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Introduccion:

El cultivo de maiz (Zea mays) es uno de los cereales productores de granos y fibras mas
importantes a nivel mundial. Dentro de las principales limitaciones bidticas que presenta la
produccién de maiz, se reconocen las producidas por los hongos fitopatégenos del género
Fusarium, debido a su amplia distribucién tanto en suelos como en 6rganos de la planta, y
su efecto en la pérdida de rendimiento y en la elaboracién de metabolitos secundarios como
mico toxinas.

El control biolégico de patégenos de plantas y hongos toxigénicos ofrece una alternativa que
puede complementar el control quimico en el marco de un manejo integrado de plagas para
reducir el impacto sobre los rendimientos y sobre la presencia de micotoxinas en alimentos y
cadenas alimentarias. Frente a este panorama, y a la busqueda de nuevas estrategias, las
técnicas de control biologico, utilizando microorganismos para limitar el desarrollo de hongos
en maiz, estan siendo estudiadas y se estan convirtiendo en el nuevo foco de la proteccion
de cultivos a nivel mundial para el control de enfermedades. En la actualidad existe
relativamente menor informacion sobre el estudio del control biolégico sobre estos
patdégenos comparados con la investigacion dedicada al estudio del control quimico, e
incluso se necesitan mayor cantidad de estudios sobre formulaciones, dosis, formatos
tecnologicos y efectos de la aplicacién de agentes de biocontrol sobre la microbiota nativa y
contra los organismos patégenos.

Por lo tanto, respondiendo a la problematica del control de patdégenos del género Fusarium
de una forma amigable con el ambiente, que cumpla con los objetivos planteados por el
manejo integrado de plagas, es que se plantearon los objetivos de este trabajo de estudio.

Objetivos:
a. Aislamiento e identificacién de cepas autéctonas de Fusarium patégenas en maiz.

b. Determinar la dosis infectiva de diferentes aislados autdctonos de Fusarium para
plantines de maiz.

c. Probar la actividad inhibitoria de las cepas autéctonas de Bacillus sp. en plantines de
maiz, previamente inoculados con Fusarium.

d. Determinar la actividad de enzimas hidroliticas extracelulares y agentes sideréforos de los
aislados de Bacillus.



e. Detectar la produccion de compuestos con actividad antibidtica (ensayo de difusion en
agar) para los aislados de Bacillus.
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Metodologia

Se realizo el aislamiento de cepas patdégenas autoctonas de Fusarium a partir de plantas de
maiz que presentaron sintomas de enfermedades asociadas a este género. Se lograron
aislar 10 cepas autéctonas de maiz, desde las espigas y los tallos, y se realizd
caracterizacion fenotipica de las mismas.

Los sintomas que se siguieron para realizar el aislamiento de Fusarium corresponden a
podredumbres de raiz y tallo, con presencia o0 no de micelio blanco o rosaceo, y en las
espigas, granos de la punta con presencia de estrias blancas y presencia o no de micelio
blanco o rosaceo. Al material extraido con sintomas, se le realiz6 la técnica de desinfeccion
seriada, utilizando la metodologia propuesta por Valverde et al., 2007 (inmersiéon en NaClO
1% por 5 min, inmersion en alcohol 70° por 2 min y 5 lavados con agua estéril) para eliminar
microorganismos saprofitos de la superficie del material y se sembré en blotter test (camaras
de algodon y papel humedecidas, durante 7 dias a 24 grados con alternancia de luz y
oscuridad) para el desarrollo de los signos de la enfermedad. Cuando se desarrollé el
micelio, se repico en placas de Petri con medio de cultivo agar papa glucosado y se incubo
durante 7 dias a 24 grados con alternancia de luz y oscuridad. Se realizaron sucesivos
repiques de las cepas hasta obtener micelio sin contaminaciones de otros patégenos o
saprofitos. La caracterizacion fenotipica se llevd a cabo mediante la visualizacién de las
colonias, medicion del crecimiento y observacién de conidios al microscopio, con estos
pasos se determind que el material aislado corresponde al género Fusarium.

Luego para la obtencion de cultivos monospéricos de Fusarium sp en Placa de Petri se
realizaron repiques de las cepas obtenidas en medio de cultivo APG y se las dejo crecer
durante 24 horas, para luego realizar la extraccion de un crecimiento Unico con un
sacabocado. La extraccion se realizé bajo lupa de 40X aumentos bajo el flujo laminar, y el
crecimiento monospoérico se repico sobre APG y se incub6 durante 7 dias a 24 grados con
alternancia de luz y oscuridad. Se realizé observacion de la morfologia de las colonias y de
la velocidad de crecimiento en placa de cada una de las colonias aisladas.



Cabe aclarar que las cepas que resultaron de mayor interés, se sometieron a extraccion de
ADN para llevar a cabo un proceso de PCR (Protocolo Uruguay de extracciéon rapida de
ADN de hongos) para luego enviar a los resultados a laboratorios de identificacion gendmica
para que los mismos sean identificados mediante técnicas de biologia molecular.

Para la determinacion de la dosis infectiva de Fusarium, con la colaboracion del Ingeniero
Quimico Gabriel Vinderola, se realizé un raspado del patégeno (a partir de las cepas
patdgenas de Fusarium), luego la misma se cultivd en 200 mL de medio liquido SNA con y
sin agitacion a través de vortex, en Erlenmeyer de 1 litro. Cabe aclarar que también se llevo
a cabo el cultivo del patégeno en medio solido SNA, con el objetivo de realizar varios
tratamientos que inciten al hongo a que genere estructuras de resistencia (conidios).

Se realizaron mediciones de los mismos con Camara de Neubauer a las 2, 3, 4 y 5 semanas
posteriores al inicio del cultivo del patégeno y en ninguna de las mismas se logré obtener la
densidad de inéculo esperada de 1x10°8 conidios/ml.

Para los demas tratamientos, se parte del mismo medio y posteriormente se diluye con el
objetivo de lograr las densidades previamente estipuladas. (Tratamiento control (100 mL
agua estéril); Tratamiento 1x10°4 conidios/g (1mL de solucién — 99 mL de agua estéril);
Tratamiento 1x10°5 conidios/g (10 mL de solucién — 90 mL de agua estéril); Tratamiento
1x10°6 conidios/g (100 mL de solucién — 0 mL de agua estéril)).

En ninguno de los tratamientos realizados se logré obtener la densidad esperada de 1x10°8
conidios/ml por ende se optd por seguir la recomendacion del fitopatélogo MSc. Roberto de
Rossi, la misma consiste en realizar el cultivo del hongo en ¥2 de APD y en 1/5 de APD a
25°C para luego realizar las mediciones de densidad con cdmara de Neubauer alas 2, 3,4y
5 semanas posteriores a la siembra del patégeno.

Luego el procedimiento consiste en rociar con 20 mL (pesando el rociador) 2 Kg tierra
estéril, posteriormente la muestra se pasa a una bolsa para homogenizarla. Para finalizar, se
reparte en vasos de telgopor, se siembran las semillas de maiz y las evaluaciones a realizar
consisten en porcentaje de planta muertas (dumping off) y érganos necrosados en plantulas.
Ademas se cortan trozos de plantulas con sintomas de dafios y se realiza blotter test
(cdmaras humedas en estufas a 24 grados con alternancia de luz y oscuridad), de los
mismos para corroborar la infeccion del patégeno.

Resultados alcanzados

Transcurrido el periodo de incubacién, se determinaron 8 aislamientos del género Fusarium
spp. A partir de estas cepas de Fusarium spp. se realizaron repiques de los mismos para
poder realizar una adecuada caracterizacion. Con un sorbete se perforé el hongo a propagar
contenido en la caja de Petri, y se sembr6 en angulo recto en el centro de la placa (con
medio de cultivo APG 2%), realizandose 3 repeticiones por aislamiento. Los aislamientos de
Fusarium spp. se caracterizaron morfolégicamente y se determind su velocidad de
crecimiento. Para caracterizar morfolégicamente se observé pigmentacion (en ambas caras
de la caja de Petri), aspecto, textura y borde de la colonia, utilizando como guia a Booth
(1977) (3) y Fernandez Valiela (1978) (17). Para determinar la velocidad de crecimiento se



midié el radio de avance de la colonia en cuatro puntos equidistantes del centro de la
misma. Las mediciones se realizaron cada 12 horas hasta abarcar el 100% de la caja.

Respecto a la caracterizacion morfolégica, lograron conformarse dos grupos de colonias de
Fusarium spp. de acuerdo al color y aspecto del micelio. El primer grupo, conformado por 3
aislamientos, presentaron micelio de color blanco cremoso con micelio liso. Mientras que el
segundo grupo, conformado por T3 los restantes aislamiento presentaron micelio de color
salmén con micelio algodonoso.

Respecto del crecimiento, se pudo observar que las curvas de crecimiento micelial de las
colonias de Fusarium spp. estudiadas en este trabajo, mostraron un buen ajuste al modelo
caracteristico del desarrollo microbiano, en donde se evidencia una primera fase de latencia
que estaria asociada a la adaptacion al medio de cultivo y la sintesis de enzimas que
permiten la degradacion y utilizacion de los nutrientes del medio; una segunda fase
exponencial en la que se obtiene la velocidad maxima de crecimiento; y una tercera fase
estacionaria donde la velocidad de crecimiento disminuye.

Con respecto a la identificacion molecular de los aislados obtenidos, las muestras se
enviaron a caracterizar a Macrogen y aguardamos los resultados.

La proxima fase de este trabajo es probar y encontrar un medio de cultivo pobre en
nutrientes donde los asilados obtenidos se estresen y produzcan estructuras cuantificables
para realizar los ensayos de infectividad propuestos.
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