6, 7, 11].

Los resultados obtenidos confirman el potencial
antagénico de la cepa nativa de Trichoderma para
utilizarla en programas de manejo biolégico de la
pudricién blanca de la cebolla, en beneficio de los
productores. La utilizacién de esta alternativa
bioldgica podria favorecer el manejo y efectividad
en campo, asi también, reduciendo la dependencia
de fungicidas sintéticos. Se recomienda continuar
con investigaciones posteriores utilizando vy
validando los resultados obtenidos; mediante
ensayos en invernadero y campo, incorporando
pruebas de antagonismo con otros agentes
biocontroladores [6-9, 22].

5. CONCLUSION

Se aislé una cepa nativa de Trichoderma la cual; en
medio PDA, presenté un crecimiento rapido, micelio
algodonoso y conidios agrupados en conidioforos

ée aisl6é Sclerotium sp. a partir de bulbos de cebolla

con pudricion blanca, en medio PDA presenté
micelio blanco algodonoso y la formacion de
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esclerocios que evolucionaron a estructuras oscuras
y endurecidas.

La <cepa nativa de Trichoderma redujo
significativamente el crecimiento radial de S.
cepivorum; en la evaluacion in vitro, alcanzando un
porcentaje de inhibicion del 37,9% a las 168 horas
de incubacién. La interaccion correspondio al grado
2 en la escala de Bell, en el que Trichoderma
colonizé dos terceras partes del medio y limité el
crecimiento del patégeno.

Como proyeccion del estudio, se contempla efectuar
la caracterizacion molecular de la cepa nativa de
Trichoderma utilizando marcadores ITS, con el
propdsito de corroborar su identidad genética a nivel
de especie y sustentar futuras investigaciones en
otras condiciones.
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