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ACTIVIDAD ANTAGÓNICA DE FILTRADOS FÚNGICOS FRENTE                                

A Colletotrichum sp., AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS DEL MANGO 

(Manguifera indica L.) 

La agricultura es indispensable para la alimentación. Sin embargo, se encuentra en constante 

amenaza por enfermedades y plagas, debido al impacto del cambio climático. El cultivo de 

mango es afectado por enfermedades fúngicas. Colletotrichum sp. agente causal de la 

antracnosis en cultivos agrícolas, disminuye severamente la producción de mango. El control 

fitosanitario de Colletotrichum sp. emplea fungicidas químicos, que generan efectos 

perjudiciales a la salud humana y ambiental. Por ello, los biopesticidas constituyen una 

alternativa amigable para el manejo de enfermedades en los cultivos. En el presente estudio se 

evaluaron 35 cepas fúngicas, de las cuales 4 fueron seleccionadas: Aspergillus sp. CP12, CP17 

y CP18, y Penicillium sp. CP34, y clasificadas como agentes de control biológico por su 

actividad antagónica frente a Colletotrichum sp. con porcentajes de inhibición superiores al 

60%. Además, durante su cultivo producen metabolitos volátiles con actividad antagónica frente 

a Colletotrichum sp. (64 – 69 %). En cultivo líquido, se obtuvieron filtrados fúngicos con 

actividad antagónica leve (51- 56 %). Sin embargo, a través optimizaciones de condiciones de 

cultivo [fotoperiodo (12 h/d), agitación (120 rpm) y suplementación del caldo papa con 20 g/L 

glucosa y 19 g/L de cloruro de amonio] se obtuvieron filtrados fúngicos con actividad 

antagónica superior contra Colletotrichum sp. alcanzando el 88-91 % de inhibición (p < 0.05, 

ANOVA). Los filtrados fúngicos de Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34, presentan 

compuestos fenólicos (32 y 90 mg GAE/mL, respectivamente) y baja actividad enzimática 

hidrolítica. El presente estudio destaca el aprovechamiento de la diversidad microbiana del 

altiplano boliviano para el desarrollo de bioinsumos agrícolas como alternativa biológica para 

el control de enfermedades fúngicas.  

Palabras clave: Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., filtrados fúngicos, 

actividad antagónica, agentes de control biológico.   

 

 



 

 

ANTAGONIC ACTIVITY OF FUNGAL FILTRATES AGAINST Colletotrichum sp., 

CAUSAL AGENT OF MANGO ANTHRACNOSIS (Manguifera indica L.) 

The impact of climate change, diseases and pests threat agriculture which is essential for food 

supply. Mango cultivation is affected by fungal diseases. Colletotrichum sp. causes the disease 

anthracnose in agricultural crops and affects severely mango production. Chemical fungicides 

are used for phytosanitary control of Colletotrichum sp. despites of harmful effects on human 

and environmental health. Therefore, biopesticides are a friendly alternative for managing crops 

diseases. In this study, 35 fungal strains were evaluated, from which 4 were selected: Aspergillus 

sp. CP12, CP17 and CP18, and Penicillium sp. CP34, and classified as biological control agents 

due to their antagonistic activity against Colletotrichum sp. exhibiting an inhibition greater than 

60%. In addition, during the cultivation volatile metabolites with antagonistic activity (64 – 

69%) against Colletotrichum sp. are produced. In liquid culture, fungal filtrates with limited 

antagonistic activity (51-56%) were obtained. However, through culture conditions 

optimization [photoperiod (12 h/d), agitation (120 rpm) and addition of 20 g/L glucose and 19 

g/L ammonium chloride to potato broth, fungal filtrates with superior antagonistic activity 

against Colletotrichum sp. were obtained reaching 88-91% inhibition (p < 0.05, ANOVA). 

Phenolic compounds (32 and 90 mg GAE/mL) and low hydrolytic enzymatic activity were 

detected in fungal filtrates of Aspergillus sp. CP17 and Penicillium sp. CP34. This study reveals 

the potential of the microbial diversity for developing bioinputs to be employed as biological 

agents against fungal diseases of mango crops. 

Keywords: Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., fungal filtrates, antagonistic 

activity, biological control agents. 
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1 Planteamiento del problema 

Según “The Economist” hasta marzo del 2000, desde 1960 la población humana, había 

incrementado un 90%, mientras que la producción agrícola un 25%, estos datos señalaban que 

la producción agrícola debía de incrementar un 39% considerando un incremento de 1.5 

millones de personas hasta el año 2020 para lograr cubrir la demanda alimenticia. Sin embargo, 

el incremento de la producción agrícola es limitada por la presencia de plagas y enfermedades 

en cultivos, siendo que estas ocasionan pérdidas anuales del 42% en todo el mundo (Fermin 

et al., 2000). En Bolivia, la producción agrícola se duplicó en las dos últimas décadas (INE, 

2019), no obstante el rendimiento productivo de los cultivos es limitado por enfermedades y 

plagas. Entre estos, los cultivos frutícolas son los más propensos a sufrir el ataque de patógenos 

como insectos, nemátodos, virus, bacterias y hongos, siendo que los patógenos fúngicos poseen 

un mayor impacto sobre los cultivos al distribuirse en mayores áreas (Khanzada et al., 2018). 

La antracnosis es una fitoenfermedad que provoca extensas pérdidas económicas, por la 

infección de hongos del género Colletotrichum que afecta a un número importante de hortalizas, 

legumbres, cereales y muchos cultivos tropicales en todo el mundo (Arauz, 2000; Gutiérrez-

Alonso et al., 2001; Hoz et al., 2016; Khanzada et al., 2018; F. Liu et al., 2016). Habitualmente, 

su control es realizado al emplear plaguicidas químicos como los fungicidas; sin embargo, se 

conoce que su vasto e irracional uso ocasiona efectos nocivos en contra de la salud humana, 

animal y ambiental (OMS, 2016), además de contribuir al desarrollo de resistencia contra estos 

por parte de patógenos vegetales que termina por limitar más el rendimiento productivo de los 

cultivos y afectando a la economía de productores y consumidores. 

Todo lo anteriormente mencionado repercute en una problemática y crea la necesidad de 

desarrollar alternativas amigables para el control de plagas y enfermedades. Entre estas el 

control o regulación biológica es una alternativa planteada desde hace mucho tiempo, que 

implica el uso de enemigos naturales o el de sus metabolitos bioactivos en el control de plagas 

y enfermedades, al poseer la habilidad de suprimir el desarrollo de plagas (Driesche et al., 2007; 

Hoyos, 2011; Narayanasamy, 2013). En Bolivia, el control biológico es un terminó poco 

conocido por la población agricultora (FUNDESNAP, 2012). Por ello, hoy en día se realizan 

estudios en el desarrollo de bioplaguicidas a partir de metabolitos bioactivos de 
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microorganismos y plantas que puedan suprimir el desarrollo de patógenos vegetales, 

constituyendo una alternativa innovadora y específica.  

1.1 Justificación  

La alta distribución de plagas en cultivos de interés económico es una problemática que 

compromete a la seguridad alimentaria, llegando a provocar pérdidas significativas en el 

rendimiento productivo y, por ende, estableciendo una limitante en la producción agrícola. Los 

fitopatógenos como Colletotrichum sp., hongo de distribución cosmopolita, afectan a un número 

importante de cultivos en todo el mundo, de los cuales el cultivo de mango es uno de los más 

afectados efectuando pérdidas entre el 40 y 60%, y de hasta del 90% en caso de no seguir un 

control fitosanitario eficaz. Colletotrichum sp. es el agente causal de la antracnosis, una 

fitoenfermedad que se caracteriza por desarrollar manchas foliares y la momificación de 

inflorescencias y de frutos, disminuyendo la calidad y el rendimiento productivo de los cultivos.    

En Bolivia, a través de estudios enfocados en fitoenfermedades que afectan al cultivo de mango, 

se logró aislar e identificar a Colletotrichum sp. como el agente causal de la antracnosis y de ser 

responsable en ocasionar el 70% de pérdidas anuales del fruto (Barrientos Vera et al., 2014; 

Gonzales, 2014). Del mismo modo, también se lo ha identificado en cultivos de tarwi (Lupinus 

mutabilis), cacao (Theobroma cacao) (Tenorio Pari et al., 2017) y otros cultivos. La 

propagación de este patógeno es favorecido por factores abióticos (condiciones ambientales) y 

factores bióticos (organismos como la mosca de la fruta) (Arauz, 2000; Dodd et al., 1991). El 

control de la antracnosis se basa en el empleo de agentes químicos como los fungicidas (Rivas 

& Carrizales, 2007). Sin embargo, estos pueden llegar a ser nocivos para la salud humana, 

animal y ambiental por su excesivo uso (Larrea Poma et al., 2010; OMS, 2016). Asimismo, 

existen reportes que indican la disminución de la efectividad de diferentes fungicidas en el 

control de Colletotrichum sp. y otros fitopatógenos. 

Existen prácticas alternativas al control quimico, estas se basan en el control cultural, mecánico, 

etológico y biológico. De este último, se ha impulsado el estudio de microorganismos, siendo 

que muchos de ellos son productores de una amplia variedad de metabolitos con actividad 

biológica (Atlas & Bartha, 2002; Hoyos, 2011; Narayanasamy, 2013). Por lo cual, el desarrollo 

de esta área permitirá en el futuro próximo, reducir las pérdidas y mejorar el rendimiento 
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productivo de cultivos de interés económico. En ese sentido, esta investigación evaluó la 

producción de metabolitos bioactivos empleando cepas fúngicas con actividad inhibitoria frente 

al desarrollo del fitopatógeno Colletotrichum sp., agente causal de la antracnosis en el mango. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo general 

Evaluar condiciones de cultivo de cepas fúngicas con la finalidad de incrementar la producción 

de metabolitos bioactivos con actividad antagónica frente a Colletotrichum sp., agente causal 

de la antracnosis en cultivos de mango. 

1.2.2 Objetivos específicos 

- Seleccionar cepas fúngicas como agentes de control biológico de Colletotrichum sp. 

- Optimizar condiciones fisicoquímicas durante el cultivo para la producción de filtrados 

fúngicos con actividad antagónica contra Colletotrichum sp., empleando agentes de 

control biológico seleccionados. 

- Identificar componentes activos de filtrados fúngicos con actividad antagónica frente a 

Colletotrichum sp. 

2 Diseño teórico  

2.1 Marco referencial 

2.1.1 Antecedentes generales sobre el problema en estudio 

Bolivia, cuenta con una amplia diversidad de ecosistemas que permite el cultivo de cereales, 

frutales, hortalizas, oleaginosas, tubérculos y forrajes (Zeballos, H., 2006). No obstante, el 

rendimiento productivo de cultivos puede ser afectado por la presencia de plagas y 

enfermedades, durante diferentes etapas de desarrollo, que como consecuencia provoca pérdidas 

económicas significativas (Gonzales, 2014). Entre los patógenos que provocan enfermedades 

en los cultivos, los hongos son conocidos como los principales agentes causales, al ser 

favorecidos por su oportuna adaptabilidad climática y variabilidad genética (Dodd et al., 1991). 

Asimismo, cabe notar que los cultivos frutícolas son más susceptibles a sus ataques, entre los 

cuales están: Alternaria sp., Cladosporium sp., Oidium sp., Monilia sp., Botrytis cinérea (Coca, 

2011), Mycosphaerella sp., Cercospora sp., Phytophthora sp. (Chávez et al., 2014), Fusarium 

sp., Pestalotia sp. y Colletotrichum sp. (Mamani, et al., 2018). El control de estos patógenos se 

basa en el empleo de fungicidas químicos, que debido a la ausencia de información y 
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capacitación, su vasto uso ha generado una problemática que repercute en la salud humana y 

ambiental  (Larrea Poma et al., 2010; OMS, 2016). Aparte de afectar a la economía de 

productores y consumidores, generando un impacto social, lo que conlleva a la búsqueda de 

soluciones alternativas, sostenibles y saludables. 

En los últimos años, el control biológico mediado por microorganismos beneficiosos ha sido 

considerado como un elemento importante en las estrategias integradas de manejo de 

enfermedades (Latz et al., 2018). Diferentes estudios han demostrado que las plantas pueden 

desarrollar asociaciones con microorganismos para su propio beneficio, donde estos llegan a 

colonizar la superficie de la planta o interactúan con sus raíces a través del suelo, entre los 

microorganismos mayormente empleados y estudiados se encuentran las bacterias del género 

Bacillus y Pseudomonas. Por otro lado, diferentes estudios han demostrado la capacidad y el 

gran potencial de los hongos para efectuar un control biológico sobre las enfermedades al 

emplear distintos mecanismos de acción frente a patógenos, de este grupo el hongo más 

estudiado es Trichoderma spp., conocido también como un agente promotor de crecimiento 

vegetal. Del mismo modo, estudios también han destacado a hongos filamentosos que a 

diferencia del género Trichoderma no han sido estudiados a gran profundidad y que serían de 

interés  para el estudio y producción de metabolitos antifúngicos (Nicoletti et al., 2007). 

2.1.2 Descripción del ámbito de estudio 

El cambio climático es uno de los mayores problemas globales que enfrenta nuestro medio 

(Garitano-Zavala, 2016). Problemática que repercute en los ciclos naturales de los ecosistemas, 

provocando alteraciones en la precipitación, la temperatura y la distribución de fitopatógenos   

en cultivos agricolas (FAO, 2008a; Hódar et al., 2012). A ello se compromete el generar 

respuestas adecuadas a nuestras propias condiciones políticas, económicas y culturales. El 

estudio de alternativas tecnológicas sostenibles, basadas en la producción de insumos agrícolas 

como los bioplaguicidas y biofungicidas contribuirá al desarrollo productivo y tecnológico de 

nuestro país. Los bioplaguicidas y biofungicidas formulados a partir de metabolitos bioactivos 

de microorganismos y plantas, poseen ventajas que son valoradas en el sector agrícola, al ser 

biodegradables y no dejar residuos nocivos en el suelo o en los frutos. Así también, estos se 
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destacan al ser específicos y al no intervenir sobre la población de organismos benéficos (Atlas 

& Bartha, 2002; Chávez et al., 2014; Hoyos, 2011).  

Por tanto, el presente estudio evalúa la actividad antagónica de metabolitos producidos por cepas 

fúngicas, con la finalidad de proponer formulaciones que puedan ser empleadas como 

bioinsumos agrícolas, para reducir el desarrollo de fitopatógenos, como Colletotrichum sp. 

agente causal de antracnosis en cultivos de mango y a su vez reducir el uso de pesticidas.   

2.2 Marco teórico 

2.2.1 Cultivo de mango 

2.2.1.1 Aspectos generales del cultivo de mango 

El mango (Mangifera indica L.), es un frutal originario del sudoeste asiático, según Galán 

Sauco, (2009) la clasificación taxonómica del mango corresponde a: 

Reino: Plantae,  

División: Magnoliophyta,  

Clase: Magnoliopsída, 

Subclase: Rosidae. 

Orden: Sapindales. 

Familia: Anacardiaceae. 

Género: Mangifera. 

Especie: Mangifera indica L. 

El cultivo de mango se origina en el trópico de la India, pero ha llegado a ser adaptado y 

naturalizado a climas subtropicales a consecuencia de los movimientos migratorios de la 

población humana, siendo considerado como un fruto importante en la dieta de diferentes 

culturas (Yadav & Singh, 2017). Los arboles de mango pueden llegar a medir entre los 30 y 40 

metros de altura, con una copa densa conformada por hojas perennes de color verde claro a rojo 

o púrpura al brotar y que gradualmente se tornan de color verde oscuro, su sistema radicular se 

caracteriza por ser profundo y fuerte, llegando a alcanzar 10 metros de radio desde el tronco 

permitiéndole resistir a temporadas secas (Galán Sauco, 2009; Yadav & Singh, 2017). 

2.2.1.2 Fenología del cultivo de mango  

La fenología del cultivo de mango, está sujeto a condiciones ambientales, siendo que su 

desarrollo puede ser influenciado por factores abióticos (radiación, precipitación y temperatura), 

llegando a tolerar temperaturas de 15 a 50ºC (Ramírez et al., 2014). Su desarrollo presenta tres 
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etapas de crecimiento vegetativo y una etapa de crecimiento reproductivo (fig. 1), que incluye 

el desarrollo foliar (brotación de hojas jóvenes); la aparición de inflorescencias o panículas 

terminales; la floración (unión de gametofitos masculinos y femeninos) asistida por 

polinizadores (insectos y aves) y el desarrollo del fruto, proceso que suele durar 180 días hasta 

su cosecha (Galán Sauco, 2009; Hernández Delgado et al., 2011; Ramírez et al., 2014).   

Figura 1. Fenología del cultivo de mango. A. Brotación; B. Floración; C. Cuajado, formación de canicas; D. 

Desarrollo del fruto; E. Maduración del fruto; F. Fruto maduro. Adaptado de “Phenological growth stages of mango 

(Mangifera indica L.) according to the BBCH scale”, Hernández, P., 2011, Scientia Horticulturae, , 1(30), 536–

540. 

2.2.1.3 Propiedades nutricionales del mango 

El mango es un fruto tropical de mayor producción en el mundo, con una producción anual de 

27 millones de toneladas, seguido del banano, piña, papaya y palta (FAO, 2008b). Desde el 

punto de vista nutricional, el mango es una fuente significante de fibra (pectinas), ácidos 

orgánicos (ácido cítrico y ácido málico), vitaminas y compuestos polifenólicos (taninos) de 

carácter antioxidante (Corrales-Bernal et al., 2014; Robles-Sánchez et al., 2009). En base a lo 

anteriormente mencionado, diferentes estudios proponen la industrialización del mango, 

considerando a esta ecoeficiente y sostenible, generando productos de valor agregado a partir 

de la materia prima (cáscara, pulpa y hueso) que habitualmente suele pasar como desecho 

(Sumaya-Martínez et al., 2012).  

El mango, puede ser aprovechado como fuente de ingredientes de alimentos funcionales para 

controlar niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos (Ajila et al., 2008; Schieber et al., 2003) 

o como ingredientes de cosméticos, puesto que los aceites obtenidos del hueso son ricos en 

ácidos grasos poliinsaturados con propiedades emolientes, regeneradoras, antimicrobianas y 

nutritivas (Engels et al., 2009; F.-X. Liu et al., 2013).  
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2.2.1.4 Producción de mango en Bolivia    

En el 2010, Bolivia ocupó el puesto 93 de los 115 países exportadores de mango (IBCE, 2011). 

Según la Encuesta Nacional Agropecuaria del 2008, la superficie destinada para el cultivo de 

mango fue de 1164 hectáreas, con un rendimiento de 9033 toneladas métricas del fruto (INE, 

2009), siendo cultivado en siete departamentos (tabla 1). Las variedades cultivadas de mango 

se basan en el mango criollo, manga piña, manga papaya y manga cruceña (Aparicio & Díaz, 

2015), cuya cosecha es realizada entre los meses de septiembre a enero (Montes, 2005).  

Tabla 1. Producción de mango en Bolivia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de “Sistema de producción del cultivo de mango en el municipio de Irupana”, Aparicio, J.,2015, Revista 

de Investigación e Innovación Agropecuaria y de Recursos Naturales, 2(1), p.98. 

En el Departamento de La Paz, la población productora mayoritaria de mango, se sitúa en el 

municipio de Irupana, provincia Sud Yungas (Aparicio & Díaz, 2015; Gonzales, 2014). 

Asimismo, en la última década, el gobierno a través de instituciones como SENASAG y 

FONADIN ha planteado promover y apoyar la producción de mango a través de talleres de 

capacitación en el control integrado de plagas y en el manejo del producto con la finalidad de 

mejorar la calidad y el rendimiento productivo (Aparicio & Díaz, 2015; Senasag, 2016).  

2.2.2 Plagas y enfermedades que afectan al cultivo de mango  

El mango es un cultivo que es afectado por diferentes enfermedades y plagas a lo largo de su 

desarrollo, durante la pre y post cosecha (Mulkay, 2010). La enfermedad que llegue a 

desarrollarse puede ser potencializada por la ausencia de nutrientes, estrés fisiológico (Agrios, 

1995), alta incidenca de agentes patógenos y cambios drasticos en el medio (factores abioticos), 

fortaleciendo la sintomatologia de la enfermedad. Entre los agentes patógenos que afectan a 

plantas destacan los insectos, bacterias y hongos; en el caso del cultivo de mango, este es atacado 

por patógenos microbianos como Colletotrichum gloesporiodes Penz agente causal de la 

antracnosis (Arauz, 2000), Fusarium mangiferae causante de la escoba de bruja (Steenkamp 

Departamento productor Área de cultivo destinada en hectáreas (ha) 

La Paz 417  

Cochabamba 290  

Santa Cruz 208  

Beni 104  

Pando 78   

Chuquisaca 39   

Tarija 28   
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et al., 2000), Oídium mangifera Bretel causante del oídio o ceniza  (J. A. Tores, 1997), 

Pseudomonas syringae pv. syringae causante de la necrosis apical (J. Tores et al., 2016), 

Dothiorella dominicana causante de la podredumbre y gomosis del ápice (González-Fernández 

& Hormaza, 2005), Xantocones campestres causante de la mancha bacteriana (Manicom, 1986), 

Alternaria sp., Ceratocystis fimbriata, Phythosphora infestans y Cladosporium tenuissimum 

causantes de la mancha negra (Galan Sauco, 2009). 

Asimismo, el cultivo de mango también es atacado por plagas como Aulacaspis tubercularis 

(cochinilla del mango) que afecta al fruto (Noriega et al., 2016), Cryptorhynchus mangiferae 

que afecta a la raíz del árbol (Morimoto, 1978), Anastrepha fraterculus y Ceratitis sp. ambas 

moscas de la fruta. Adicionalmente, estudios recientes señalan la importancia de la relación 

entre Colletotrichum sp. y Anastrepha fraterculus, ya que esta última participaría en la 

diseminación de conidios de Colletotrichum sp. en los frutos durante su maduración al cumplir 

su ciclo biológico (fig. 2).  

 

Figura 2 Relación entre el ciclo de vida Anastrepha fraterculus y la diseminación de Colletotrichum sp. agente 

causal de la antracnosis. Elaborado con BioRender con adaptaciones de “Manejo y Control de Moscas de la Fruta” 

de Vilatuña, J., 2010, p. 3, Quito, Ecuador: Agrocalidad 

La diseminación de conidios de Colletotrichum sp., por Anastrepha fraterculus involucra a la 

mosca hembra que se diferencia de la mosca macho al poseer un oviscapto empleado para la 

ovoposición de sus huevos en frutos. La infección de los frutos con Colletotrichum sp. se da 

cuando la mosca posa sobre frutos enfermos y sanos, en esta acción esta transporta conidios en 

sus patas. La penetración de la epidermis con su oviscapto facilita la germinación y desarrollo 
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hifal del conidio (Galan Sauco, 2009). Por último, cabe destacar que la presencia de agentes 

patógenos en los cultivos de mango, no solo implica perjuicios en el sector agrícola; sino 

también en la salud pública, debido a que muchos de estos agentes y en especial patógenos 

fúngicos, poseen la capacidad de producir una variedad de metabolitos nocivos para la salud 

humana como las micotoxinas que son responsables de provocar alergias e inducir afecciones 

graves como el cáncer. 

2.2.2.1 Antracnosis y agente causal  

La antracnosis es una fitoenfermedad que provoca pérdidas económicas significativas por la 

disminución de la producción, al afectar y ocasionar lesiones necróticas en hojas, ramas, 

inflorescencias y frutos (Dodd et al., 1991). Esta enfermedad fue descrita por primera vez por 

Almeida en 1899 en Portugal. Y es ocasionada por diferentes especies de Colletotrichum que 

abarcan alrededor de 600 especies y que afectan a más de 3000 especies de plantas silvestres y 

cultivos en zonas tropicales, subtropicales y templadas (Hoz et al., 2016). El ciclo de vida de 

Colletotrichum sp. comprende de dos fases, una fase sexual y otra asexual, que combinadas 

favorecen su dispersión y patogenicidad, en función a su variabilidad genética (Kim et al., 

1998). El ciclo inicia por la esporulación y contaminación de conidios por acérvulos de 

Colletotrichum sp. (fig. 3A) en frutos momificados hacia hojas jóvenes, inflorescencias y frutos 

sanos. Las lesiones en hojas, inician con una pequeña mancha angular de color grisáceo a 

negruzco, que se amplía a extensas áreas, produciendo necrosis vegetal e induciendo su caída 

temprana durante la época seca (Arauz, 2000).  
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Figura 3. Ciclo de antracnosis en mango. A. Ciclo de vida de la antracnosis; B. Desarrollo de infección latente. 

Las líneas continuas representan el ciclo de la enfermedad, las líneas punteadas representan la fenología del mango. 

Recuperado de “Mango Antracnose: Economic Impact and Current Options for Integrated Management”, Arauz, 

L., 2000, Plant Disease, 84(6), p. 603 

Cuando la infección llega a inflorescencias (panículas), impide la floración provocando la 

necrosis del tejido e induce la marchitez de flores y aborto de frutos (Gutiérrez-Alonso et al., 

2001). El fruto es infectado mientras permanece inmaduro (infección latente); inicialmente, los 

conidios de Colletotrichum sp. se fijan a la superficie inmadura del fruto, formando una capa 

mucilaginosa compuesta por polisacáridos y glucoproteínas (fig. 3B). La germinación de los 

conidios es favorecida por ceras epiculares y el etileno del hospedante, coincidiendo con la 

maduración del fruto e induciendo la formación de un apresorio que se caracteriza por su 

estructura asimétrica con un domo superior melanizado y una región basal plana que contiene 

un conducto para la penetración de hifas a través de la cutícula y células epidérmicas del fruto. 
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La formación del conducto, involucra la fuerza mecánica a través de la alta presión de turgencia, 

así como la acción enzimática mediante la secreción de enzimas degradadoras (Ploetz, 2008; E. 

S. Rodríguez-López et al., 2009). La infección es detenida por la secreción de sustancias 

antifúngicas del árbol (infección latente), pero continua cuando el fruto entra en proceso de 

maduración cuando se reducen las sustancias antifúngicas.   

 
Figura 4. Sintomatología de la antracnosis en mango. A. Necrosis y marchitez de hojas; B. Marchitez de panículas; 

C. Necrosis en ramas y brotes; D. Necrosis en fruto maduro y D. lesiones en la pulpa del mango. Adaptado de 

“Mango Antracnose: Economic Impact and Current Options for Integrated Management”, Arauz, L., 2000, Plant 

Disease, 84(6), p. 602-603 

La sintomatología de la antracnosis se caracteriza por la aparición de manchas necróticas y la 

marchitez de hojas, ramas, panículas y frutos (fig. 4). En los frutos, se suele observar lesiones 

necróticas en la superficie, siendo más comunes en el final del tallo y el ápice del fruto; 

asimismo, estas pueden llegar a afectar la pulpa (mesocarpio), contribuyendo a la 

descomposición completa del fruto (Arauz, 2000; Ploetz, 2008; E. S. Rodríguez-López et al., 

2009).  

2.2.2.2 Pérdidas de producción agrícola por Colletotrichum sp. 

La antracnosis ocasiona la disminución del rendimiento productivo de los frutos hasta un 90 % 

en diferentes países, afectando significativamente a la economía de éstos (É. S. Rodríguez-

López et al., 2013). Adicionalmente, esta puede transmitirse a otros cultivos e inducir mayores 

pérdidas (Arias Rivas & Carrizales, 2007; Dodd et al., 1991). Por otro lado, diferentes estudios 

han observado que la infección con Colletotrichum sp. y el desarrollo de la antracnosis en pre- 

y post cosecha no solo afecta el rendimiento agrícola del fruto, sino también la comercialización 

del producto, siendo que el desarrollo de la enfermedad continúa durante el transporte y 



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

12 

 

almacenamiento; además de transmitirse a frutos sanos, repercutiendo en su calidad y en el 

cumplimiento de las normas de calidad para su exportación (Arauz, 2000; Ploetz, 2008).  

En Bolivia, la población que reside en el municipio de Irupana, Departamento de La Paz, llega 

a perder cerca del 70 % de sus cosechas de mango a causa de enfermedades como la antracnosis, 

escoba de bruja, mancha foliar y mancha negra, siendo causadas por Colletotrichum sp., 

Fusarium verticillioides, Pestalotia sp. y Alternaria sp., entre otras (Mamani, et al., 2018). 

Asimismo, se ha detectado la presencia de plagas como la mosca de la fruta (Gonzales, 2014). 

Este escenario, es común en otras zonas productoras del país, pese a que se utilizan diferentes 

técnicas para su control. En el 2010, las exportaciones bolivianas de mango y mangostanes 

frescos o secos a Estados Unidos y Países Bajos, alcanzó un total de 14,504.00 USD, las 

perspectivas de mercados potenciales para la exportación de mango se basan en el rendimiento 

agrícola anual (IBCE, 2011), para ello, se deben diseñar y aplicar estrategias que combinen 

técnicas de control integrado de plagas para disminuir pérdidas durante la pre-y post cosecha 

del fruto.     

2.2.3 Control de plagas y enfermedades  

El control de plagas y enfermedades en los cultivos, implica el uso de estrategias que las 

minimicen, y estas habitualmente se basan en el enriquecimiento del suelo (empleo de 

fertilizantes), riego, poda de hojas y ramas enfermas, trampas contra la población de plagas y la 

aplicación de plaguicidas, entre otros (FUNDESNAP, 2012). La Organización Mundial de la 

Salud define a los plaguicidas como: sustancias destinadas a la prevención y control de plagas, 

incluyendo vectores de enfermedades de origen humano o animal (World Health Organization 

& Programme, 1990). Los plaguicidas y fungicidas, empleados en el control químico suelen 

estar constituidos por uno o más ingredientes activos de origen inorgánico u orgánico, que 

pueden variar de acuerdo a su composición (tabla 2). 
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Tabla 2.        Clasificación de fungicidas según su composición  

Adaptado de “Apuntes sobre fungicidas”, Vivienne, G. Recuperado de 

http://www.pv.fagro.edu.uy/cursos/pvh/DocsPVH/Apuntes_Fungicidas. 

Del mismo modo, los plaguicidas pueden clasificarse según su comportamiento con las plantas: 

contacto directo, cuando son aplicados sobre el cultivo y previenen infecciones; plaguicidas 

sistémicos, cuando son absorbidos y acoplados al sistema vascular de la planta. Existe también 

otra clasificación de acuerdo a su grado de toxicidad (tabla 3) sobre la salud humana, empleando 

diferentes bandas de colores para diferenciarlos (Bascopé Zanabria et al., 2019).  

Tabla 3.       Clasificación toxicológica de plaguicidas, según la OMS 

 Banda de toxicidad (color de etiqueta) Grado de toxicidad 

 Ia Extremadamente tóxico 

 Ib Altamente tóxico 

 II Moderadamente tóxico 

 III Ligeramente tóxico 

 IV Precaución 

Adaptado de “The WHO recommended classification of pesticides by hazard and guidelines to classification” de 

World Health Organization & International Programme on Chemical Safety, 2010.  

La importancia del conocimiento de la toxicidad de plaguicidas, se basa en la precaución para 

limitar su uso y prevenir intoxicaciones humanas; además de la contaminación de suelos y 

cuerpos de agua. Existen estudios que evidencian los efectos que estos ocasionan en la salud 

humana al ser acumulados en el organismo, ocasionando intoxicaciones que comprometen daño 

cardiovascular, renal, hepático, efectos cancerígenos y problemas a nivel del SNC, entre otros. 

Además, reportes de su efecto sobre poblaciones microbianas y organismos del suelo (Vargas 

M. & Ubillo F., 2001) interrumpiendo los ciclos biogeoquímicos que aportan los elementos 

vitales en el suelo e induciendo su infertilidad y erosión (FAO, 2017).  

Clasificación  Ingredientes activos  

Metoxiacrilatos Azoxistrobina 

Triazoles Epoxiconazole, ciproconazole, difenoconazole, propiconazole, 

fenbuconazole, flutriafol, tebuconazole, Flusilazole. 

Derivados del 

benceno 

Clorotalonil 

Ditiocarbamatos Mancozeb 

Bencimidazoles Carbendazim, tiabendazol, metil tiofanato. 
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2.2.3.1 Uso de agentes químicos en Bolivia  

Durante las dos últimas décadas, Bolivia ha cuadriplicado la importación de plaguicidas de 10 

mil toneladas en el 2004 a 40 mil toneladas en el 2016, obteniendo aun así un rendimiento 

agrícola por debajo del 20 % (Arestegui, 2019). El uso excesivo de estos productos ha 

repercutido sobre la salud pública y la contaminación ambiental. Reportes indican que, de 229 

plaguicidas registrados, 164 (72%) son altamente tóxicos, 105 son prohibidos en otros países y 

75 no permitidos en la Unión Europea (Chuquimia, 2018; FUNDESNAP, 2012).  

2.2.3.2 Agentes químicos para el control de la antracnosis 

El uso de fungicidas químicos para el control de la antracnosis en cultivos de mango, se basa en 

la prevención de la aparición de la sintomatología (Mc Grath, 2014). Entre los fungicidas más 

comunes para el control de la antracnosis se encuentran: como principio activo el Benomil en 

Benomil 50WP® y  Bezil 50WP®, fungicida sistémico de categoría II; carboxamida en 

Captan®, que inhibe la germinación y desarrollo micelial de esporas, como fungicida de 

contacto de categoría III; Carbendazim en Bavistin 500® y Derosal 500® que inhibe el 

desarrollo de los tubos germinativos, la formación de apresorios y el crecimiento del micelio, 

fungicida de contacto de categoría III; Mancozeb en Manzate 200®,  Maneb® y Dithane M-

45® de categoría III , que inactiva grupos sulfhidrilo de aminoácidos y enzimas provocando 

alteraciones en el metabolismo (Liñan, 2018); Azoxystrobin en Amistar 50® fungicida 

sistémico de categoría IV, que inhibe la germinación de esporas y crecimiento del micelio; 

metalaxyl en Ridomil®, fungicida sistémico de categoría III que inhibe la síntesis de proteínas 

e interfiere en la síntesis de ARN ribosomal ; y los compuestos de cobre como la Pasta Bordelesa 

y Ramcaf®  con oxicloruro de cobre como principio activo, que inhibe la germinación y 

desarrollo de esporas (Agrios, 1995).  

En Bolivia, según estudios realizados por Barrientos Vera et al., (2014), los fungicidas más 

utilizados en el control de la antracnosis incluyen el uso de Ridomil®, Antracol® (principio 

activo ditiocarbamato) y Ramcaf ®. Sin embargo, estudios recientes demuestran la generación 

de resistencia de Colletotrichum sp. hacia estos fungicidas a consecuencia de sus excesivas 

aplicaciones en cultivos, lo cual beneficia la diseminación de la antracnosis. Ante esta 

problemática, se crea la necesidad de desarrollar otras alternativas amigables en el control de 

plagas y enfermedades. 
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2.2.4 Control biológico de plagas y enfermedades que afectan a cultivos agrícolas 

El control o regulación biológica, fue definido por primera vez en 1919 por Smith como: la 

introducción de enemigos naturales a una nueva zona con el objetivo de controlar determinadas 

plagas. Esta definición fue modificada por la Organización Internacional de Lucha Biológica a: 

la utilización de organismos vivos, o sus productos, con el fin de controlar los daños causados 

por organismos nocivos (Perez, 2004). De tal manera, que hoy en día el control biológico emplea 

a organismos como bacterias, hongos, nematodos e insectos como agentes de control biológico 

(BCAs) en el control de plagas y enfermedades en cultivos. Asimismo, los BCAs también 

incluye a compuestos de origen natural, como extractos vegetales y metabolitos de 

microorganismos, ya que poseen efectos nocivos sobre el desarrollo de patógenos y disminuyen 

los daños en tejidos vegetales (Ehlers, 2011; Narayanasamy, 2013).   

Habitualmente, los BCAs suelen ser aislados del suelo y de tejidos vegetales (raíz, tallos, hojas 

y frutos) (Azcón-Bieto & Talón, 2013). Y su introducción en cultivos agrícolas puede ser 

realizado a través de: i) la inoculación inundativa, que implica su aplicación en altas 

concentraciones y ii) la inoculación aumentativa, que implica aplicaciones seguidas en menores 

concentraciones para fortalecer la población de BCAs en el suelo (Cook et al., 1996). A 

diferencia de los plaguicidas, los BCAs son considerados como una práctica amigable en el 

control de plagas y enfermedades, debido a que posee mayores ventajas como la espeficidad al 

no ser perjudicial con organismos benéficos, ser complejos y tener menor riesgo en el desarrollo 

de resistencias. Por ello, los BCAs tienen el potencial de desempeñar un papel importante en el 

control de plagas y enfermedades al ser una práctica sostenible y ambientalmente segura. 

Además de permitir un mayor aprovechamiento y conocimiento de la biodiversidad microbiana 

(Narayanasamy, 2013).  

2.2.4.1 Mecanismos de acción antagónicos desarrollados por BCAs microbianos  

Los BCAs son organismos que al interactuar con agentes patógenos activan diferentes modos y 

mecanismos de acción para suprimir e inhibir el desarrollo del agente patógeno (Costa et al., 

2019). Por lo cual, para una comprensión mejorada, estos han sido clasificados en dos tipos de 

antagonismo: directo e indirecto; involucrando a una variedad de metabolitos antagónicos. El 

antagonismo directo resulta del contacto físico y del grado de selectividad de los BCAs por los 

patógenos. Al desarrollar mecanismos de acción como el hiperparasitismo y la hipovirulencia. 
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Mecanismos que se caracterizan por la secreción de enzimas líticas para la digestión de 

estructuras celulares (hiperparasitismo) (Bowman & Free, 2006), la competición (espacial y 

nutritiva) (Di Francesco et al., 2016) y la producción de sideróforos (quelación de Fe 2+) 

(hipovirulencia) (Cano, 2011; Hoyos, 2011; Junaid et al., 2013).   

Por otro lado, el antagonismo indirecto resulta de una interacción no física que principalmente 

se basa en la secreción de sustancias toxicas para el patógeno y amigables para las plantas. Por 

ejemplo, bacterias del género Bacillus sintetizan lipopéptidos (iturinas, fengicinas y surfactinas) 

que interrumpen la fluidez de la membrana plasmática y que provocan su ruptura (Villarreal-

Delgado et al., 2018). El favorecimiento con las plantas, se basa en la promoción del crecimiento 

al producir estructuras análogas a fitohormonas, vitaminas e inductores de resistencia sistémica 

que fortalecen el desarrollo y reducen la susceptibilidad a patógenos (Cano, 2011; Leal-Almanza 

et al., 2018; Villarreal-Delgado et al., 2018). 

Tabla 4. Mecanismos de acción en el control biológico de fitopatógenos  

Tipo de 

antagonismo 
Modo Mecanismo BCA 

D 

I 

R 

E 

C 

T 

O 

Depredación Consumo de la presa Nematodos depredadores 

Parasitismo * 
Destrucción del patógeno 

por simbiosis 

Microorganimo 

productor de enzimas 

líticas 

Hipovirulencia * 

Silenciamiento de virulencia 
Microorganimos                

o fagos 

Quelación y secuestro de 

hierro 

Sideróforos, quelantes 

producidos por 

microorganimos 

Ocupación física del nicho BCA competidores 

 

I 

N 

D 

I 

R 

E 

C 

T 

O 

 

Inhibición Antibiosis 

Producción de sustancias 

antifúngicas y 

antibacterianas 

 

Favorecimiento  

de la planta 

 

Resistencia sistémica 

inducida 

Moléculas análogas a 

fitocomponentes 

Mejoramiento del estado 

nutricional por incremento 

en la disponibilidad de 

nutrientes 

Sideróforos, quelantes, 

ácidos orgánicos 

producidos por 

microorganismos 

Estimulación del 

crecimiento vegetal 

Fitohormonas de origen 

biológico 
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*Mecanismos de acción que actúan de manera directa e indirecta en el control de fitopatógenos.  Adaptado de 

Hoyos, 2011. 

Comprender como funcionan los BCAs facilita la optimización del control y a detectar cepas 

eficientes. Estudios de co-cultivo como el enfrentamiento dual permiten observar la reacción de 

interacción entre BCAs y patógenos, permitiendo observar la actividad antagónica (con indicios 

de diferentes mecanismos antagónicos) y de seleccionarlos como potenciales BCAs (Baron 

et al., 2019; Köhl et al., 2019). De tal modo, que se ha desarrollado escalas para clasificar su 

efecto en patógenos (Bell et al., 1982).    

2.2.4.2 Hongos como agentes de control biológico 

En la actualidad numerosos estudios han reportado a hongos como BCAs por su capacidad de 

desarrollar diversos modos y mecanismos de acción ya mencionados (Butt et al., 2018). Entre 

los microorganismos de origen fúngico más destacados como BCAs se encuentra el género 

Trichoderma que posee actividad antagónica contra numerosos patógenos de importancia 

agrícola y económica como Phytophthora sp., Botrytis sp., Rhizoctonia sp., Moniliophthora 

roreri y Fusarium sp. que entre otros afectan a la producción de cultivos hortícolas, frutícolas y 

cereales. Entre los mecanismos empleados por el género Trichoderma incluyen la antibiosis 

(secreción de tricodermina), micoparasitismo (adhesión y enrollamiento), competición por 

nutrientes y nicho (secreción de sideróforos), promoción del crecimiento vegetal (secreción de 

etileno), inducción de la resistencia sistémica (secreción de fitohormonas que incluyen a 

citoquinas, indol-3-acidoacetico y giberelinas) y la modificación de las condiciones 

ambientales. 

Los microorganismos fúngicos que habitan en el suelo interactúan con la flora y pueden actuar 

como promotores de crecimiento de vegetal y como agentes de control biológico debido a la 

interacción que poseen con raíces de plantas. En la rizosfera del suelo, las micorrizas (del griego 

myces, hongo y rhiza, raíz) y hongos del Phyla Ascomycota interactúan con las raíces de plantas 

y se asocian simbióticamente con células vegetales del córtex contactarse a través de hifas 

fúngicas (micelio) y al formar redes que favorecen una mayor captación de agua y nutrientes 

por la solubilización de minerales para que puedan ser aportados y así favorecer el desarrollo y 

crecimiento de plantas (Solomon et al., 2013); además tanto micorrizas y hongos del Phyla 

Ascomycota pueden proteger a plantas del ataque de distintos patógenos a través de distintos 
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mecanismos de acción antagónicos (Alarcón & Ferrera, 1999; Camargo, Montaño, & De la 

Rosa, 2012; Agrogenia, 2015). Sin embargo, cabe recalcar que hongos del Phyla Ascomycota, 

se destacan como hongos más predominantes del suelo, entre estos se destacan los géneros 

Aspergillus y Penicillium ya que sus formas reproductoras esporulantes les permite distribuirse 

en diversos pisos ecológicos (Tedersoo, et al. 2014; Eguidi et al. 2019). Estudios realizados por 

Eguidi et al. (2019) demostraron que cepas de Penicillium oxalicum poseen la capacidad de 

coadyuvar a el crecimiento de cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) en condiciones 

adversas, siendo beneficiados en una mayor captación de nutrientes y tolerancia al estrés 

abiótico. Asimismo, recientes estudios señalan a los géneros Penicillium y Aspergillus como 

productores de enzimas catalíticas y metabolitos secundarios como ácidos organicos y de otros 

compuestos farmacéuticos importantes (Varga & Samson, 2008). Los metabolitos secundarios 

son considerados productos naturales bioactivos que derivan del metabolismo microbiano 

(Madigan et al. 2009) y que pueden ser obtenidos a través del cultivo de microorganimos activos 

biológicamente en estado líquido o en cultivo en estado sólido (Patil, Patil, & Maheshwari, 

2016).  

En la actualidad estudios recientes se basan en la obtención de metabolitos secundarios 

bioactivos para su comercialización y empleo en el control de plagas y enfermedades, además 

de conocer su efecto potenciador en el crecimiento vegetal (Narayanasamy, 2013). Sin embargo, 

en términos de bioseguridad éstos deben ser estudiados ampliamente antes de su utilización 

como agentes de control biológico en el campo y seguir una secuencia de pasos a seguir para 

que estos cumplan normas exigidas por organizaciones que las controlan, estos implican : i) el 

aislamiento del BCA; ii) estudios sobre la ecología, fisiología y taxonomía del BCA, iii) estudios 

in vitro e in vivo  en la producción y aplicación de metabolitos bioactivos, analizando la dosis 

efectiva contra fitopatógenos; iv) elucidación de componentes bioactivos y mecanismos de 

acción, v) producción en masa de componentes bioactivos, vi) formulación de componentes para 

evitar disminución de eficacia (protección contra la desecación y luz UV) y vii) por último, 

capacitación del usuario, facilitando la comprensión de las características del producto. 

Por lo anteriormente descrito, el uso de BCAs es considerado una práctica amigable debido a 

que poseen gran diversidad metabólica y funcional, propiciando su amplio uso en la agricultura 



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

19 

 

respecto al uso de pesticidas químicos. Sin embargo, existen reportes que señalan desventajas 

de los BCAs como: i) la susceptibilidad ante las condiciones ambientales (temperatura, 

nutrientes, humedad, etc.) cuando son introducidos al ecosistema, afectando su desarrollo y sus 

efectos benéficos, ii) desequilibrio de la diversidad microbiana nativa e interrupción del flujo 

de energía al alterar la estructura biológica del suelo (Ambrosini, Souza, & Passaglia, 2015; 

Trabelsi & Rhamdi, 2013), Gao et al. (2012) observaron que el BCA Pseudomonas  fluorescens 

introducido impactó negativamente en la comunidad microbiana del suelo, al influir en la 

disminución de comunidades fúngicas benéficas. Litchman (2010) define a los microorganismos 

invasores como “aquellos microorganimos que proliferan en ambientes ajenos e impactan sobre 

comunidades y ecosistemas locales”; iii) conversión de BCAs a fitopatógenos, estudios de 

Hendrichs (2009) señalan la conversión del BCA Dischamimorpha longicaudata en 

fitopatógeno de cultivos frutales, debido al desplazamiento de la población hospedadora. Por 

ello, antes de realizar la liberación de BCAs, se recomienda acondicionarlos en el área de 

aplicación (Van-Driesche & Hoddle, 2007) lo cual implica una inversión. 
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2.3 Marco conceptual  

Agente de control biológico (BCA). – Organismos, extractos vegetales y metabolitos 

empleados en el control biológico de plagas al ejercer sobre fitopatógenos distintos mecanismos 

de acción antagónicos.   

Antagonista. – Estructura biológica o química que interfiere en el desarrollo de organismos. 

Antibiosis. – Refiere a la producción de componentes de bajo peso molecular que poseen un 

efecto directo en el crecimiento de patógenos.  

Antifúngicos. – Sustancias que poseen la capacidad de producir una alteración en la estructura 

celular del hongo, logrando inhibir su desarrollo y viabilidad.  

Biofungicida. – Insumo agrícola compuesto por una mezcla de compuestos biológicos activos 

tóxicos que impiden y eliminan a fitopatógenos fúngicos. 

Bioactivo. – Componente que posee actividad biológica en organismos.  

Fitosanitario. – Refiere a la prevención y control de enfermedad en cultivos agrícolas. 

Fitopatógeno. – Organismo que genera enfermedades en las plantas al causar impacto en el 

metabolismo celular, al secretar enzimas, toxinas, fitoreguladores y otras sustancias, además de 

absorber nutrientes de la célula para su propio crecimiento.  

Metabolito. – Componentes resultantes o intermediarios del metabolismo de organismos. 

Micorriza. –  Asociación simbiótica comprendida por células fúngicas con células vegetales de 

la raíz de ciertas especies vegetales.     

Simbiosis. – Relación benéfica entre dos o más organismos. 

Pesticida. – Sustancia elaborada para eliminar una plaga que provoque daño o pérdidas 

económicas o que transmita o produzca alguna enfermedad. 

 

 

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedades_de_las_plantas


Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

21 

 

3 Formulación de la hipótesis de investigación 

- Hipótesis nula  

Los filtrados fúngicos obtenidos de los agentes de control biológico (BCAs) seleccionados, no 

inhiben el desarrollo micelial de Colletotrichum sp., agente fitopatógeno de la antracnosis del 

mango.  

- Hipótesis alterna 

Los filtrados fúngicos obtenidos de BCAs seleccionados, inhiben el desarrollo micelial de 

Colletotrichum sp., agente fitopatógeno de la antracnosis del mango.  

- Hipótesis de investigación  

Los filtrados fúngicos obtenidos de BCAs seleccionados cultivados en condiciones optimizadas, 

inhiben el desarrollo de Colletotrichum sp., agente fitopatógeno causante de la antracnosis del 

mango. 

4 Operacionalización de variables en estudio 
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Operacionalización de variables en estudio 

Variable Definición Tipo de variable Dimensión Indicador 

Independiente: Cepas 

fúngicas 

Cepas fúngicas viables y 

cultivables 

Cuantitativa discreta Selección de cepas fúngicas 

viables y cultivables 

Número de cepas fúngicas 

viables 

Dependiente: 

Actividad antagónica directa 

de cepas fúngicas contra 

Colletotrichum sp. 

 

Agentes de Control 

Biológico 

 

Cuantitativa discreta 

Selección de agentes de 

control biológico (BCA)  

con actividad antagónica 

moderada o superior   

Porcentaje de inhibición 

mayor a 60% (equivalente a 

la categoría II en la escala 

de Bell) 

Dependiente: Obtención y 

evaluación de filtrados 

provenientes de BCAs con 

actividad antagónica 

Evaluación de filtrados 

con actividad antagónica 

producidos por BCAs 

 

 

Cuantitativa discreta 

 

Producción natural de 

metabolitos con actividad 

biológica 

Porcentaje de inhibición 

(%) 

Independiente: 

Variables: físicas (agitación 

y luz), químicas (fuentes de 

carbono y nitrógeno) y 

biológica (inducción por co-

cultivo) 

 

 

Optimización de 

condiciones de cultivo y 

producción de filtrados 

con actividad antagónica 

 

 

Cualitativa 

Cuantitativa 

 

 

Producción optimizada de 

metabolitos con actividad 

biológica 

Porcentaje de inhibición 

(%) 

Dependientes: 

Concentración de proteínas 

Actividad enzimática de 

filtrados 

Concentración de 

compuestos fenólicos 

 

 

 

Caracterización de 

filtrados fúngicos con 

actividad antagónica 

 

 

Cuantitativa continua 

 

 

Estudio de metabolitos 

primarios o secundarios con 

actividad antagónica 

 

 

Concentración de proteínas 

(g/L) 

Actividad enzimática de 

filtrados (U/mL) 

Concentración de 

compuestos fenólicos 

(mg/L) 
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5 Diseño metodológico  

5.1 Población en estudio, ámbito y periodo de investigación 

5.1.1 Población en estudio 

La población en estudio incluyó 50 cepas de origen fúngico con posible actividad biológica, 

aisladas de suelos de cultivo de quinua (Chenopodium quinoa Willd) del altiplano boliviano de 

las regiones del Altiplano Norte, Central y Sur, incluyendo a las comunidades de Sullcataca 

Baja, Choquenaira, Cañaviri, Patacamaya, Saitoco e Irpani (Cardenas, 2016). Se empleó a 

Colletotrichum sp. como modelo de agente fitopatógeno fúngico (cepa caracterizada como 

agente causal de la antracnosis en cultivos de mango). Todas las cepas empleadas en el estudio 

pertenecen al cepario del Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas (IIFB). 

5.1.2 Ámbito  

El presente trabajo de investigación evaluó la capacidad de cepas fúngicas y sus metabolitos 

bioactivos como posibles agentes de control biológico frente a Colletotrichum sp. Este trabajo 

de investigación plantea una alternativa de control biológico contra el fitopatógeno 

Colletotrichum sp. y fue desarrollado en el área de Biotecnología Microbiana del Instituto de 

Investigaciones Fármaco Bioquímicas de la Facultad Ciencias Farmacéuticas y Bioquímicas de 

la Universidad Mayor de San Andrés. 

5.1.3 Periodo de investigación 

El presente trabajo de investigación se desarrolló durante las gestiones 2017 – 2020. 

5.2 Tipo de investigación  

Esta investigación fue de tipo experimental, se estudió el efecto de modificaciones en las 

condiciones de cultivo de cepas fúngicas seleccionadas (variables independientes) para la 

obtención de metabolitos bioactivos en filtrados fúngicos con capacidad inhibitoria frente a 

Colletotrichum sp. (variable dependiente). 

5.3 Materiales, métodos, técnicas y procedimientos  

5.3.1 Protocolo de Investigación
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ACTIVIDAD ANTAGÓNICA DE FILTRADOS FÚNGICOS FRENTE A Colletotrichum sp., 

AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS 

 

Activación de cepas fúngicas con posible 

actividad de control biológico y Colletotrichum 

sp (agente fitopatogeno). 

Estudio y selección de 

agentes de control biológico 

(BCAs) 

Evaluación de la actividad 

antagónica de filtrados 

fúngicos de BCAs 

Estudio de filtrados fúngicos 

obtenidos por optimización 

de las técnicas de cultivo 

 
Actividad antagónica directa, 

enfrentamiento dual  

Caracterización y cinética de 

crecimiento de los BCAs y 

Colletotrichum sp. 
 

Actividad antagónica de filtrados 

fúngicos frente a           

Colletotrichum sp. 

 

Optimización de condiciones de 

cultivo de BCAs. 

Agitación 

Fotoinducción 

Co-cultivo 

Fuentes de carbono y nitrógeno 

Evaluación de la actividad 

inhibitoria de filtrados fúngicos 

contra Colletotrichum sp. 

Cuantificación de proteínas 

totales  

Determinación de actividad 

enzimática  

Cuantificación de compuestos 

fenólicos totales  
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5.3.2 Material biológico 

Cincuenta cepas fúngicas, provenientes del cepario del Instituto de Investigaciones Fármaco 

Bioquímicas (IIFB) fueron evaluadas en este estudio. Estas cepas fúngicas fueron aisladas a 

partir de muestras de suelo de cultivos de quinua del altiplano boliviano de las regiones del 

Altiplano Norte, Central y Sur, incluyendo a las comunidades de Sullcataca Baja, Choquenaira, 

Cañaviri, Patacamaya, Saitoco e Irpani (Cardenas & Mamani, 2016) y agrupadas por su 

morfología en los siguientes géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporidium, 

Scopoluriopsis, Diplodia y micelio estéril. 

Por otro lado, se empleó el fitopatógeno fúngico Colletotrichum sp., aislado de frutos de mango 

con síntomas de enfermedad y caracterizado como el agente causal de antracnosis en cultivos 

de mango ubicados en el municipio de Irupana del Departamento de La Paz, Bolivia (Mamani, 

et al., 2018).  

5.3.3 Activación de cepas fúngicas  

Para la activación de cepas fúngicas se prepararon suspensiones de esporas en una concentración 

de 1.5x106 esporas/mL de aislados fúngicos y de Colletotrichum sp. y se inocularon 100 µL de 

cada suspensión de esporas en 10 mL de caldo papa dextrosa (CPD: 200g papa, 20g glucosa y 

1000 mL de agua destilada) y se los llevo a incubación a 30 ± 1ºC en agitación y oscuridad a 

120 rpm por siete días. Subsiguientemente, se realizaron resiembras, depositando 100 µL de 

cada cepa fúngica activa en una horadación central de una placa con agar papa dextrosa (PDA: 

200g papa, 20g glucosa, 15g de agar y 1000 mL de agua destilada) y se incubó a 27 ± 1°C por 

siete días y posteriormente se evaluó el desarrollo, axenidad y viabilidad de cada aislado fúngico 

para ser seleccionados para evaluaciones posteriores.  

5.3.4 Estudio de agentes de control biológico (BCAs) 

5.3.4.1  Evaluación de BCAs con actividad antagónica directa  

Se evaluó la actividad inhibitoria de 35 cepas fúngicas viables contra Colletotrichum sp., 

empleando la prueba de enfrentamiento dual in vitro descrita por Weller, et al. (1985). Para ello, 

se prepararon placas petri con medio PDA con dos horadaciones laterales (con 5 mm diámetro 

y una separación de 4 cm entre horadaciones) y se inoculó por separado en cada horadación: 75 

µL de una suspensión de 1.5x106 esporas/mL de cada cepa fúngica (posibles BCAs) y de 
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Colletotrichum sp. Adicionalmente, para el control de crecimiento del patógeno sin tratamiento, 

se inoculó 75 µL de una suspensión de esporas (1.5x106 esporas/mL) de Colletotrichum sp. en 

medio PDA con una horadación central. Posteriormente, todos los cultivos fueron incubados a 

27 ± 1°C por siete días con fotoperiodos de 12h.  

La inhibición del crecimiento hifal del patógeno fue determinada mediante el porcentaje de 

inhibición (sección 5.3.6.1). La actividad antagónica de las cepas fúngicas fue clasificada de 

acuerdo a la escala de (Bell, DK et al., 1982) y se seleccionó como agentes de control biológico 

(BCAs) a las cepas que presentaron un porcentaje de inhibición mayor o igual al 60%, 

equivalente al nivel II en la escala de Bell.   

5.3.4.2 Caracterización de BCAs  

5.3.4.2.1 Preparación de cultivos monospóricos  

Para la caracterización de BCAs, inicialmente se obtuvieron cultivos monospóricos, siguiendo 

la técnica de (Canedo & Ames, 2004). Preparando una suspensión de esporas (1x103 

esporas/mL) de cada cepa fúngica en solución salina (0,9 %, p/v), 100 µL de esta suspensión 

fue inoculada por agotamiento en placas petri con agar agua (15 g/L agar bacteriológico en 1 L 

de agua destilada). Los cultivos se incubaron a 27 ± 1ºC por 72 h, cuando se observó la 

germinación de una espora, inmediatamente fue recolectada y transferida con un sacabocado 

esteril a una placa petri con PDA.  

5.3.4.2.2 Caracterización morfológica de cepas fúngicas seleccionadas 

A partir de cultivos monospóricos de BCAs seleccionados, se realizó su caracterización 

morfología macro y microscópica (Watanabe, 2010). En la caracterización macroscópica de 

BCAs se empleó un estéreo microscopio (Optika, Italia) para observar la morfología (tamaño, 

color, superficie y la presencia de exudados o pigmentos) de cada cepa fúngica. Para la 

caracterización microscópica se empleó cinta adhesiva para tomar parte del micelio de cada 

cepa, este fue adherido un portaobjetos que contenía de 2 dos gotas de colorante vegetal azul 

brillante y fue observado en un microscopio óptico (Zeisst, Alemania) con una magnificación 

de 400 y 1000 aumentos, comparando la imagen con claves fenotípicas para su identificación y 

control axénico. 
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5.3.4.2.3 Determinación de la velocidad de crecimiento de BCAs 

La determinación de la velocidad de crecimiento de BCAs se realizó de acuerdo a (Puño et al., 

2011). Preparando placas petri (20 cm de diámetro) con PDA y añadiendo una horadación 

central (5 mm de diámetro) para inocular 100 µL de una suspensión de esporas (1.5x106 

esporas/mL) de cada BCA. Los cultivos fueron llevados a incubación a 27 ± 1°C por 17 días. 

Cabe recalcar que cada 24 h se midió el frente hifal al emplear un vernier, los resultados fueron 

obtenidos en función al desarrollo del frente hifal por día (mm/d).    

5.3.5 Producción de filtrados fúngicos y evaluación de su actividad antagónica contra 

Colletotrichum sp.  

La producción basal de filtrados fúngicos empleando BCAs seleccionados se realizó en cultivo 

batch. Para ello, un inoculo de 80 µL de una suspensión de esporas (1x106 esporas/mL) fue 

suspendido en 80 mL de caldo CPD e incubado a 30 ± 1ºC por 15 días bajo las siguientes 

condiciones de cultivo: estanco (sin agitación) y en fotoperiodo (luz natural / oscuridad) 12 h/d. 

Concluido el tiempo de incubación, se recuperó el sobrenadante de cada cultivo, el cual fue 

procesado para su posterior evaluación de actividad antagónica contra Colletotrichum sp. 

(sección 5.3.6.7).  

5.3.6 Optimización de condiciones de cultivo y producción de filtrados con actividad 

antagónica   

La producción optimizada de filtrados fúngicos se basó en la evaluación del efecto de variables 

físicas, biológicas y químicas para inducir la producción de metabolitos bioactivos contra el 

desarrollo de Colletotrichum sp. Concluido el tiempo de incubación se recuperaron los 

sobrenadantes de los cultivos y se los proceso para su posterior evaluación de actividad 

antagónica contra Colletotrichum sp. (sección 5.3.6.7).   

5.3.6.1  Efecto de la fotoinducción en la producción de filtrados fúngicos con actividad 

antagónica  

El efecto de la fotoinducción fue evaluado como variable física en el cultivo de BCAs 

seleccionados. Para ello, se realizó una serie de cultivos batch, donde se inoculó 80 µL de una 

suspensión de esporas (1x106 esp/mL) de cada cepa fúngica en 80 mL de caldo CPD e incubó 

en agitación (120 rpm) a 30 ± 1ºC por 15 días bajo las siguientes condiciones de fotoinducción 
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(24 h/d) con: luz blanca (λ 400-750 nm), luz roja (λ 680 nm), luz amarilla (λ 580 nm), luz verde 

(λ 520 nm), luz violeta (λ 410 nm) y en fotoperiodo (luz natural / oscuridad) 12 h/d por 15 días. 

Finalizado el tiempo de incubación, se recuperaron los sobrenadantes como se describe en la 

sección 5.3.6.7.   

5.3.6.2  Efecto del co–cultivo en la producción de filtrados fúngicos con actividad 

antagónica    

La evaluación de la variable biológica se basó en el co-cultivo entre cada BCA y Colletotrichum 

sp. Para ello, se inoculó 80 µL de una suspensión de esporas (1x106 esp/mL) tanto de BCA 

como de Colletotrichum sp. en 80 mL de CPD. Los co-cultivos fueron incubados en agitación 

(120 rpm) a 30 ± 1ºC por 15 días en fotoperiodo (luz natural / oscuridad) 12 h/d por 15 días, 

como condición optimizada (sección 5.3.5.1).  

5.3.6.3 Efecto de la concentración de fuente de carbono sobre la producción de filtrados 

fúngicos con actividad antagónica  

La evaluación de la variable química del medio de cultivo de BCAs, se basó en la modificación 

de la concentración de glucosa como fuente de carbono, se preparó 80 mL de caldo papa 

suplementado con glucosa a: 5, 10, 15 y 20 g/L. Posteriormente, se inoculó 80 µL de cada 

suspensión de esporas (1x106 esp/mL) y se incubó en agitación (120 rpm) a 30 ± 1ºC en 

fotoperiodo (luz natural / oscuridad) 12 h/d por 15 días. Seguidamente se realizó el cultivo de 

BCAs y la evaluación de sus filtrados bajo las condiciones de cultivo antes descritas. Concluido 

el experimento y bajo la influencia de los resultados, se empleó el caldo papa suplementado con 

20g/L de glucosa para la evaluación de diferentes fuentes de nitrógeno. 

5.3.6.4 Efecto de la fuente de nitrógeno sobre la producción de filtrados fúngicos con 

actividad antagónica 

La evaluación de la variable química del medio de cultivo de BCAs, se basó en la modificación 

del tipo de fuente de nitrógeno. Para ello, se preparó 80 mL de caldo papa suplementado con 

glucosa (20 g/L) al cual se adicionaron tres fuentes de nitrógeno manteniendo la relación DQO 

(demanda química de oxígeno): Nitrógeno [100: 5,6] con cloruro de amonio (19,11 g/L), sulfato 

de amonio (23,65 g/L) y urea (10,75 g/L). Posteriormente, se inoculó 80 µL de cada suspensión 

de esporas (1x106 esp/mL) y se incubó en agitación (120 rpm) a 30 ± 1ºC en fotoperiodo (luz 
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natural / oscuridad) 12 h/d por 15 días. Seguidamente, se realizó el cultivo de BCAs y la 

evaluación de sus filtrados bajo las condiciones de cultivo antes descritas. Concluido el 

experimento y bajo la influencia de los resultados, se seleccionó al medio suplementado con 

cloruro de amonio (denominado de aquí en adelante como caldo papa dextrosa modificado) 

como medio optimizado en posteriores evaluaciones.  

5.3.6.5 Efecto del tiempo de cultivo en la producción de filtrados fúngicos con actividad 

antagónica 

Después de evaluar y determinar las condiciones óptimas de cultivo de las cepas Aspergillus sp. 

CP17 y Penicillium sp. CP34 (cultivo en fotoperiodo 12 h/d en agitación en caldo papa 

modificado 20 g/L glucosa con cloruro de amonio; secciones 5.3.6.1 y 5.3.6.3). Se evaluó la 

actividad antagónica de filtrados fúngicos obtenidos a diferentes tiempos de cultivo, colectando 

los filtrados cada 48 horas durante 20 días y evaluando el efecto contra Colletotrichum sp. por 

la técnica descrita (sección 5.3.6.7.), para determinar el tiempo de colecta de filtrados con mayor 

actividad antagónica y determinar si corresponden a metabolitos primarios producidos en 

trofofase o metabolitos secundarios producidos durante idiofase. 

5.3.6.6 Efecto de la concentración de filtrados fúngicos y su actividad antagónica 

Adicionalmente, a la evaluación de las condiciones de cultivo optimas, se evaluó la actividad 

inhibitoria de los filtrados fúngicos al emplear una dilución de los mismos al realizar la técnica 

de vertido en placa diluciones: ½; ¼ y 1/8. Asimismo, se comparó su actividad inhibitoria con 

un fungicida agrícola Ramcaf ® (4 g/L) en PDA. La actividad antagónica de filtrados fúngicos 

se estimó a través del porcentaje de inhibición (descrita en la siguiente sección).  

5.3.6.7 Obtención de filtrados fúngicos y evaluación de su actividad antagónica contra 

Colletotrichum sp.  

La obtención de filtrados fúngicos se realizó para cada experimento (secciones 5.3.5.1, 5.3.5.2 

y 5.3.5.3), para ello se recuperó la parte líquida de cada cultivo y se centrifugó a 6500 rpm, 10°C 

durante 20 min. Posteriormente, cada sobrenadante fue filtrado a través de papel whatman N°1, 

membrana millipore (0.22 μm) y fue preservado en viales estériles a 4°C. La evaluación de su 

actividad antagónica contra Colletotrichum sp. fue realizada de acuerdo a la técnica de vertido 

en placa de Sivan et al., (1984). En placas petri se preparó una mezcla entre cada filtrado fúngico 
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y PDA en una relación de 1:1 (v/v). Se realizó una horadación central de 5 mm de diámetro e 

inoculó 75 µL de una suspensión de esporas (1x106 esp/mL) de Colletotrichum sp. e incubadas 

a 27 ± 1°C por 15 días.  

5.3.6.7.1 Determinación de la actividad antagónica de BCAs y filtrados fungicos contra 

Colletotrichum sp.  

La actividad antagónica de BCAs y la de sus filtrados fúngicos contra Colletotrichum sp. fue 

determinada mediante el porcentaje de inhibición basado en la restricción del crecimiento hifal. 

Para ello, se midió el diámetro de crecimiento del frente hifal de Colletotrichum sp., en placas 

petri con tratamiento por: enfrentamiento dual (sección 5.3.4.1) o vertido en placa (sección 

5.3.6) y sin tratamiento (control de crecimiento de Colletotrichum sp.). Con los datos obtenidos 

se calculó el porcentaje de inhibición empleando la ecuación propuesta por (Weller et al., 1985):  

Porcentaje de inhibición  (%)  =  
𝐷1 − 𝐷2

𝐷1
𝑋100 

Donde: 

D1: Diámetro de crecimiento hifal de Colletotrichum sp. (sin tratamiento) en centímetros. 

D2: Diámetro de crecimiento hifal de Colletotrichum sp. (con tratamiento) en centímetros. 

Los porcentajes de inhibicion, fueron clasificados según la escala de Bell para la selección de 

BCAs y la de sus filtrados producidos en diferentes condiciones.   

5.3.7 Estudio de filtrados fúngicos seleccionados por su actividad antagónica contra 

Colletotrichum sp. 

Seguida a la optimización de la actividad antagónica de filtrados fúngicos, se realizó el estudio 

de filtrados fúngicos que exhibieron porcentajes de inhibición superiores (óptimos según la 

escala de Bell) para una caracterización preliminar. 

5.3.7.1 Cuantificación de proteínas solubles totales en filtrados fúngicos  

La concentración de proteínas solubles totales en filtrados fúngicos fue cuantificada mediante 

la técnica de Lowry et al. (1951) empleando el reactivo de Folin-Ciocalteau. Inicialmente la 

mezcla de reacción estuvo compuesta por: 100 µL de cada filtrado fúngico y 1000 µL de reactivo 

C: Carbonato de sodio (2%, p/v), hidróxido de sodio (0,1 M), sulfato cúprico pentahidratado 

(1%, p/v) y tartrato sódico-potásico (2%, p/v). Y fue llevada a incubación en oscuridad a 
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temperatura ambiente por 15 min, seguido a ello se adicionó 100 µL del reactivo Folin-

Ciocalteau (ácido fosfotúngstico, ácido fosfomolíbdico, azul de tungsteno y molibdeno) (1N) y 

se continuó con el tiempo de incubación por 30 min adicionales para completar la reacción. La 

absorbancia de cada mezcla fue determinada por espectrofotometría a una longitud de onda de 

580 nm. Empleando agua destilada en lugar de filtrado fúngico, como blanco de reacción. La 

concentración de proteínas solubles totales fue determinada al interpolar los datos de 

absorbancia en una curva de calibración con albumina sérica bovina (BSA) disuelta en NaCl 

(0,15 M) a distintas concentraciones (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/L) (Anexo 1).    

5.3.7.2 Determinación de actividad enzimática de filtrados fúngicos  

5.3.7.2.1  Actividad proteolítica de filtrados fúngicos   

La actividad proteolítica de filtrados fúngicos, se determinó de acuerdo a la técnica descrita por 

Charney & Tomarelli (1947). La mezcla de reacción estaba compuesta por: 200 µL de 

azocaseína como sustrato (0.5%, p/v) en buffer bicarbonato de sodio (0.1 M; pH: 8.3) y 20 µL 

de filtrado fúngico, e incubada a 30°C por 60 min. La reacción fue detenida por la adición de 

200 µL de ácido tricloroacético (5%, p/v) y shock térmico durante 30 min. Posteriormente, la 

mezcla fue centrifugada a 8000 rpm por 20 min y se adicionaron 100 µL del reactivo Folin-

Ciocalteau (1N) incubando a temperatura ambiente y oscuridad por 30 minutos. La absorbancia 

de cada mezcla fue determinada a una longitud de onda de 380 nm contra un blanco con filtrado 

fúngico inactivado. La concentración de producto se determinó empleando una curva de 

calibración con una solución madre de L – tirosina (16.2 mg/500mL) en distintas 

concentraciones (Anexo 2). La unidad de actividad proteolítica fue definida como la cantidad 

de enzima que libera 1µmol de L - tirosina positiva para Folin-Ciocalteau por minuto.  

5.3.7.2.2 Actividad celulolítica de filtrados fúngicos  

La actividad celulolítica de filtrados fúngicos se determinó de acuerdo a la técnica descrita por 

Halliwell (1962). La mezcla de reacción estuvo compuesta por: 500 μL de carboximetil celulosa 

(CMC, 2%, p/v) como sustrato en buffer acetato (0.1 M; pH: 3.2) y 500 μL de cada filtrado 

fúngico. La mezcla de reacción fue incubada a 30°C por 60 min y fue detenida por shock térmico 

durante 5 min. Posteriormente, las mezclas se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min. La 

concentración de azucares reductores liberados por la actividad celulolítica fue determinada por 

la técnica del ácido 3, 5-dinitrosalicílico (DNS: 5 g de ácido 3,5 dinitrosalicílico, 150 g de 
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tartrato de sodio-potasio, 8 g de NaOH y 500 mL de agua destilada) (Miller et al., 1960), 

adaptado por (Bello et al., 2006). Para ello, se mezclaron 500 μL del sobrenadante de reacción 

con 500 μL del reactivo de DNS incubando a 90°C por 5 min. La absorbancia fue determinada 

a una longitud de onda de 540 nm. Para cada determinación se empleó un blanco y un control, 

compuestos por 500 μL de buffer en lugar de filtrado y 500 μL de filtrado fúngico en lugar de 

sustrato, respectivamente, con el fin de descartar el contenido de glucosa presente en el filtrado 

fúngico. La actividad enzimática fue calculada en función a la liberación de azucares reductores 

cuantificados empleando una curva de calibración con glucosa a distintas concentraciones (0.2, 

0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/L) (Anexo 3). Una unidad de endoglucanasa se define como la cantidad de 

enzima capaz de liberar 1 μmol de azúcares reductores equivalentes a glucosa por minuto. 

5.3.7.2.3 Actividad quitinolítica de filtrados fúngicos  

La actividad quitinolítica de filtrados fúngicos se determinó mediante la técnica de 

cuantificación de N-acetil glucosamina (NAG) de (Reissig et al., 1955). La mezcla de reacción 

estuvo compuesta por: 1 mL de filtrado fúngico y quitina coloidal (10%, p/v) como sustrato en 

buffer acetato (0.1 M; pH: 3.2). La mezcla de reacción fue incubada a 30°C por 60 min y fue 

detenida por la adición de 1 mL de hidróxido de sodio (1%, p/v). Consecutivamente, las mezclas 

fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. A 250 µL del sobrenadante se añadieron 40 µL de 

tetra borato de potasio (0,8 M; pH: 9), se homogenizo e incubo por 3 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se añadió 1 mL de p-dimetilamino benzaldehído (10%, p/v) en ácido 

acético glacial y se incubó a 37 °C por 60 min. La absorbancia fue determinada a una longitud 

de onda de 595 nm. La concentración de producto se determinó empleando una curva de 

calibración con NAG en distintas concentraciones (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/L) (Anexo 4). Una 

unidad de actividad quitinolítica se definió como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 μmol 

de NAG (N-acetil glucosamina) por minuto. 

5.3.7.3 Determinación de la concentración de compuestos fenólicos totales en filtrados 

fúngicos  

La presencia de compuestos fenólicos totales en filtrados fúngicos, se determinó de acuerdo a 

la técnica de (Singleton & Rossi, 1965). La mezcla de reacción estaba compuesta por: 100 µL 

de filtrado fúngico, 250 µL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1N), 750 µL de carbonato de sodio 

(20 %; p/v) y 900 µL de agua destilada. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente 
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en oscuridad por 2 horas. La absorbancia de las mezclas se determinó a una longitud de onda de 

765 nm contra un blanco que en lugar de filtrado fúngico contenía agua destilada. La 

concentración de compuestos fenólicos fue estimada empleando una curva de calibración con 

ácido gálico a distintas concentraciones (0.1, 1.5, 2, 3 y 4 mg GAE/mL) (Anexo 5). 

5.3.8 Evaluación de la actividad antagónica de metabolitos fúngicos volátiles contra 

Colletotrichum sp. 

Las cepas CP17 y CP34, seleccionadas en la sección 6.4.1.3 por su actividad antagónica fueron 

evaluadas por su capacidad de producir metabolitos volátiles empleando la técnica de doble 

placa descrita por Montealegre et al., (2003), con las siguientes modificaciones: se prepararon 

suspensiones de las esporas de los BCAs (1,5 x 106 esp/mL). En dos bases de placas Petri se 

inocularon 80 µL de cada suspensión de esporas (BCA y Colletotrichum sp.) en PDA con un 

pozo central de 5 mm de diámetro. Adicionalmente, se empleó 80 µL de agua destilada en lugar 

de la suspensión de esporas como control negativo. Una vez que el inóculo fue absorbido 

totalmente en la superficie del medio, las bases fueron selladas entre sí, acondicionando como 

base de apoyo la que contenía la suspensión de esporas de cada BCA, facilitando así la difusión 

de metabolitos volátiles en la atmosfera interna. Cada doble placa se incubó a 27 ± 1 ºC durante 

15 días. Los resultados fueron evaluados a través de la determinación de la actividad antagónica 

en función al porcentaje de inhibición descrito en la sección 5.3.6.7.1. 

5.3.9 Determinaciones analíticas 

5.3.9.1  Demanda Química de Oxigeno (DQO) 

La demanda química de oxigeno (DQO) del medio CPD empleado, se determinó siguiendo la 

norma internacional ISO 6060:1989. La mezcla de reacción estuvo compuesta por: 1.5 mL de 

dicromato de potasio (solución de digestión), 3.5 mL de ácido sulfúrico y 2.5 mL del caldo papa 

dextrosa en una relación 1:1000. Asimismo, se emplearon dos blancos (blanco digerido: BD y 

blanco no digerido: BND), reemplazando el medio CPD por agua destilada en ambos casos. 

Cada mezcla de reacción fue homogenizada previa a la digestión que fue a 150 °C por 2 horas 

en un termoblock a excepción del BND. Concluida la digestión, se dejó enfriar las mezclas a 

temperatura ambiente para que posteriormente fuesen tituladas con sulfato ferroso amónico 

(FAS; 0.25 M) añadiendo 2 gotas del indicador ferroína, cuyo viraje determinó el fin de la 

reacción. La DQO del medio CPD se estimó de acuerdo a las dos siguientes ecuaciones:  



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

34 

 

𝑀 =
0.1∗𝑚𝐿 𝐶𝑟2𝑂7

𝑚𝐿 𝐹𝐴𝑆 (𝐵𝑁𝐷)
     (Ec. 1) 

Dónde:  

0.1 : Concentración de la solución estándar del Cr2O7 (M) 

mL: Volumen de Cr2O7 utilizado (1.5 mL)  

mL FAS (BND): Volumen de solución FAS utilizada en el BND (en mL) 

M: Molaridad de la solución FAS 

 

𝐷𝑄𝑂 (
𝑚𝑔 𝑂2

𝐿
) =

(𝐴−𝐵)∗𝑀∗8000

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
   (Ec.2) 

Dónde:  

A: Volumen de solución FAS utilizada en el BD (en mL)  

B: Volumen de solución FAS utilizada en la muestra de análisis (en mL)  

M: Molaridad de la solución FAS  

8000: Peso en mili-equivalentes de oxígeno  

5.3.9.2  Nitrógeno total 

El nitrógeno total del medio CPD se determinó de acuerdo al método de Kjeldahl descrito por 

AOAC (2000), que consiste en la digestión de la muestra, destilación y titulación. Para la 

digestión de la muestra, en un tubo de digestión Kjeldahl se preparó una mezcla con: 1.5 mL del 

medio CPD (sin adición de glucosa), 0.1 g de sulfato cúprico pentahidratado, 0.9 g de sulfato 

potásico y 3 mL de ácido sulfúrico (98%, p/p) e inmediatamente la mezcla fue transferida al 

termoblock a 400 °C por 2 horas. Concluida la digestión se dejó enfriar la mezcla para añadir 

10 mL de agua destilada y 10 mL de hidróxido de sodio (40%, p/v), para neutralizar el amonio 

y destilarlo con 25 mL de ácido bórico (4%, p/v) y con 15 gotas del indicador rojo de metilo. 

Para terminar, la mezcla fue titulada con ácido clorhídrico (0.1 N) hasta reducir el pH a 3.5. La 

cuantificación de nitrógeno en el medio CPD, se estimó por cada equivalente de ácido 

clorhídrico correspondiente a un equivalente de nitrógeno presente empleando la siguiente 

ecuación: 

𝑁 (𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠) =
(VAV −  VB) x C x 1,4007

𝑉𝑀
 

Dónde: 

N: concentración de nitrógeno de la muestra  

VAV: Volumen de la solución valorante (titulación) 

VB: Volumen blanco 

C: Concentración de la solución valorante 
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5.4 Procesamiento de los datos 

5.4.1 Recolección 

Los datos recolectados en el transcurso de realización del trabajo de investigación, fueron 

registrados en una bitácora de laboratorio y transcritos a una base de datos Excel, para su 

procesamiento y análisis estadístico. 

5.4.2 Elaboración 

Se elaboraron tablas y figuras a partir de los datos recolectados en cada experimento realizado 

durante la investigación, se empleó el programa estadístico GraphPad prisma versión 7® y 

Microsoft office Excel 2016. 

5.4.3 Análisis estadístico     

Los datos obtenidos de la actividad antagónica de agentes de control biológico y la de sus 

filtrados fúngicos contra el desarrollo de Colletotrichum sp. fueron analizados utilizando 

ANOVA unidireccional con un valor de significancia de p<0,01 y comparación múltiple: Test 

de Tukey con un valor de significancia de p<0,05. Empleando el software de GraphPad InStat 

(Versión 6.01, GraphPad Software Inc.) y de Minitab (Versión 18, Minitab Inc.). Todos los 

experimentos fueron realizados por triplicado y los resultados que se presentan corresponden a 

la media y ± desviación estándar.  
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6 Resultados y discusiones 

6.1   Cepas fúngicas viables   

El suelo actúa como un ecosistema que alberga a una gran diversidad de microorganismos, que 

interactúan con la geosfera (rocas y minerales), hidrosfera (cuerpos de agua), atmósfera y seres 

vivos (Schinner et al., 2012). Estos cumplen un rol importante al actuar como modeladores de 

la dinámica biogeoquímica que permite el ciclo de diferentes elementos que benefician el 

desarrollo de otros organismos (Eldor, 2007). Sin embargo, su distribución y desarrollo está 

sujeta a factores bióticos y abióticos del ecosistema (Liang et al., 2017), es así, que estos son 

seleccionados por su entorno, siendo además que pueden establecer asociaciones con plantas 

(Dumbrell et al., 2010). Las asociaciones pueden ser simbióticas, mutualistas o parasitarias 

(Azcón & Talón, 2013; González-Teuber et al., 2017; Patil et al., 2016).  

En las últimas décadas, se ha realizado diferentes estudios enfocados en la simbiosis 

desarrollada por microorganismos y plantas. Siendo que diferentes microorganismos pueden 

relacionarse con plantas y colonizar tejidos vegetales, sin provocar lesiones fisiológicas y 

logrando desarrollar una relación dinámica que favorece el desarrollo de ambos (Patil et al., 

2016), donde las plantas proveen de nutrientes y fuentes de carbono a los microorganismos y 

estos en compensación sintetizan metabolitos que pueden promover el crecimiento de la planta 

e inducir una respuesta de resistencia sistémica e inhibir el desarrollo de organismos patógenos 

que afecten a la planta. Entre los microorganismos que pueden establecer esta relación, se 

encuentran: bacterias y hongos promotores de crecimiento (PGPR y PGPF) (Hossain & Sultana, 

2020; Nadeem et al., 2015), actinomicetos, micorrizas, endomicorrizas y ectomicorrizas, entre 

otros (Lugo & Pagano, 2019). Por ende, estos microorganismos son de alta importancia 

biotecnológica por su potencial en el desarrollo de nuevas técnicas para incrementar el 

rendimiento agrícola (Hubbard et al., 2014).  

En un estudio previo se aislaron e identificaron 50 cepas fúngicas de la rizosfera de cultivos de 

quinua (Chenopodium quinoa Willd.) de las regiones del Altiplano Norte, Central y Sur de 

Bolivia que comprende a las comunidades de Sullcataca Baja, Choquenaira, Cañaviri, 

Patacamaya, Saitoco e Irpani (Cardenas, 2016). En continuidad a ello, en el presente estudio se 

evaluó el potencial de estas cepas para inhibir el desarrollo del patógeno fúngico Colletotrichum 
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sp. agente causal de la antracnosis en cultivos de mango, siendo este aislado y caracterizado en 

un estudio reciente (Mamani et al., 2018). 

A pesar que inicialmente se contaba con un stock de 50 cepas fúngicas identificadas, solo se 

lograron recuperar 35 cepas viables, las cuales se codificaron como CP: 1 – 35 (Anexo 6). Las 

cepas viables fueron reclasificadas en función a sus claves morfológicas de las cuales 17 

corresponden al género Aspergillus, 7 al género Penicillium, 3 al género Alternaria, 2 al género 

Cladosporidium, 1 al género Scopoluriopsis y 5 a micelio estéril (las cepas clasificadas como 

micelio estéril no presentaron formas reproductivas que faciliten su identificación por 

microscopía óptica) (Fig. 5). 
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Figura 5. Cepas fúngicas, relación entre cepas fúngicas viables (barras azules) y cepas fúngicas no viables (barras 

color gris) respecto al total (barras violetas). A la izquierda, el listado de los géneros de cepas en estudio. 

De las 35 cepas fúngicas viables, destacó la predominancia de los hongos pertenecientes a los 

géneros: Aspergillus (17) y Penicillium (7). Como ya se lo había mencionado, la distribución y 

desarrollo de microorganismos está sujeto a factores bióticos y abióticos del ecosistema o nicho 

(Liang et al., 2017), dicha predominancia de ambos géneros podría deberse a su capacidad de 

tolerar el estrés abiótico, al captar una mayor cantidad de nutrientes y minerales a comparación 

de otros microorganismos (Egidi et al., 2019; Tedersoo et al., 2014).  

La predominancia observada por ambos géneros coincide con los resultados de Pasaca-Quisbert 

et al. (2017) y Paco-Pérez et al. (2017) quienes en sus estudios reportaron la presencia de los 
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géneros Aspergillus y Penicillium en la rizosfera de cultivos de quinua en el altiplano norte y 

sur (Municipio de Viacha, La Paz y Municipio Salinas de Garci Mendoza, Oruro).  

Los suelos productores de quinua se caracterizan por presentar un menor contenido de materia 

orgánica, pH alcalino y bajos niveles de nitrógeno y fósforo (Paco-Pérez et al., 2017). De tal 

manera que los microorganismos con la capacidad de sobrevivencia al estrés abiótico pueden 

colonizar el suelo. Asimismo, estos pueden cumplir un rol importante en los cultivos al 

interactuar con tejidos vegetales y colonizarlos sin ocasionar daños en su fisiología. El beneficio 

de esta interacción se caracteriza principalmente por la promoción de crecimiento y la 

protección contra agentes patógenos que ha sido observada en diferentes investigaciones. 

El estudio de González-Teuber et al. (2017) reveló que los hongos Penicillium, Alternaria y 

Fusarium colonizan las raíces de plantines de quinua sin provocar signos o síntomas de 

enfermedad, los cuales fueron clasificados como hongos endófitos. Del mismo modo, Pandey 

et al., (2008) y Yin et al., (2015) en sus estudios corroboraron en que Penicillium sp. es un hongo 

endófito capaz de promover el crecimiento de plantas y de contribuir a la resistencia sobre la 

salinidad de suelos. Sin embargo, de las 35 cepas viables recuperadas de suelos de cultivo de 

quinua no se estudió la capacidad endófita, no obstante, sería interesante evaluar su 

potencialidad como mejoradores de crecimiento vegetal. 

La asociación de microorganismos con plantas constituye un área de investigación con alta 

importancia, estableciendo una interesante alternativa para el control de enfermedades 

generadas por agentes patógenos, siendo que muchos microorganismos poseen la capacidad 

natural de inhibir el desarrollo de enfermedades provocadas por agentes patógenos, además de 

presentar mejoradores de crecimiento vegetal. Por lo cual, estos microorganismos llegan a ser 

una alternativa amigable para el desarrollo de una agricultura sostenible y ambientalmente 

segura.     

6.2   Cepas fúngicas con actividad antagónica directa frente a Colletotrichum sp.  

El incremento de la población a nivel mundial y por ende el incremento en la demanda de 

alimentos origina preocupación por la presencia de plagas y enfermedades en cultivos, llegando 

a convertirse en un problema que compromete a la seguridad alimentaria global (Babu et al., 

2015). Asimismo, la presencia y distribución de plagas y enfermedades en los diferentes cultivos 



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

39 

 

puede ser favorecido por condiciones extremas como la sequía, salinidad, temperatura extrema 

y humedad, entre otros como factores abióticos (Dodd et al., 1991; Khanzada et al., 2018; Liang 

et al., 2017). Los patógenos fúngicos, agentes causales de enfermedades en plantas son 

considerados perjudiciales debido a su distribución en diferentes pisos ecológicos, además de 

presentar resistencia a tratamientos convencionales y la capacidad de producir micotoxinas que 

poseen diferentes propiedades toxicológicas que pueden ser nocivas para la salud humana y 

animal.  

El hongo Colletotrichum sp., agente causal de la antracnosis afecta a una amplia variedad de 

cultivos hortícolas y frutícolas, ocasionando pérdidas variables entre el 40 y 60%, y hasta más 

del 90% si no se efectúan controles fitosanitarios adecuados. Su control se caracteriza por el 

empleo de fungicidas de origen químico (Dodd et al., 1991; Rivas & Carrizales, 2007). Sin 

embargo, algunos de ellos han sido reportados inefectivos por la resistencia desarrollada por el 

patógeno a consecuencia de su vasto e irracional uso (Chechi et al., 2019; Forcelini et al., 2016). 

Asimismo, se debe de tomar en consideración que la exposición a los fungicidas puede 

desarrollar problemas crónicos en la salud humana (Larrea Poma et al., 2010) y ambiental al 

depositarse en suelos y cuerpos de agua (Del Puerto et al., 2014). Constituyendo una importante 

necesidad de buscar alternativas inocuas y amigables al empleo de fungicidas.  

El control biológico involucra el empleo de organismos o microorganismos como bacterias y 

hongos, conocidos como agentes de control biológico (BCAs) (Hoyos, 2011). Los BCAs limitan 

el desarrollo de enfermedades y plagas a través de diferentes mecanismos antagónicos; además 

de ser considerados parte del manejo integrado de plagas (MIP) y como una alternativa al 

empleo de fungicidas de origen químico (Glare & Moran-Diez, 2016). Muchos de los BCAs son 

aislados a partir de la rizosfera del suelo o de tejidos vegetales (raíz, tallo, hojas y frutos) debido 

a que, como se mencionó, muchos de estos se relacionan simbióticamente con plantas, 

promoviendo su desarrollo y resistencia hacia fitopatógenos (Narayanasamy, 2013).  

En el presente estudio se evaluó el potencial de 35 cepas fúngicas viables (descritas en la sección 

6.1), como potenciales agentes de control biológico del patógeno fúngico Colletotrichum sp. 

para ello se empleó la técnica de enfrentamiento dual como prueba directa para seleccionar a 

cepas fúngicas como BCAs, obteniendo resultados variables con porcentajes de inhibición entre 
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el 22 y el 70% contra Colletotrichum sp. (Anexo 7). Consiguientemente, los datos obtenidos 

fueron clasificados según la escala de Bell, la cual emplea cinco niveles de inhibición para la 

selección de BCAs potenciales (Bell et al., 1982). Donde los porcentajes de inhibición mayores 

o iguales al 80% se clasifican como actividad inhibitoria óptima (nivel I); porcentajes de 

inhibición mayores o iguales al 60%, actividad inhibitoria moderada (nivel II); porcentajes de 

inhibición mayores o iguales al 40%, actividad inhibitoria leve (nivel III); porcentajes de 

inhibición mayores o iguales al 20%, actividad inhibitoria deficiente (nivel IV) y por ultimo 

porcentajes de inhibición menores al 20% que representan una actividad inhibitoria nula (nivel 

V).  

De acuerdo a la escala de Bell se seleccionaron 4 cepas fúngicas con actividad inhibitoria 

óptima, nivel II. Las cepas: CP12, CP17, CP18 (descritas previamente como miembros del 

Aspergillus Cardenas, O., (2016)), y CP34 (descritas previamente como miembro del 

Penicillium Cardenas, O., (2016)) cuya caracterización es descrita en la sección 6.3, las cuales 

presentaron porcentajes de inhibición entre el 60 y 70% contra el desarrollo del fitopatógeno 

Colletotrichum sp. Por otro lado, las cepas fúngicas restantes presentaron una actividad 

inhibitoria leve (59 – 40 %) y deficiente (39 – 22%) (Anexo 7). Asimismo, en las placas de 

enfrentamiento dual de las cepas seleccionadas CP12, CP17, CP18 y CP34 se observó dos 

posibles mecanismos antagónicos: la antibiosis desarrollada por la cepa CP34, que se caracteriza 

por la inhibición a distancia del crecimiento y desarrollo de Colletotrichum sp. (Fig. 6A) y la 

competencia desarrollada por las cepas CP18, CP17 y CP12, que actuarían frente a 

Colletotrichum sp. mediante la competencia de nutrientes y producción de enzimas hidrolíticas 

(Fig. 6B, C y D).  
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Figura 6. Actividad antagónica directa de cepas fúngicas contra Colletotrichum sp.: A. CP34 inhibe a 

Colletotrichum sp. sin contacto directo (antibiosis), B, C, D. Cepas CP12, CP17 y CP18 inhiben a Colletotrichum 

sp. a través de mecanismos de competencia. E. Colletotrichum sp. (control de crecimiento). 

Posterior a los enfrentamientos duales se realizó la tinción por impregnación con cinta adhesiva 

en la zona donde se observó la sobre posición de los BCAs y Colletotrichum sp., para luego 

compararlas con las hifas del control de crecimiento de Colletotrichum sp. (fig. 7). En el caso 

de la cepa del genero Penicillium sp., no se llegó a observar este tipo de antagonismo 

(competencia), siendo que el mecanismo de antibiosis es su mecanismo de antagonismo para 

este género.  

 

Figura 7. Efecto antagónico de BCAs en hifas de Colletotrichum sp.: Hifas de Colletotrichum sp. desarrolladas en 

presencia de la CP34 (A) y CP 17 (B) Hifas de Colletotrichum sp. en ausencia de BCAs (C y D), todas las 

observaciones se realizaron con una magnificación 1000x 
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Las comparaciones entre la morfología de las hifas tomadas de la zona de confrontación (fig. 

7A y B) e hifas de sanas del control de crecimiento (fig. 7C y D) permitió distinguir 

irregularidades en la morfología microscópica como el engrosamiento y formación de vacuolas, 

además de una esporulación tardía. Estas irregularidades podrían atribuirse a la inhibición que 

ejercen los BCAs CP34 y CP17 (fig. 7A y B, respectivamente) sobre Colletotrichum sp. a través 

de la secreción de metabolitos que actúan sobre el desarrollo del patógeno afectando su 

estructura hifal, por lo cual, pueden comprenderse como signos de estrés ante una alteración en 

su metabolismo (Dewi et al., 2017; Jadhav et al., 2017). Se ha reportado que los BCAs fúngicos 

pueden actuar a través de modos de acción directos e indirectos, que son desarrollados por 

diferentes mecanismos antagónicos como: la producción de enzimas líticas y de metabolitos que 

ejercen la antibiosis, la competencia por nutrientes y nicho, y el mejoramiento del desarrollo 

vegetal al producir moléculas promotoras de crecimiento e inductores de resistencia sistémica 

(Hoyos, 2011; Narayanasamy, 2013).  

En el presente estudio, se observó una mayor actividad antagónica empleando la cepa CP34, 

presentando un porcentaje de inhibición del 70% frente al desarrollo micelial de Colletotrichum 

sp. De acuerdo a la figura 6A, se observa la ausencia de contacto directo entre la cepa CP34 y 

Colletotrichum sp. Suponiendo, que el mecanismo desarrollado por la cepa CP34 frente a 

Colletotrichum sp. es la antibiosis.  

Yang et al., (2008) reporto que la actividad antagónica de Penicillium sp. frente a 

Colletotrichum gloesporiodes obtuvo un porcentaje de inhibición del 68%, también se evaluaron 

su actividad frente a otros patógenos como: Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y 

Verticillium sp., con porcentajes de inhibición mayores al 50%. Del mismo modo, también se 

ha reportado su actividad frente a Fusarium sp. y Fusarium oxysporium con porcentajes de 

inhibición del 68 y 70 % respectivamente (Ilyas et al., 2016; Radhakrishnan, 2013).  

Por otro lado, las cepas CP12, CP17 y CP18 presentaron actividad antagónica con porcentajes 

de inhibición entre 60 y 65%, su actividad inhibitoria puede atribuirse a la competencia por 

nutrientes y espacio físico de modo indirecto sobre el desarrollo del patógeno. En estudios 

similares, Pérez et al. (2010) observó que Aspergillus sp. podía controlar el desarrollo de 

Botrytis cinerea, obteniendo un 60 % de inhibición del crecimiento hifal. Del mismo modo, 
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similares resultados desarrollados por Suarez-Estrella et al. (2007) y Ozer, (2011) quienes 

reportaron la actividad antagónica de Aspergillus sp contra Fusarium oxysporium y Aspergillus 

niger al obtener porcentajes de inhibición del 53% y 91%, respectivamente.   

Cabe recalcar que las cepas seleccionadas en este estudio CP12, CP17, CP18 y CP34; 

potenciales BCAs son hongos filamentosos, clasificados anteriormente como Aspergillus sp. y 

Penicillium sp. (Cardenas, 2016); géneros que han sido ampliamente reportados por su 

capacidad de producir una variedad de metabolitos secundarios (Binder et al., 2010; Keller & 

Turner, 2005; Van den Berg, 2013).  

6.3   Características de BCAs seleccionados                                                                       

La identificación de los BCAs seleccionados y la evaluación de su carácter axénico se llevó a 

cabo a través de técnicas convencionales como la observación de sus características 

morfológicas macro-microscópicas en cultivos monospóricos que corroboran la asignación de 

las cepas CP12, CP17, CP18 y CP34, en los géneros Aspergillus y Penicillium, respectivamente 

(fig. 8).   

 

Figura 8. Características macro-microscópicas de BCAs seleccionados. A y E. (1000x). Identificación de la cepa 

CP17 Aspergillus sp.; B y F. (400x) Identificación de la cepa CP12 Aspergillus sp.; C y G. (1000x) Identificación 

de la cepa CP18 Aspergillus sp.; D y H. (1000X) Identificación de la cepa CP34 Penicillium sp. 

Durante las observaciones, las cepas fúngicas CP12, CP17 y CP18 fueron identificadas por 

claves morfológicas como Aspergillus sp., las características macroscópicas observadas fue un 

crecimiento micelial radial blanquecino a un inicio el cual en el transcurso del tercer día presento 
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una superficie polvorienta de coloración verdosa (fig. 8A, B y C). Asimismo, al quinto día de 

cultivo se observó un cambio en la tonalidad de las placas de cultivo a una amarillo-verdosa por 

la secreción de exudados de las cepas. Por otro lado, en observaciones microscópicas se 

corroboró la axenidad de los cultivos, al observar un solo tipo de formas reproductivas 

representativas para la identificación de ascomicetos del género Aspergillus al lograr distinguir 

hifas septadas hialinas, un conidióforo y fialides que dan lugar a una larga cadena de filoconidios 

(fig. 7E, F y G).  

En el caso de la cepa CP34, las características macroscópicas que presentó fue un crecimiento 

micelial radial con una superficie polvorienta de coloración verde en la parte central y 

blanquecina algodonosa en los bordes (fig. 8D). Mientras que, en observaciones microscópicas, 

la cepa CP 34 presentó formas reproductivas características de ascomicetos del género 

Penicillium al distinguir hifas septadas hialinas, un conidióforo a 90° de las hifas y fialides que 

daban lugar a una larga cadena de filoconidios (fig. 7 H). Por lo anteriormente descrito, se 

corrobora que las cepas fúngicas CP12, CP17 y CP18 por sus claves morfológicas macro y 

microscópicas corresponden al género Aspergillus y la cepa CP34 corresponde al género 

Penicillium. 

En el caso del patógeno perteneciente al género Colletotrichum, agente hemi-biotrófico causante 

de la antracnosis. Se conoce que sus características de desarrollo en placa varían de acuerdo al 

medio de cultivo que se empleen. Por lo cual, en la presente investigación éste se cultivó en 

medio PDA durante 15 días para observar las características macro-microscópicas del mismo. 

(fig. 9).  

 
Figura 9. Identificación macro-microscópica de Colletotrichum sp. A. Identificación macroscópica de 

Colletotrichum sp. en PDA. B y C. (400x – 1000x) Identificación microscópica de Colletotrichum sp.  
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Las características macroscópicas del Colletotrichum sp., se caracterizó por un crecimiento 

micelial radial con una superficie algodonosa de coloración rosa. Asimismo, tras el décimo 

quinto día de cultivo, se observó la aparición de exudados de coloración violácea, signo 

característico de estrés ante la ausencia de nutrientes (Fig. 9A). En el caso de las observaciones 

microscópicas, en la figura 9B y 9C se observa hifas septadas hialinas con brotes de conidios en 

cadena y conidios de forma ovalada, distinguiendo la presencia de dos vacuolas. Estas 

características morfológicas corresponden al género Colletotrichum descritas por Watanabe, 

(2010), y por los resultados obtenidos se corrobora que el fitopatógeno en estudio corresponde 

a Colletotrichum sp.  

Consiguiente a la caracterización macro-microscópica de los BCAs y del patógeno, se determinó 

su cinética de crecimiento (Fig. 10 y Fig. 11) para lo cual, se los cultivó en un medio mínimo 

agar agua. Concluido el décimo séptimo día de cultivo, las cepas alcanzaron la fase estacionaria 

de crecimiento. Durante el cultivo de los BCAs, se evaluó su crecimiento diario a través de la 

medición del diametro del frente hifal (mm/d) (fig. 10).  

T ie m p o  ( D ía s )

F
r

e
n

t
e

 h
if

a
l 

(
m

m
)

0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0

1 8 0

C P 1 2 A s p e r g i l lu s  s p .

C P 1 7 A s p e r g i l lu s  s p .

C P 1 8 A s p e r g i l lu s  s p .

A .

  
T ie m p o  ( D ía s )

F
r

e
n

t
e

 h
if

a
l 

(
m

m
)

0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

B .

 

Figura 10. Cinética de crecimiento de BCAs: A. Aspergillus CP12, CP17 y CP18 B. Penicillium CP34. Todas las  

cepas fúngicas fueron cultivadas en medio mínimo basal (agar agua) por 17 días a 27±1°C. 

El crecimiento y desarrollo de las cepas de Aspergillus CP12, CP17 y CP18 presento una tasa 

de crecimiento de 11.38 mm/d, 11.33 mm/d y 11.5 mm/d, respectivamente (fig. 10A). en el caso 

de la cepa Penicillium CP34 presentó una tasa de crecimiento menor de 3.87 mm/d (fig. 10B). 

Estos datos fueron de utilidad para evaluaciones de optimización de las condiciones de cultivo 



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

46 

 

de los BCAs (descrito en la sección 6.4) siendo que la cinetica de crecimiento permitió distinguir 

dos fases del metabolismo de las cepas en estudio: la trofofase y la idiofase, fases consideradas 

importantes en la producción de metabolitos bioactivos (Patil et al., 2016). La trofofase se 

caracteriza por el desarrollo y la producción de metabolitos precursores y cofactores para la 

síntesis de metabolitos secundarios en la idiofase. Esta última es también conocida como fase 

estacionaria en la que se producen metabolitos secundarios, entre ellos agentes antimicrobianos 

que no son indispensables para el desarrollo, sino se producen como una respuesta de 

adaptación, depredación y competencia (El-Mansi et al., 2011; Patil et al., 2016; Sanchez-Perez 

et al., 2020). Por lo cual, en la cinética de crecimiento de los BCAs se determinó que las cepas 

Aspergillus CP12, CP17 y CP18 ingresan a idiofase al decimo cuarto día, asimismo la cepa 

Penicillium CP34 ingresa a idiofase al decimo sexto día, datos importantes para evaluar la 

producción de metabolitos bioactivos con capacidad antagónica.    

En la figura 11, se observa la representación de la cinética de crecimiento del patógeno 

Colletotrichum sp. con una tasa de crecimiento de 11.41 mm/d e ingresando a la fase 

estacionaria al decimo cuarto día. Los datos obtenidos durante esta evaluación fueron de utilidad 

para determinar la sensibilidad del patógeno hacia los metabolitos producidos por los BCAs 

seleccionados, siendo que los datos obtenidos permitieron conocer el desarrollo hifal habitual 

de Colletotrichum sp. en ausencia de inhibidores; además útil para determinar el tiempo de 

evaluación de la actividad antagónica de los metabolitos bioactivos.     
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Figura 11. Cinética de crecimiento de Colletotrichum sp. agente causal de la antracnosis. El fitopatógeno fue 

cultivado en medio mínimo basal (agar agua) por 17 días a 27±1°C. 
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6.4   Actividad antagónica de filtrados fúngicos frente a Colletotrichum sp. 

Los microorganismos son conocidos como productores de metabolitos de interés biotecnológico 

que pueden ser obtenidos a través de diferentes técnicas de cultivo (El-Mansi et al., 2011). Es 

así que se estudian metabolitos primarios o secundarios (enzimas, vitaminas, proteínas, 

péptidos, antibióticos y ácidos orgánicos, entre otros) (Berenjian, 2019; Madigan et al., 2019) 

con aplicación en diferentes industrias. La obtención de estos productos suele ser realizada a 

través del cultivo de microorganismos en medio líquido, el cual implica el uso de sustratos 

suspendidos y a disposición (Berenjian, 2019). Además de permitir la recuperación de los 

metabolitos bioactivos de una manera sencilla. Estos métodos de cultivo pueden ser conducidos 

a través de diferentes modos operacionales como el cultivo batch, el batch alimentado, el batch 

semi-alimentado o contínuo (Tresguerres et al., 2013).  

Los BCAs seleccionados por técnicas de enfrentamiento dual contra Colletotrichum sp. 

(Sección 5.3.4.1) fueron estudiados en función a la actividad antagónica de sus metabolitos 

bioactivos extracelulares producidos en idiofase en un cultivo líquido. Además, se evaluaron 

condiciones de cultivo para obtener una mayor actividad antagónica frente al fitopatógeno. 

Considerando que la aplicación directa de los BCAs en cultivos agrícolas podría interrumpir el 

equilibrio microbiano de los nichos ecológicos, en este estudio se optó por el empleo de 

metabolitos bioactivos de filtrados fúngicos considerándose también esta estrategia parte del 

control biológico (Hoyos, 2011). Alternativa que permite aprovechar la capacidad metabólica 

de los microorganismos del suelo y otros asociados a plantas (endófitos) por su capacidad de 

producir y secretar metabolitos bioactivos que de igual forma promueven el desarrollo y salud 

de las plantas.  

Con lo anteriormente mencionado, en la presente investigación, se estudió la producción de 

filtrados fúngicos a través de su cultivo en caldo papa bajo las condiciones de cultivo descritas 

en la sección 5.3.4.3 [estanco y ciclo de luz y oscuridad (12 h/d)]. Concluido el tiempo de 

cultivo, se recuperó el sobrenadante (filtrado crudo con metabolitos bioactivos) y se determinó 

su actividad antagónica contra Colletotrichum sp. (procedimiento descrito en la sección 5.3.6). 

Los resultados obtenidos demostraron que los filtrados fungicos de los BCAs seleccionados 

poseen actividad antagónica frente a Colletotrichum sp. (fig. 12) observando una reducción en 
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el desarrollo del patógeno con porcentajes de inhibición entre el 51 y 56 %, presentando una 

diferencia significativa respecto al control según el análisis de varianza ANOVA (p <0.001).  
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Figura 12. Actividad antagónica de filtrados fúngicos producidos en cultivo batch a 27±1°C por 15 días de BCAs 

(Aspergillus sp. CP12, CP17, CP18 y Penicillium sp. CP34) frente a Colletotrichum sp. durante 15 días de 

incubación, empleando la técnica de vertido en placa (dilución 1:2, v/v). Las líneas verticales representan la 

desviación estándar de tres replicas. Las letras no comunes indican agrupaciones con diferencia significativa en el 

Test de Tukey (p < 0.05).  

Además, para determinar si existió diferencia significativa entre la actividad antagonica de los 

filtrados fungicos se realizó  el análisis de comparación multiple, empleando el test de Tukey. 

Éste reveló que los porcentajes de la actividad antagónica de los filtrados fúngicos de las cepas 

de Aspergillus CP12, CP17 y CP18 no presentan una diferencia significativa entre sí, por lo cual 

muy probablemente, y sustentado con las características morfológicas descritas previamente 

(sección 6.3), las cepas de Aspergillus CP12, CP17 y CP18 podrían corresponder a la misma 

especie. No obstante, el resultado obtenido con el filtrado de la cepa Penicillium sp. CP34 posee 

una diferencia significativa en relación a las otras cepas en estudio (p <0.05) lo que indica 

posiblemente una diferencia en mecanismo de acción. 

Los resultados obtenidos al emplear los filtrados fúngicos frente a Colletotrichum sp., son 

acordes a los resultados esperados, ya que anteriormente presentaron actividad antagónica 

directa en enfrentamientos duales. Sin embargo, cabe destacar que hubo una disminución en la 

actividad antagónica, obteniendo porcentajes de inhibición entre el 51 y 56 % en comparación 

con los resultados obtenidos en los enfrentamientos duales donde los porcentajes de inhibición 
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fueron entre el 60 y 70 %. Esta diferencia puede ser explicada por el empleo de BCAs de manera 

directa en enfrentamientos duales (i) o sus filtrados de cultivo líquido (ii) contra Colletotrichum 

sp. En el primer caso, el enfrentamiento dual implica el co-cultivo entre el agente patógeno y el 

agente de control biológico simulando un ambiente natural que permite exhibir al máximo la 

competencia entre ambos agentes, siendo que estos interactúan y terminan compitiendo por un 

nicho y una cantidad limitada de nutrientes, lo cual promueve la producción y secreción de 

metabolitos bioactivos (Bertrand et al., 2014; Costa et al., 2019) que implica la activación de 

genes y mecanismos de defensa contra el patógeno (Netzker et al., 2015; Vinale et al., 2017). 

Ello explica la disminución en la actividad biológica de los filtrados que se producen en ausencia 

del patógeno, los cuales son recuperados y evaluados contra el patógeno posteriormente. Sin 

embargo,  cabe señalar que la estrategia empleando los filtrados con metabolitos bioactivos ya 

ha sido evaluada en diversas investigaciones con distintos microorganimos; entre los cuales los 

filtrados de los hongos del género Trichoderma se caracterizan por contener enzimas hidrolíticas 

como quitinasas, β-glucanasas, proteasas y compuestos antifúngicos (Es-Soufi et al., 2020; 

Naglot et al., 2015; Qualhato et al., 2013; S. Zhang et al., 2018) y que hoy en día han sido 

empleados en la formulación de bioinsumos agrícolas para el control de plagas en cultivos.   

Corroborando los resultados obtenidos en esta investigación, existen reportes que han 

demostrado la actividad antagónica de los filtrados de cultivo de Penicillium y Aspergillus. Por 

ejemplo, Mejdoub-Trabelsi et al., (2017) obtuvo porcentajes de inhibición entre 47 - 62 % y 33 

– 44 % al emplear los filtrados de Penicillium sp. y Aspergillus sp., contra fitopatógenos 

asociados a la papa como: Fusarium oxysporium, F. graminearum y F. sambonicum. Abdallah 

et al., (2014) reportó resultados similares al emplear el filtrado de cultivo de diferentes cepas de 

Aspergillus sp. obteniendo porcentajes de inhibición entre el 39 – 77 % en contra de Pythium 

ultimum patógeno de la papa. De la misma manera, Khokhar et al., (2011) y Kang et al., (2005) 

reportaron la actividad antagónica de Penicillium simplicissimum, P. italicum y de Aspergillus 

sclerotiorum con porcentajes de inhibición de entre el 42 - 68 % en contra de Fusarium 

oxysporium, F. solani, Macrophomina phaseolina y Clarosporidium cladosporoides, patógenos 

en cultivos frutícolas y árboles de especies forestales. Por lo cual, los resultados de actividad 

antagónica moderada (porcentaje de inhibición mayor o igual al 60 %; nivel II según la escala 

de Bell) obtenidos al emplear los filtrados de Aspergillus sp. CP12, CP17, CP18 y Penicillium 
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sp. CP34 son comparables a los ya reportados en otros estudios y albergan la posibilidad de ser 

empleados potencialmente en contra de Colletotrichum sp. Sin embargo, cabe notar que las 

condiciones de cultivo para la obtención de los mismos pueden afectar su producción y por tanto 

su actividad antagónica contra el patógeno.   

Por lo cual, considerando lo anteriormente mencionado y debido a que el cultivo batch permite 

realizar modificaciones en las condiciones de cultivo para optimizar el crecimiento y desarrollo 

de los microorganismos para incrementar el rendimiento de los metabolitos de interés (Steyaert 

et al., 2010). Consiguientemente se analizó el efecto de parámetros físicos, biológicos y 

químicos durante el cultivo de BCAs y su repercusión en la actividad antagónica para de este 

modo seleccionar los parámetros óptimos que permitan alcanzar mayores porcentajes de 

inhibición en contra del patógeno Colletotrichum sp.    

6.4.1 Efectividad antagónica de filtrados fúngicos producidos en condiciones de cultivo 

optimizadas  

6.4.1.1 Efecto de la agitación y la fotosensibilidad en la producción de filtrados fúngicos 

Diferentes estudios han revelado que los hongos pueden percibir y reaccionar a distintas 

longitudes de onda al poseer fotoreceptores. Esta capacidad tiene base genética, mediada por 

proteínas fotosensibles altamente conservadas en el reino fungí (Fuller et al., 2015). Además, 

de poseer receptores específicos de luz, los hongos también pueden percibir la intensidad de la 

luz, cualidad conocida como fotosensibilidad (Kück et al., 2009). La luz puede estimular la 

activación de cascadas de señalización para generar cambios en la expresión génica que 

modifican varios mecanismos como la inducción de estrés oxidativo, térmico y la reducción o 

incremento de la tasa de crecimiento (Fuller et al., 2015). Estos mecanismos son una respuesta 

al estrés, que pueden repercutir en la entrada temprana a idiofase y a la producción de 

metabolitos bioactivos. Por ello, la exposición a la luz es considerada como un componente 

importante en la optimización de condiciones de cultivo para la producción de biomasa y la 

producción de metabolitos de interés (Steyaert et al., 2010).  

Con lo anteriormente mencionado, con el fin de optimizar la actividad inhibitoria de los filtrados 

fúngicos frente a Colletotrichum sp., se evaluaron las condiciones de cultivo de los BCAs. 

Considerando como parámetros físicos: la agitación y foto sensibilidad; parámetros biológicos: 
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el co-cultivo con el patógeno y parámetros químicos: la concentración de fuente de carbono y 

el tipo de fuente de nitrógeno. Por lo tanto, en la presente sección se estudió la actividad 

antagónica de metabolitos bioactivos producidos en agitación constante y fotoperiodo 

(procedimiento descrito en la sección 5.3.6.1). Concluido el tiempo de cultivo se determinó su 

actividad antagónica frente a Colletotrichum sp. (procedimiento descrito en la sección 5.3.6).         

Los resultados obtenidos demostraron que los filtrados fungicos de BCAs cultivados en 

agitación y exposición a distintas longitudes de onda, LB: luz blanca (λ; 400 – 750 nm); LR: luz 

roja (λ: 625 – 740 nm); LA: luz amarilla (λ: 565 – 590 nm); LV: luz verde (λ: 520 – 565 nm); 

LP: luz violeta (λ: 380 – 446 nm); y FP: fotoperiodo con luz natural de 12 h/día. Presentaron 

actividad antagónica frente a Colletotrichum sp con porcentajes de inhibición variables que van 

desde 45 al 75 % , de acuerdo a analisis estadistico se observa una diferencia significativa 

respecto al control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de BCAs) según el 

análisis de varianza ANOVA (p < 0.001) (fig. 13 y fig. 14).  

En la figura 13, se observa la actividad antagónica de los filtrados fúngicos de los BCAs 

pertenecientes al género de Aspergillus sp. cepas CP12, CP17 y CP18. Donde se puede observar 

que las tres cepas presentan mejor actividad antagónica en condiciones de fotoperiodo (FP) y 

agitación, como condición de cultivo óptima al alcanzar porcentajes de inhibición mayores al 

70 %, a diferencia de las anteriores condiciones de cultivo descritas que presentaron porcentajes 

de inhibición entre el 51 al 68 %. Asimismo, el análisis de comparación múltiple corroboró que 

el FP y agitación es la condición de cultivo óptima con diferencia significativa (p < 0.05) entre 

esta y las otras condiciones de cultivo, respectivamente (fig. 13). De este modo, se determina 

que los porcentajes de inhibición obtenidos empleando un cultivo en fotoperiodo y agitación 

son mayores a los obtenidos en fotoinducción FP > LB = LP > LA > LV = LR.   
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Figura 13 Porcentaje de inhibición de filtrados fúngicos producidos por: Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18 frente 

a Colletotrichum sp. durante 15 días de cultivo, empleando la técnica de vertido en placa dilución 1:2 (v/v). Las 

líneas verticales representan la desviación estándar de tres replicas. Las letras no comunes indican agrupaciones 

con diferencia significativa para el test de Tukey FP > LB > LP > LR = LV = LA.   (p < 0.05). Condiciones de 

cultivo para la obtención de los filtrados bajo parámetros físicos: agitación (120 rpm) y fotoinducción (LB: luz 

blanca, LP: luz purpura, LV: luz verde, LA: luz amarilla, LR: luz roja y FP: Fotoperiodo con 12h/día; Control (-) 

Colletotrichum sp. cultivado en PDA. 

En la figura 14 se observa los porcentajes de inhibición de los filtrados de la cepa Penicillium 

sp. CP34 que presentaron una diferencia significativa respecto al control negativo 

(Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de BCAs) según el análisis de varianza ANOVA 

(p < 0.001), los filtrados de la cepa de Penicillium sp. CP34 en condiciones de fotoinduccion 

con diferentes filtros presentaron porcentajes de inhibición variados que van desde el 45 al 72 

%. Sin embargo, los filtrados de Penicillium sp. CP34 producidos en fotoperiodo y agitación 

alcanzaron porcentajes de inhibición del 72 % frente a Colletotrichum sp. Del mismo modo, la 

condición fotoperiodo y agitación posee una diferencia significativa (p < 0.05) respecto a las 

otras condiciones evaluadas. Por lo cual, se determina que el cultivo en fotoperiodo y agitación 

es la condición óptima para obtener filtrados con metabolitos con mayor actividad antagónica 

contra el patógeno, seguida de la fotoinducción FP > LB > LP > LR = LV = LA.    
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Figura 14 Porcentaje de inhibición de filtrados producidos por BCA: Penicillium sp. CP34 frente a  Colletotrichum 

sp. durante 15 días de cultivo, empleando la técnica de vertido en placa dilución 1:2 (v/v). Las líneas verticales 

representan la desviación estándar de tres replicas. Las letras no comunes indican agrupaciones con diferencia 

significativa para el Test de Tukey (p < 0.05) FP > LB > LP > LR = LV = LA. Condiciones de cultivo para la 

obtención de los filtrados bajo parámetros físicos: agitación (120 rpm) y fotoinducción (LB: luz blanca, LP: luz 

purpura, LV: luz verde, LA: luz amarilla, LR: luz roja y FP: Fotoperiodo con 12h/día; Control (-) Colletotrichum 

sp. cultivado en PDA.   

Los hongos del género Aspergillus y Penicillium, son conocidos como agentes productores de 

una gran variedad de metabolitos, entre los cuales se destacan los metabolitos antibacterianos y 

antifúngicos de interés para el desarrollo de bioinsumos agrícolas (Pusztahelyi et al., 2015).  

Dicha producción puede estar involucrada con las condiciones de cultivo y ha sido considerada 

en diferentes estudios, existen investigaciones que corroboran nuestros resultados y que revelan 

la influencia de la agitación y la del ciclo circadiano (exposición luz - oscuridad), es decir la 

condición natural (Fuller et al., 2015; Köhl et al., 2019).  

Entre los parámetros físicos que se evaluaron son fotoinducción y agitación, como condición de 

estrés para la obtención de filtrados fúngicos de BCAs con actividad inhibitoria frente a 

Colletotrichum sp., se destaca la agitación como condición de cultivo principal y coadyuvante 

en la producción de filtrados fúngicos con mayor actividad inhibitoria frente al patógeno. Dado 

que al comparar los resultados obtenidos en la anterior sección (6.4), cultivo en fotoperiodo (12 

h/d) y estanco se obtuvo un porcentaje de inhibición del 51 al 56 %, son menores a los obtenidos 

en cultivo en fotoperiodo (12 h/d) y agitación que presento un porcentaje de inhibición mayor 

al 70 %. Las condiciones de agitación y fotoperiodo son relevantes para la obtención de filtrados 

con capacidad de inhibir al patógeno en estudio, porque suple de oxígeno a los microorganimos 
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durante su cultivo, influyendo en el consumo de sustratos y la síntesis de productos (Ibrahim 

et al., 2015). Además, de controlar la transferencia de nutrientes y de actuar como un aceptor de 

electrones terminal (oxígeno) en reacciones oxidativas que proporcionan energía para las 

actividades celulares (Alves et al., 2010).  

Sin embargo, en el caso de emplear fotoinducción los porcentajes de inhibición son menores a 

los esperados. Estudios como el de  Köhl et al., (2019) en Penicillium chrysogenum que 

demostró que una exposición continua a la oscuridad, inhibe la formación de cuerpos fructíferos 

pero induce el desarrollo vegetativo y que a diferencia de este, la exposición a la luz induce la 

producción de cuerpos fructíferos pero inhibe el desarrollo vegetativo. Llegando a deducir que 

la alternación entre la luz y oscuridad permitiría un desarrollo mejorado del hongo. Lo que 

coincide con los resultados en la producción y actividad antagónica de filtrados fúngicos de 

Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, y Penicillium sp. CP34 al estar expuestos al fotoperiodo 

(12h/d). Del mismo modo, Rouissi et al., (2013) reportó la actividad inhibitoria de los filtrados 

del cultivo de Penicillium expansum cuando fueron producidos en fotoperiodo, obteniendo 

porcentajes de inhibición cercanos al 60% en contra del desarrollo del fitopatógeno 

Colletotrichum acutatum.  

Por tanto, considerando los resultados obtenidos en esta sección, se concluye que la condición 

de cultivo óptima para obtener filtrados fúngicos de BCAs con una mayor actividad antagónica 

frente al patógeno Colletotrichum sp. es el fotoperiodo (12 h/d) con agitación (120 rpm). Esta 

es la condición base sobre la cual se evaluó el efecto de los parámetros biológicos y químicos 

descritos en la siguiente sección. 

6.4.1.2 Co-cultivo con Colletotrichum sp. en la producción de filtrados fúngicos  

El co-cultivo microbiano  ha sido empleado eficazmente para inducir vías metabólicas 

(Karuppiah et al., 2019), incluyendo la producción de metabolitos secundarios a través de la 

activación de moléculas de señalización o de expresión de enzimas para incrementar la 

producción de metabolitos (Wakefield et al., 2017). El empleo de consorcios microbianos en el 

sistema agrícola puede mejorar la eficacia, estabilidad y uniformidad de las poblaciones 

microbianas en el control de fitoenfermedades y en la promoción del crecimiento vegetal en 

diversas condiciones ambientales (Stockwell et al., 2011). Por ello, considerando estudios 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.01068/full#B51


Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

55 

 

similares, en esta sección se evaluó la producción de metabolitos bajo el efecto del co-cultivo 

de los BCAs con el fitopatógeno (procedimiento descrito en la sección 5.3.6.2). Concluido el 

tiempo de cultivo se determinó su actividad antagónica frente a Colletotrichum sp. 

(Procedimiento descrito en la sección 5.3.6). 

La actividad antagónica de los filtrados fúngicos de los BCAs Aspergillus sp. CP12, CP17 y 

CP18 y, Penicillium sp. CP34 en co-cultivo con el patógeno Colletotrichum sp. puede ser 

observada en la figura 15. En donde se puede apreciar una diferencia significativa respecto al 

control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de BCAs) según el análisis de 

varianza ANOVA (p < 0.001).  

Los porcentajes de inhibición de los BCAs en co-cultivo con el patógeno van desde el 60 al 65 

% para las cepas de Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18 y hasta un 69 % para la cepa de 

Penicillium sp. CP34. No obstante, la actividad antagónica de los filtrados fúngicos obtenidos 

en cultivo axénico fue mayor a la obtenida en co-cultivo, presentando porcentajes de inhibición 

mayores al 70 %, demostrando una diferencia significativa a favor del cultivo axénico en 

fotoperiodo para las cepas de Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18. A excepción de la cepa 

Penicillium sp. CP34 que no presentó diferencia significativa entre los filtrados obtenidos en 

co-cultivo y cultivo axénico según el Test de Tukey (p < 0.05).   
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Figura 15. Porcentajes de inhibición de filtrados fúngicos producidos por BCAs: Aspergillus sp. CP12, CP17, 

CP18 y Penicillium sp. CP34 bajo el efecto de co-cultivo durante 15 días con el patógeno contra Colletotrichum 

sp. Se empleó la técnica de vertido en placa, dilución 1:2 (v/v). Las líneas verticales representan la desviación 

estándar de tres replicas. Control (-) Colletotrichum sp. cultivado en PDA. 
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A través del co-cultivo se ha logrado comprender la interacción entre distintas poblaciones 

microbianas (Karuppiah et al., 2019); además, de los cambios en los sistemas metabólicos, al 

tener un enfoque motivado por la competencia y comunicación inter-microbiana (Netzker et al., 

2015). La alternativa de inducir la producción de metabolitos mediante la activación y expresión 

de genes a través del co-cultivo es de interés en la industria agrícola para el desarrollo de 

bioinsumos, por lo cual, hay investigaciones que evalúan la interacción de distintos 

microorganismos (Es-Soufi et al., 2020; Karuppiah et al., 2019; Li et al., 2020). En esta sección, 

se evaluó el efecto del co-cultivo de cada BCA con el fitopatógeno y su repercusión en la 

actividad antagónica de sus filtrados contra Colletotrichum sp. Sin embargo, los resultados 

obtenidos revelaron menor actividad antagónica comparada con cultivos axénicos (p < 0.05). 

En contraste, el estudio de Karuppiah et al., (2019) reveló que el co-cultivo entre Trichoderma 

asperellum GDFS1009 y Bacillus amyloliquefaciens 1841, posee un efecto sinérgico frente a  

Fusarium graminearum con porcentajes de inhibición entre el 75 y 85 %. Por otro lado, Li et al., 

(2020) realizó el co-cultivo entre Trichoderma atroviride SG3403 y Bacillus subtilis 22; sin 

embargo, la actividad antagónica del filtrado resultante, presentó un porcentaje de inhibición 

menor al 54 %, en relación a los estudios de Karuppiah et al., (2019) en contra de Fusarium 

graminearumen. Estas investigaciones se basan en combinar los mecanismos de acción 

antagónicos y de ese modo incrementar su actividad inhibitoria frente a patógenos. 

Una estrategia alternativa descrita por Emanuel et al., (2020) empleó el micelio inactivado de 

Colletotrichum sp. en el co-cultivo de Trichoderma sp. y Bacillus subtilis revelando que el co-

cultivo con la adición del micelio inactivo del fitopatógeno, promueve la producción de 

compuestos orgánicos difusibles, como el acetato de butilo e incrementa el efecto antagónico 

contra Colletotrichum sp. donde se observó alteraciones en la morfología e inhibición del 

crecimiento micelial radial con porcentajes de entre el 70 y 90 %, además de reducir la 

formación de esporas, produciendo colonias blancas del fitopatógeno.  

En relación a lo mencionado, el co-cultivo ha demostrado tener potencial biotecnológico; sin 

embargo, se requieren más estudios para determinar la eficiencia de los BCAs seleccionados. 

En el caso de esta investigación, dos estrategias ameritan mayores estudios: el co-cultivo entre 

BCAs seleccionados, fúngicos o bacterianos, para observar la sinergia de sus efectos 
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antagónicos frente a Colletotrichum sp. y otros fitopatógenos, considerando antes estudiar la 

interacción entre estos a través del enfrentamiento dual y observando que no exista un efecto 

antagónico entre sí (Schisler et al., 2011). Del mismo modo, se recomienda el cultivo axénico 

de BCAs con la adicción del micelio inactivo del fitopatógeno para inducir la producción de 

metabolitos bioactivos con actividad antagónica como en el estudio de Emanuel et al., (2020).  

6.4.1.3 Actividad de filtrados fúngicos producidos a diferentes concentraciones de 

glucosa  

Se conoce que la composición química de los medios de cultivo es de utilidad para la obtención 

de varios productos de interés a través de las fermentaciones (S. Zhang et al., 2018). En ese 

sentido, para lograr mayor producción de biomasa microbiana o de metabolitos específicos a un 

costo razonable, es necesario diseñar medios de cultivo definidos (constituidos por compuestos 

químicamente definidos y en una cantidad precisa) o complejos (constituidos por elementos 

orgánicos cuya composición nutricional no es precisamente descrita) (Angulo-Cortés et al., 

2012; J. Liu et al., 2017). La composición nutricional se basa principalmente en las fuentes de 

carbono y de nitrógeno, siendo que ambas actúan como precursores que regulan el metabolismo 

e influyen en la síntesis del producto final (Elibol, 2004; Singh et al., 2017). 

En la presente sección se evaluó el efecto de la suplementación de glucosa en diferentes 

concentraciones al medio de cultivo CPD (5, 10, 15 y 20 g de glucosa/L) para la producción de 

metabolitos con actividad antagónica contra Colletotrichum sp. Posteriormente, sobre la 

concentración optimizada de glucosa se evaluó el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno, 

empleando cloruro de amonio, sulfato de amonio y urea (procedimiento descrito en la sección 

5.3.6.3). En ambas evaluaciones los BCAs fueron expuestos al fotoperiodo y agitación durante 

su cultivo, concluido el tiempo de cultivo se determinó su actividad antagónica frente a 

Colletotrichum sp. (procedimiento descrito en la sección 5.3.6).         

La actividad antagónica de los filtrados fúngicos obtenidos al cultivar los BCAs en el caldo papa 

suplementado con diferentes concentraciones de glucosa puede ser observada en las figuras 16 

y 17. Los porcentajes de inhibición variaron entre el 51 y 77 % en el caso de las cepas de 

Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, dando como resultado una diferencia significativa entre 

todos los ensayos respecto al control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de 
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filtrados de BCAs) según el análisis de varianza ANOVA (p < 0.001). Sin embargo en la 

suplementación de caldo papa con glucosa a concentraciones de 15 y 20 g/L, se obtuvo mayor 

actividad antagónica frente al patógeno con porcentajes de inhibición entre 70 y 77%, 

respectivamente. Del mismo modo, el análisis de comparación multiple (test de Tukey, p > 

0.05) reveló que no existe diferencia significativa entre los porcentajes de inhibición obtenidos 

con los filtrados de las cepas de Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18. Por lo cual, para ensayos 

posteriores se seleccionó a la cepa Aspergillus sp. CP17 cultivado en 20 g/L de glucosa.   
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Figura 16 Porcentajes de inhibición de filtrados fúngicos producidos por: Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18 

frente a Colletotrichum sp. durante 15 días de cultivo bajo la influencia de diferentes concentraciones de glucosa, 

empleando la técnica de vertido en placa dilución 1:2 (v/v). Las líneas verticales representan la desviación estándar 

de tres replicas. Las letras no comunes indican agrupaciones con diferencia significativa para el Test de Tukey (p 

< 0.05). Condiciones de cultivo para la obtención de filtrados: suplementación del caldo papa con glucosa a 5 g/L, 

10 g/L, 15 g/L y 20 g/L. Control negativo (-) Colletotrichium sp. cultivado en PDA en ausencia de BCAs. 

En la figura 17 se observa los porcentajes de inhibición de los filtrados obtenidos con la cepa 

Penicillium sp. CP34 cultivada a diferentes concentraciones de glucosa (5, 10, 15 y 20 g/L), 

éstos presentan diferencia estadísticamente significativa respecto al control negativo 

(Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de BCAs) según el análisis de varianza ANOVA 

(p < 0.001). Los porcentajes de inhibición van desde el 40 al 77 %, destacando que las cepas de 

Aspergillus sp. suplementados con glucosa a concentraciones de 15 y 20 g/L en caldo papa 

presenta mayor actividad antagónica frente al patógeno. El analisis de comparación multiple, 

reveló una diferencia significativa en la actividad antagónica al emplear las diferentes 

concentraciones de glucosa, excepto entre 15 y 20 g/L (p < 0.05).  
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Figura 17 Porcentajes de inhibición de filtrados producidos por BCA: Penicillium sp. CP34 frente a Colletotrichum 

sp. durante 15 días de cultivo, bajo la influencia de diferentes concentraciones de glucosa empleando la técnica de 

vertido en placa, dilución 1:2 (v/v). Las líneas verticales representan la desviación estándar de tres replicas. Las 

letras no comunes indican agrupaciones con diferencia significativa para el Test de Tukey (p < 0.05). Condiciones 

de cultivo para la obtención del filtrado: suplementación del caldo papa con glucosa a 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L y 20 

g/L. Control negativo (-) Colletotrichum sp. cultivado en PDA en ausencia de BCAs.  

Los resultados obtenidos en la evaluación del efecto de la concentración de la fuente de carbono 

en la producción de filtrados fúngicos revelan una actividad antagónica moderada (nivel II; 

porcentajes de inhibición mayores al 60 %) según la escala de Bell et al., (1982), con porcentajes 

de inhibición del 76 % en el caso de la CP17 Aspergillus sp. y del 75 % con la CP34 Penicillium 

sp. al emplear glucosa en una concentración de 20 g/L en caldo papa; concentración en la cual 

se evaluó el efecto de las diferentes fuentes de nitrógeno en la siguiente sección. 

Como se mencionó anteriormente, la optimización de la composición de un medio de cultivo es 

importante ya que influye en la productividad metabólica de los microorganismos, ya que la 

concentración de ciertos componentes como la glucosa pueden modificar la expresión y 

producción de diferentes metabolitos de interés (El-Mansi et al., 2011; Madigan et al., 2019). 

Al igual que esta investigación, existen reportes que obtuvieron resultados similares a los 

presentados a pesar que se basan en la producción de productos con otros fines. El estudio de 

Luti, (2018), se basó en producción optimizada de undecil prodigiosina (agente inmunosupresor 

cancerígeno) a través del cultivo de Streptomyces coelicolor, en la que se seleccionó a la glucosa 

al 2% (p/v) como fuente óptima de carbohidratos. Del mismo modo, la investigación de Bello 

Forero, (2021) obtuvo resultados similares al emplear glucosa a concentraciones de 22 y 16 g/L 
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al cultivar al hongo macromiceto Lentinula edodes y así obtener una mayor producción de 

polisacáridos, esteroles, terpenoides y compuestos fenólicos. 

Los carbohidratos son importantes en los medios de cultivo como fuente energética durante el 

desarrollo y producción de metabolitos (Marwick y Col. 1999). Asimismo, a través de estudios 

en la producción de antibióticos por bacterias, se demostró que la asimilación gradual de las 

fuentes de carbono, como la galactosa, puede mejorar la producción de metabolitos secundarios 

(antibióticos). Así también, en distintas investigaciones, se ha probado que la glucosa posee un 

efecto represor  en la producción de penicilina (Sanchez & Demain, 2002; Singh et al., 2017). 

Dicho de ese modo, los resultados obtenidos en la evaluación del efecto de la suplementación 

del medio con glucosa, demuestran que esta permite la producción de los metabolitos implicados 

en la actividad antagónica de los BCAs contra Colletotrichum sp. ejerciendo mecanismos de 

regulación, siendo que los BCAs en estudio toleran la concentración seleccionada de glucosa 

para producir los metabolitos de interés; sin embargo, para confirmar esta suposición debemos 

de conocer la naturaleza estructural de los metabolitos bioactivos.  

Por lo cual, para concluir se determina que la concentración de glucosa óptima para el cultivo 

de las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 es 20 g/L, debido a que esta 

concentración se obtuvieron porcentajes de inhibición mayores al 70 %. Por otro lado, una 

alternativa interesante podría ser evaluar el efecto de otros monosacáridos diferentes a la glucosa 

e inclusive disacáridos u oligosacáridos en diferentes concentraciones en el cultivo de BCAs y 

su efecto en la producción de metabolitos bioactivos. Asimismo, evaluar la posibilidad de 

emplear residuos agroindustriales, como el bagazo de caña, la cascarilla de arroz y otros para 

formular medios de cultivo para los BCAs productores de metabolitos bioactivos y de esta 

manera reducir el costo de producción de estos, como potencial ingrediente activo en 

bioinsumos para el control biológico de la antracnosis.        

6.4.1.4 Actividad de filtrados fúngicos producidos con diferentes fuentes de nitrógeno  

Así como la modificación de las condiciones físicas de cultivo, la composición química del 

medio es importante en el cultivo de microorganismos, debido a que esta influye en la fisiología  

microbianas, en su crecimiento y productividad (Singh et al., 2017). Generalmente, la 

sobreproducción de un determinado metabolito suele verse afectada por diferentes parámetros, 
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entre los cuales las fuentes de carbono y nitrógeno son importantes. La productividad metabólica 

depende de varios factores, entre ellos el tipo de sustrato utilizado (fuente de carbono y 

nitrógeno) y su concentración, la capacidad del microorganismo, el tipo de producto y su 

concentración, las condiciones operacionales durante la producción, entre otros. (Luti, 2018). 

De ese modo, en esta sección se evaluó el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno en el medio 

de cultivo de BCAs en la producción de filtrados fúngicos con actividad antagónica frente a 

Colletotrichum sp. 

La actividad antagónica de los filtrados fúngicos obtenidos durante el cultivo de BCAs en caldo 

papa dextrosa (20 g/L glucosa) suplementados: 1) cloruro de amonio, 2) sulfato de amonio y 3) 

urea en una relación DQO: N (100: 5.6). 

En la figura 18 se puede observar que la cepa de Aspergillus sp. CP17, presenta porcentajes de 

inhibición que variaron entre 70 al 88 %, en cambio para la cepa Penicillium sp. CP34 los 

porcentajes de inhibición variaron entre el 70 al 91 %. Demostrando una diferencia significativa 

entre los ensayos realizados respecto al control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en 

ausencia de filtrados de BCAs) según el análisis de varianza ANOVA (p < 0.001).    
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Figura 18. Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno [NH4Cl - (NH4)2SO4 - urea] en la actividad antagónica de 

filtrados fúngicos producidos por Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 frente al desarrollo de 

Colletotrichum sp. durante 15 días de cultivo. Ensayo realizado con la técnica de vertido en placa dilución 1:2 (v/v). 

Las líneas verticales representan la media y la desviación estándar de tres replicas. Las letras no comunes indican 

agrupaciones con diferencia significativa para el Test de Tukey (p < 0.05). Control negativo (-): Colletotrichum sp. 

cultivado en PDA en ausencia de BCAs.  
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Como se observa en la figura 18, la suplementación del medio de cultivo con las diferentes 

fuentes de nitrógeno, permitió obtener una mayor actividad antagónica frente a Colletotrichum 

sp. Los porcentajes de inhibición de los filtrados fúngicos de la cepa de Aspergillus sp. CP17 

variaron entre el 70 y 86 % bajo las siguientes condiciones NH4Cl = (NH4)2SO4 > Urea. Del 

mismo modo, el comportamiento de los filtrados fúngicos de Penicillium sp. fueron similares 

obteniendo porcentajes de inhibición variables entre el 70 y 91% bajo las siguientes condiciones: 

NH4Cl > (NH4)2SO4 > Urea. Por lo cual, en ambos casos la adición de cloruro de amonio en 

CPD (19.11 g/L) incrementó la actividad antagónica de los filtrados fúngicos, llegando a obtener 

porcentajes de inhibición mayores al 85%, ambos porcentajes corresponden a una actividad 

antagónica óptima (nivel I; porcentajes de inhibición entre el 80 y 100 %) según la escala de 

Bell et al., (1982). Considerando lo anteriormente mencionado, se seleccionó al cloruro de 

amonio como fuente de nitrógeno en el medio de cultivo caldo papa, siendo que la adición del 

mismo incrementó la actividad antagónica de los filtrados fúngicos de BCAs.  

La relación carbono: nitrógeno (C: N) es conocida como un parámetro significativo en el 

desarrollo de biomasa (Wang et al., 2019), estableciendo que una relación DQO: N (100: 5,6) 

cercana a la reportada de  DQO: N (100: 5) es empleada óptimamente para el desarrollo de 

microorganismos aerobios (Madigan et al., 2019). La selección y la concentración de una fuente 

de nitrógeno en el medio juega un papel crucial en la producción de metabolitos, siendo que 

puede limitar la síntesis de enzimas y disminuir la degradación de los compuestos nutricionales 

que se encuentran en el medio de cultivo. En este estudio, se observó que la adicción de cloruro 

de amonio mejora la producción de metabolitos antagónicos. Dicho de este modo, y de manera 

similar a nuestros resultados, el estudio de Durairaj et al., (2017), demostró que la actividad 

antagónica de Pseudomonas aeruginosa frente a patógenos bacterianos era mayor al emplear un 

medio enriquecido con cloruro de amonio (0,1 g/L) que al emplear nitrato de amonio (0,1 g/L). 

Del mismo modo, Rodrigues et al., (2010), obtuvieron una mayor producción de biomasa al 

cultivar a A. platensis en un medio enriquecido con cloruro de amonio (21,5 mM). La selección 

del cloruro de amonio como fuente de nitrógeno en los medios de cultivo se debe a que ofrece 

ventajas como su fácil asimilación por microorganismos, además de ser una fuente de nitrógeno 

económica, especialmente cultivos a mayor escala (S. Zhang et al., 2013, 2020).  
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Por lo cual, finalizada la evaluación de las condiciones fisico, quimico y biologicas para la 

optimización de la actividad antagónica de los filtrados biactivos de los BCAs: Aspergillus sp. 

CP17 y Penicillium sp. CP34, se determina que las condiciones optimas de cultivo son: el cultivo 

axénico en fotoperiodo (12 hrs/día) en agitación (120 rpm) y cultivados en el medio caldo papa 

(relación DQO:N; 100: 5,6) con la adición de glucosa (20 g/L) y cloruro de amonio (19,11 g/L); 

parámetros constantes de aquí en adelante para el cultivo de los BCAs y la obtención de filtrados 

fúngicos con actividad antagónica.          

6.4.1.5 Actividad antagónica de los filtrados fúngicos obtenidos en diferentes tiempos de 

cultivo 

La producción de compuestos bioactivos fúngicos puede ser influenciada por las condiciones de 

cultivo como se ha observado en las anteriores secciones. Por lo cual, en la presente sección se 

evaluó el tiempo de cultivo y su repercusión en la producción de metabolitos con actividad 

antagónica contra Colletotrichum sp. Para ello, se cultivaron Aspergillus sp. CP17 y Penicillium 

sp. CP34 por 20 días en condiciones de cultivo modificadas (FP con agitación; 20g/L glucosa y 

19,11 g/L cloruro de amonio; procedimientos descritos en las secciones 6.4.1.1; 6.4.1.3 y 

6.4.1.4), realizando una colecta de la fracción líquida del medio de cultivo cada 48 horas. 

Posteriormente, se obtuvieron los filtrados y se evaluó su efecto frente a Colletotrichum sp. por 

la técnica de vertido en placa (dilución 1:2, filtrado fúngico: PDA). 

En la figura 19, se muestra la cinética de crecimiento y la actividad antagónica de los filtrados 

fúngicos de las cepas (A) Aspergillus sp. CP17 y (B) Penicillium sp. CP34 obtenidos cada 48 

horas, durante 20 días de cultivo. La actividad antagónica de los filtrados varió en un rango 

ascendente de 30 al 90 % frente a Colletotrichum sp. Asimismo, estos presentaron diferencia 

estadísticamente significativa respecto al control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en 

ausencia de filtrados de BCAs). Se observó que los filtrados poseen actividad antagónica del 30 

al 40 % de inhibicion a partir del segundo día de recolección y es mayor al 50 % de inhibición 

a los 10 días de cultivo. Los mayores porcentajes de inhibición fueron obtenidos entre los días 

de cultivo 16 y 18, alcanzando porcentajes de inhibición entre 84 al 87 % para Aspergillus sp. 

CP17 y entre 88 al92 % para Penicillium sp. CP34. 
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Figura 19 Relación entre la cinética de crecimiento y la actividad antagónica de filtrados fúngicos de BCAs              

A. Aspergillus sp. CP17, B. Penicillium sp. CP34 frente a Colletotrichum sp. durante 20 días de cultivo, realizando 

una colecta de la fracción líquida del medio de cultivo cada 48 horas y evaluados a través de la técnica de vertido 

en placa dilución 1:2 (v/v). Cinética de crecimiento: ─●─; Actividad antagónica de filtrados fúngicos: ─●─, 

colectados en diferentes tiempos durante la cinética de crecimiento. 

Los resultados de actividad antagónica alcanzados empleando filtrados fúngicos son similares a 

los observados en la sección previa donde se colectaron los mismos en un tiempo de 15 días, 

logrando alcanzar porcentajes de inhibición mayores al 85 % (5.6.3.4. Actividad de filtrados 

fúngicos producidos con diferentes fuentes de nitrógeno). Por lo cual, se confirma que el tiempo 

óptimo para obtener filtrados fúngicos con mayor actividad antagónica frente a Colletotrichum 

sp. se encuentra entre los 15 y 18 días de cultivo, período de transición entre trofofase e idiofase 

de crecimiento. Es así que se observa que los BCAs: Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. 

CP34 bajo condiciones de cultivo optimizadas, ingresan a idiofase a partir del décimo día de 

cultivo, llegando a producir metabolitos bioactivos que poseerían actividad antagónica frente a 

Colletotrichum sp. con porcentajes de inhibición mayores al 50 %, valor que alcanza su pico 

máximo de 86 % para Aspergillus sp. CP17 y 92 % para Penicillium sp. CP34 entre los 15 y 18 

días de cultivo. Del mismo modo, cabe destacar que el comportamiento de la actividad 

antagónica de los filtrados fúngicos se contrasta con la cinética de crecimiento de (A) 

Aspergillus sp. CP17 y (B) Penicillium sp., siendo que los mayores porcentajes de inhibición se 

obtuvieron a los 14 y 16 días de incubación, respectivamente. Por lo cual, podemos llegar a 

considerar que los metabolitos bioactivos con actividad antagónica producidos entre los días de 

cultivo 2 y 10 (periodo comprendido en trofofase) son posiblemente metabolitos primarios 
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excretados al medio durante el crecimiento exponencial de los BCAs y que también podrían ser 

metabolitos precursores y cofactores para la síntesis de metabolitos secundarios en la idiofase. 

Los géneros Aspergillus y Penicillium son conocidos como productores de una gran cantidad de 

metabolitos. La producción de los metabolitos secundarios inicia en fase estacionaria o inicio 

de idiofase (Bertrand et al., 2014; Frisvad, 2015; Rohlfs, 2015). Los metabolitos producidos en 

esta fase se caracterizan por no estar relacionados con el crecimiento celular (Gutiérrez-Correa 

& Villena, 2010; Singh, 2009).  

6.4.1.6 Actividad antagónica a diferentes concentraciones de los filtrados fúngicos frente 

a Colletotrichum sp.  

Se ha demostrado que los metabolitos producidos por hongos poseen actividad biológica 

significativa, lo que evidencia su relevancia como agentes antimicrobianos (Mosquera et al., 

2020). Los cambios en las condiciones de cultivo pueden influir en la producción de compuestos 

bioactivos, como se ha demostrado en las anteriores secciones. En esta sección se evaluó la 

actividad inhibitoria de filtrados en varias concentraciones (proporciones 1:2, 1:4 y 1:8) para 

considerar el empleo de dosis menores y alcanzar efectividad inhibitoria para una posible 

aplicación in vivo. Para ello, se cultivaron a las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. 

CP34 por 15 días en condiciones optimizadas (descritas previamente en las secciones 6.4.1.1; 

6.4.1.3 y 6.4.1.4) y se colectó la fracción líquida del cultivo para evaluar su actividad contra 

Colletotrichum sp. en dosis de: 1:2; 1:4 y 1:8 (filtrado: PDA). Asimismo, se empleó como 

control positivo el fungicida agrícola Ramcaf ® (4 g/L) en PDA.  

En la figura 20, se observa la actividad antagónica de los filtrados fúngicos de las cepas de 

Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34. Los porcentajes de inhibición variaron entre 88 al 

94 % empleando una dilución 1:2; de 82 al 86 % empleando una dilución 1:4 y por ultimo entre 

67 al 69 % al emplear una dilución 1:8, presentando diferencia estadísticamente significativa 

respecto al control negativo (Colletotrichum sp. desarrollado en ausencia de filtrados de BCAs) 

y con el fungicida agricola Ramcaf ® (Control positivo). 
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Figura 20 Actividad antagónica de filtrados fúngicos de las cepas Aspergillus sp. CP17, Penicillium sp. CP34 y 

fungicida agrícola Ramcaf® frente al desarrollo de Colletotrichum sp. durante 15 días de cultivo. Ensayo realizado 

con la técnica de vertido en placa: dilución 1:2; 1:4 y 1:8 (v/v). Las líneas verticales representan la desviación 

estándar de tres replicas. Las letras no comunes indican agrupaciones con diferencia significativa para el Test de 

Tukey (p < 0.05). Control negativo (-): Colletotrichum sp. cultivado en PDA en ausencia de BCAs.  

El analisis de comparación multiple, reveló una diferencia significativa en la actividad 

antagónica al emplear la dilución 1:2 del filtrado de Penicillium sp. CP34; no obstantante, los 

filtrados preparados en diluciones 1:2 y 1:4 de Aspergillus sp. CP17, y 1:4 de Penicillium sp. 

CP34 no presentaron diferencia significativa (p > 0.05). Asimismo, cabe destacar que los 

filtrados preparados en una dilución 1:8 presentarón diferencia significativa con los porcentajes 

de inhibición de las diluciones 1:2 y 1:4 y no así con el fungicida químico Ramcaf ®, siendo 

que este presentó actividad antagónica del 79 %, similar a la de los filtrados. 

Las enfermedades provocadas por patógenos fúngicos provocan pérdidas significativas en el 

rendimiento de diferentes productos. Por ejemplo, se ha reportado que la producción de mango 

en el Departamento de La Paz, puede ser reducida hasta en un 80%, por plagas, enfermedades 

fúngicas, mal manejo del suelo, lluvias excesivas, sequía y otros, sino se realiza un manejo 

integrado (Gonzales, 2014). Por lo cual, para reducir la perdida de rendimiento inducida por 

fitopatógenos, se realiza la aplicación de fungicidas quimicos. Sin embargo, estudios recientes 

han reportado la disminución de su actividad biológica contra diferentes fitopatógenos fungicos, 

debido a su empleo indiscriminado e indiferenciado por los agricultures (Kitchen et al., 2016). 



Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

67 

 

Según reportes, patógenos como Fusarium manguiferae han desarrollado resistencia frente a 

fungicidas como Captan, Score y Daconil, disminuyendo su efectividad (Iqbal et al., 2010). De  

manera similar, en el estuddio de Raghavendra et al., (2019)  reporto una inhibición del 80 % 

del fungicida Ramcaf frente a Colletotrichum gloeosporioides, porcentajes de inhibición 

similares a los obtenidos por el fungicida Ramcaf ®, en este estudio. Del mismo modo, se ha 

reportado el impacto que estos pueden ejercer no solo en la salud humana, sino también sobre 

la diversidad microbiana (Meena et al., 2020), disminuyendo la diversidad de hongos y bacterias 

benéficos, y de este modo afectar a los procesos biogeoquímicos del suelo como la fijación de 

nitrogeno atmosferico y disminuyendo la fertilidad del suelo (Aktar et al., 2009; Lo, 2010; 

Meena et al., 2020). 

Por lo cual, el desarrollo y aplicación de bioinsumos como los filtrados fungicos, es una 

alternativa amigable al empleo de fungicidas químicos; siendo estos sostenibles e innovadores 

en el control integrado de plagas en la agricultura. Como se ha desmostrado en este estudio, los 

filtrados fungicos en diluciones 1:2 y 1:4, obtenidos del cultivo en condiciones optimizadas, 

pueden llegar a tener mayor actividad antagónica frente a Colletotrichum sp. que el fungicida 

químico Ramcaf ® empleado como control positivo. 

6.4.1.7 Filtrados fúngicos de las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 

respecto a su composición química. 

Los agentes de control biológico (BCAs) poseen mecanismos de acción directos e indirectos 

involucrados en el control biológico de fitoenfermedades. Estos mecanismos incluyen; 

antibiosis (producción de un metabolito inhibidor o antibiótico), micoparasitismo (degradación 

y consumo de nutrientes del hongo fitopatógeno), resistencia inducida (inducción de respuesta 

defensiva de las plantas contra los patógenos) y la mejora del crecimiento (promoción de 

crecimiento a través de la secreción de hormonas como el ácido indolacético y el ácido 

giberélico mientras se reducen los efectos de la enfermedad) (Cano, 2011; Latz et al., 2018; 

Narayanasamy, 2013).  

Durante las últimas décadas, ha surgido la tendencia mundial de reducir el empleo de 

agroquímicos (fungicidas y plaguicidas, entre muchos otros) en el manejo y control de 

enfermedades en cultivos. Efectuando investigaciones con el fin de encontrar alternativas 
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amigables (seguras y ecológicas) y eficaces para reducir pérdidas económicas significativas por 

la descomposición de frutos durante la pre y post cosecha. Los BCAs han cobrado importancia 

como alternativas amigables para el control de fitopatógenos al desarrollar diferentes 

mecanismos antagónicos. Además de ofrecer mayor seguridad y un mínimo impacto ambiental. 

Por lo cual, en la presente sección se estudiaron características de los filtrados fúngicos de 

Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 obtenidos en condiciones de cultivo optimizadas 

y que presentaron mayor porcentaje de inhibición frente a Colletotrichum sp. a través de la 

determinación de compuestos fenólicos, proteínas solubles totales y actividad enzimática 

específica (proteolítica, celulolítica y quitinolítica).  

De ambos filtrados fúngicos, el obtenido de Penicillium sp. CP34 posee mayor concentración 

de compuestos fenólicos mismos que son comparados con valores de referencia de extractos 

etílicos de las flores de Barkleyanthus salicifolius (Tabla 5). 

Tabla 5. Fenólicos totales presentes en filtrados fúngicos de Aspergillus sp. CP17, Penicillium sp. CP34 y 

Barkleyanthus salicifolius. 

 

 

Fenólicos totales  

(mg GAE/ mL) 

 

Filtrados fúngicos Barkleyanthus 

salicifolius (Ramos 

et al., 2020).  
Aspergillus sp.  

CP17 

Penicillium sp. 

CP34 

 

32,54 ± 0,51 

 

 

90,62 ± 1,1 

 

31,92 

Los valores son la media de tres repeticiones, ± la desviación estándar. GAE: equivalentes de ácido gálico. 

Los compuestos fenólicos están presentes en la naturaleza en forma orgánica de bajo peso 

molecular que contienen más de un grupo fenólico y que son producidos naturalmente por 

plantas y microorganismos (Ansari et al., 2013). En la tabla 5, se describe la concentración 

presente de fenólicos totales en los filtrados fúngicos de Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. 

CP34; asimismo, estos son comparados con el valor de referencia de extractos etílicos de flores 

de Barkleyanthus salicifolius. Este valor referencial es empleado dado que se ha descrito su 

actividad antagónica frente a Colletotrichum gloeosporioides con porcentajes de inhibición del 

62% en un estudio reciente de Ramos et al., (2020), mismo modelo fitopatógeno estudiado en 

esta investigación. Al comparar los valores de los compuestos fenólicos totales, se destacan los 

obtenidos en los filtrados fúngicos de Penicillium sp. CP34 (90,62 mg GAE/mL) superior al 

valor de referencia de Barkleyanthus salicifolius (31,92 mg GAE/mL). La actividad antagónica 
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del filtrado de Penicillium sp CP34 frente a Colletotrichum sp., estaría relacionado con la 

presencia de grupos fenólicos. 

En plantas, los compuestos fenólicos son los metabolitos secundarios sintetizados durante su 

desarrollo normal, así como también en condiciones de estrés (disrupción de tejidos, infecciones 

o alta exposición a radiación UV). Estos cumplen funciones de defensa contra herbívoros y 

patógenos, soporte mecánico en la atracción de polinizadores y se ha reportado reducen el 

crecimiento de las plantas competidoras cercanas (Colina et al., 2016). Por otro lado, también 

se ha observado que los microorganismos son capaces de producir compuestos fenólicos que 

poseen propiedades antioxidantes (Bhanja Dey et al., 2016) y antifúngicas de interés (Ansari 

et al., 2013). Asimismo, se ha reportado su implicación en la simbiosis entre plantas y 

microorganismos (Mandal et al., 2010), la inducción de resistencia sistémica contra 

fitopatógenos (Christ-Ribeiro et al., 2019; Dambolena et al., 2012) y la promoción de 

crecimiento al promover la síntesis del ácido indol acético, auxina involucrada en el crecimiento 

y desarrollo de plantas (Vega-Celedón et al., 2016). 

Los mecanismos de acción antifúngicos desarrollados por los compuestos fenólicos aún no han 

sido descritos por completo, entre los reportados se encuentran la interrupción de la fluidez de 

la membrana celular por la inhibición en la síntesis de ergosterol y glucosamina, componentes 

de la membrana celular fúngica (Ansari et al., 2013), la inhibición de la función transportadora 

de los canales ABC (ATP binding carriers), que suelen estar implicados en mecanismos de 

resistencia a fungicidas (Wink et al., 2012), la inhibición del cambio morfogenético y la 

formación de biopelículas (L. Zhang et al., 2011). Entre los compuestos fenólicos, comúnmente 

se identifican al ácido cafeico, ácido protocatequiico, ácido ferúlico, ácido gálico, vanilina, 

ácido siríngico, ácido clorogénico y ácido p-hidroxibenzoico (Omedi et al., 2019). Asimismo, 

se reportó el efecto antifúngico del ácido benzoico (0,15 %, v/v) y el ácido salicílico (0,1 %, 

v/v) contra Fusarium oxysporum (Shukla & Dwivedi, 2013). Del mismo modo, los estudios de 

Bouddine et al., (2012) reportaron la actividad antifúngica del eugenol, el carvacrol y el timol 

frente a Aspergillus niger y Rhyzopus sp.  
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Descrito ya el mecanismo de actividad antifúngica de los compuestos fenólicos, se recomienda 

realizar estudios más específicos para la identificación de estos compuestos y así dilucidar un 

posible mecanismo de acción que se desarrolla frente al patógeno de los filtrados fúngicos.    

Siguiendo con el estudio de la actividad antagónica de los filtrados fúngicos se observó que 

estos presentaban actividad enzimática proteolítica, celulolítica y quitinolítica. Asimismo, se 

determinó la actividad específica de cada enzima. En la tabla 6 se describe la actividad 

enzimática específica de los filtrados fúngicos, además de la concentración de proteínas solubles 

totales. 

Tabla 6. Actividad enzimática específica de filtrados fúngicos de Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 

 

Actividad enzimática 

específica 

  

Filtrados fúngicos  

Aspergillus sp. 
(Novozyme, 2021; 

Brzezinska & 

Jankiewicz, 2012; El-

Shora et al., 2021) 

Aspergillus sp.  

CP17 

Penicillium sp. 

CP34 

Proteasa (UI/mg) 0,04 ± 0,03 0,04 ± 0,02 500 

Celulasa (UI/mg) 0,11 0,09 379,1 

Quitinasa (UI/mg) 0,08 0,11 9,46 

Proteínas solubles 

totales (mg/mL) 

9,54  ± 0,06 5,04 ± 0,02  

Los valores son la media de tres repeticiones, ± la desviación estándar. UI/mg: Unidades internacionales/ 

miligramos de proteína; mg/mL: miligramos por mililitro. 

Los filtrados fúngicos de las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34, presentaron 

actividad enzimática proteasa (0,35 ± 0,22 y 0,21 ± 0,12), celulasa (1,06 ± 0,05 y 0,47 ± 0,01) 

y quitinasa (0,75 ± 0,01 y 0,54 ± 0,01), respectivamente. La presencia de la actividad 

proteolítica, celulolítica y quitinolítica en los filtrados fúngicos señala una posible actividad 

frente al desarrollo de Colletotrichum sp., por la degradación de su pared celular, resaltando la 

actividad proteasa que degrada directamente a las proteínas presentes, un componente clave en 

la estructura de la pared y membrana celular. Sin embargo, comparando los valores obtenidos 

con los referenciales de Aspergillus oryzae (proteasa) (Novozyme, 2021) y Aspergillus niger 

(celulasa y quitinasa) (Brzezinska & Jankiewicz, 2012; El-Shora et al., 2021), las actividades 

enzimáticas son menores y casi nulas en comparación.  Por lo cual, se sugiere que la actividad 
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antagónica de los filtrados fúngicos se debe posiblemente a metabolitos no enzimáticos, dada la 

concentración importante de proteínas solubles.  

Esto puede ser explicado por la presencia de péptidos no ribosómicos o también conocidos como 

péptidos antifúngicos (AFP) que se ha reportado actúan como metabolitos secundarios con 

actividad inhibitoria de amplio espectro frente a diferentes fitopatógenos (Zhang et al., 2020). 

Entre los AFP que han sido reportados con actividad inhibitoria frente a Colletotrichum sp. se 

encuentran la nicomicina, la lipopeptina A, las neopeptinas A y B, la glomecidina y la 

valinomicina. Los mecanismos de inhibición de estos metabolitos se basan en la alteración de 

la pared celular de los hongos impidiendo la formación de hifas y posteriormente la del micelio. 

Por ejemplo, la nicomicina es un inhibidor competitivo en la síntesis de quitina al ser 

estructuralmente similar a la UDP-N-acetil glucosamina, un sustrato precursor. Del mismo 

modo, existen reportes que demuestran la síntesis de AFPs por Aspergillus sp. y Penicillium sp. 

(Huber et al., (2018). Galgóczy et al., (2013), reportó la presencia de AFPs similares a la beta-

defensina en Penicillium chrysogenum contra Fusarium sp. Asimismo, Bruker et al., (2011), 

reportó la síntesis de AFPs por Penicillium chrysogenum contra Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus niger y Botrytis cinerea; además de reportar la ausencia de citotoxicidad contra 

células eucariotas, siendo que sus mecanismos son específicos para células fúngicas al 

hiperpolarizar su membrana plasmática, inducir la síntesis de especies reactivas de oxígeno, 

inducir la activación de canales iónicos y finalmente inducir la muerte por apoptosis. De este 

modo, podríamos sustentar que la actividad antagónica de los filtrados pudo deberse a la 

presencia que péptidos antifúngicos (AFP), presentes como proteínas solubles totales. Por ello 

se recomienda su estudio iniciando con electroforesis vertical que permitiría determinar su 

presencia en función a su peso molecular, lo cual tiene especial importancia para desarrollo de 

bioinsumos agrícolas.   

Por último, en esta investigación se realizó la evaluación de la actividad antagónica de 

metabolitos volátiles producidos por BCAs contra Colletotrichum sp. a través de la técnica de 

doble placa descrita por Montealegre et al., (2003). Considerando que los metabolitos volátiles 

o también conocidos como compuestos orgánicos volátiles (COV), pueden difundirse a través 

de la atmósfera y los suelos para inhibir el desarrollo de microorganismos patógenos (Morath 

et al., 2012). Además, que existen estudios que corroboran esta actividad inhibitoria en distintos 
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microorganismos. En la figura 21, se observan los resultados de la actividad antagónica de 

metabolitos volátiles producidos por BCAs contra Colletotrichum sp.     
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Figura 21 Actividad antagónica de metabolitos volátiles producidos por BCAs frente a Colletotrichum sp. durante 

15 días de cultivo por la técnica de doble placa. Las líneas verticales representan la desviación estándar de tres 

replicas. Control negativo (-): Colletotrichum sp. cultivado en PDA en ausencia de BCAs. 

En la evaluación de la actividad antagónica de metabolitos volátiles producidos por BCAs frente 

a Colletotrichum sp., se exhibió la capacidad de las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium 

sp. CP34 observando una disminución en el desarrollo hifal de Colletotrichum sp., con 

porcentajes de entre el 64 y 69 % respectivamente. La investigación de la actividad antagónica 

de metabolitos volátiles por cepas del género Aspergillus y Penicillium es limitada. Sin 

embargo, se ha reportado la presencia de triptoquialaninas y sesquiterpenos entre algunos de 

estos metabolitos (Costa et al., 2019; Baazeem et al., 2021). 

Por lo cual, con la información recolectada en este último experimento podemos sugerir dos 

tipos de antagonismo presentes en los filtrados fúngicos frente a Colletotrichum sp., estos 

incluirían: i) el antagonismo indirecto al secretar y difundir compuestos no volátiles, como los 

fenólicos, y compuestos volátiles que generan antibiosis; ii) la menos probable el antagonismo 

directo por la secreción de enzimas de carácter lítico como proteasas, celulasas y quitinasas. Los 

mecanismos antagónicos mencionados fueron considerados anteriormente al observar la 

actividad antagónica directa de los BCAs al realizar el enfrentamiento dual contra 

Colletotrichum sp., al observar la competencia por nutrientes y nichos por las cepas 
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pertenecientes al género Aspergillus sp. y la antibiosis desarrollada por Penicillium sp. al 

generar un claro halo de inhibición en el desarrollo hifal de Colletotrichum sp. La selección de 

las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP4 como BCAs concuerda con los reportes 

de diferentes estudios donde se observó su actividad antifúngica frente a diferentes 

fitopatógenos (Abdallah et al., 2014; Frisvad, 2015; Mejdoub-Trabelsi et al., 2017; Nicoletti 

et al., 2007; Sanchez-Perez et al., 2020; Thambugala et al., 2020; Yang et al., 2008). 

Es importante seguir estudiando estos metabolitos siendo que muchos de estos se pueden 

integrar a formulaciones de biofungicidas para un eficaz control de enfermedades fúngicas en 

cultivos agrícolas. Por lo tanto, en la presente investigación se seleccionó a las cepas Aspergillus 

sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 y sus filtrados fúngicos como potenciales alternativas de 

control biológico (BCA). Por sus porcentajes de inhibición mayores al 60%, actividad 

antagónica moderada como agentes de control biológico (nivel 2) según la escala de Bell y la 

actividad antagónica óptima de 85 al 90 % de sus filtrados fúngicos (nivel 1) según la escala de 

Bell. La información reportada durante esta investigación es de suma importancia siendo que 

actualmente Colletotrichum sp. es considerado dentro de los diez agentes patógenos más 

frecuentes en una diversidad de cultivos agrícolas, causando una gran afectación a la economía 

de productores y consumidores.  

Esta información abre paso a mas incógnitas sobre los mecanismos de acción antagónicos que 

Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 pueden desarrollar frente a Colletotrichum sp. y 

otros agentes fitopatógenos, por lo que se recomienda mayor énfasis en investigaciones futuras.  
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7 Conclusiones  

En el presente estudio, cuatro cepas fúngicas: Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, y Penicillium 

sp. CP34 fueron seleccionadas como potenciales agentes de control biológico por su actividad 

antagónica directa frente a Colletotrichum sp., presentando porcentajes de inhibición superiores 

al 60%, actividad antagónica moderada (nivel 2) según la escala de Bell. 

Los filtrados fúngicos de Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, y Penicillium sp. CP34 presentan 

actividad inhibitoria que van desde el 51 al 56 % frente a Colletotrichum sp., actividad 

antagónica leve (nivel 3) cuando son cultivados en estanco y fotoperiodo. 

Entre las condiciones de cultivo evaluadas para mejorar la actividad de sus metabolitos 

antagónicos, se concluye que:  

 El cultivo en agitación y fotoperiodo, permite obtener metabolitos con mayor actividad 

inhibitoria que van desde el 70 al 72 % frente a Colletotrichum sp., respecto a los 

obtenidos en ausencia de la agitación que van desde el 51 al 56 %. 

 El co-cultivo de Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, y Penicillium sp. CP34 con 

Colletotrichum sp., reveló porcentajes de inhibición menores en comparación a los 

obtenidos en cultivos axénicos. 

 En cultivos suplementados con 20 g/L glucosa y 19, 11 g/L cloruro de amonio en el 

medio caldo papa para Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34, presentan un 

porcentaje de inhibición entre el 88 al 91 % frente a Colletotrichum sp., siendo este la 

formulación óptima para obtener mayor actividad antagónica frente al patógeno. 

El estudio de los componentes bioactivos presentes en los filtrados fúngicos de Aspergillus sp. 

CP17 y Penicillium sp. CP34, demuestra la presencia de compuestos fenólicos en los filtrados 

fúngicos y baja actividad proteasa, celulasa y quitinasa.  

Las cepas Aspergillus sp. CP17 y Penicillium sp. CP34 presentan actividad inhibitoria mediada 

por metabolitos volátiles orgánicos con porcentajes de inhibición entre el 64 al 69 % frente a 

Colletotrichum sp.  
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9 ANEXOS 

Anexo 1. Curva de calibración de albúmina sérica bovina, determinación de proteínas 

solubles totales. 

  

 

 

 

Anexo 2.  Curva de calibración de tirosina, determinación de actividad proteolítica 
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Anexo 3.  Curva de calibración de glucosa, determinación de actividad celulolítica 

 

 

 

 

Anexo 4.  Curva de calibración de N – acetil glucosamina, determinación de actividad 

quitinolítica 
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Anexo 5.  Curva de calibración de ácido gálico, determinación de la concentración de 

compuestos fenólicos 
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Anexo 6.  Codificación de cepas fúngicas 

Código  Cepas  

CP 1 Micelio esteril H1 

CP 2 Alternaria J2 8% 

CP 3 Alternaria sp. J2 8% 2L 

CP 4 Alternaria sp. K3 2% 

CP 5 Aspergillus sp. A1 

CP 6 Aspergillus sp. A1 

CP 7 Aspergillus sp. A3 2% 

CP 8 Aspergillus sp. A3 2% 

CP 9 Aspergillus sp. G1 2% 

CP 10 Aspergillus sp. G3 2% 

CP 11 Aspergillus sp. I 1 A 

CP 12 Aspergillus sp. J1 1L 

CP 13 Aspergillus sp. J1 PDA 

CP 14 Aspergillus sp. J1 PDA 

CP 15 Aspergillus sp. J1 PDA2 

CP 16 Aspergillus sp. J1 PDA3 

CP 17 Aspergillus sp. J2 2% 

CP 18 Aspergillus sp. J3 8% 

CP 19 Aspergillus sp. K1 1L 

CP 20 Aspergillus sp. K2  8% 

CP 21 Aspergillus sp. M1 

CP 22 Cladosporidium sp. A2 

CP 23 Cladosporidium sp. A3 

CP 24 Micelio esteril B2 2% 

CP 25 Micelio esteril CB 

CP 26 Micelio esteril I 8% 

CP 27 Micelio esteril X3 2% 

CP 28 Penicillium sp. J2 2% 

CP 29 Penicillium sp. J2 8% 

CP 30 Penicillium sp. J2 8% 

CP 31 Penicillium sp. J2 8% 

CP 32 Penicillium sp. J2 8% 2 

CP 33 Penicillium sp. K3 8% 

CP 34 Penicillium sp. X2 2% 

CP 35 Scopoluriopsis sp. J2 
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Anexo 7. Actividad antagónica directa de cepas fúngicas 

Código Cepa Promedio  

± DS 

Escala 

de Bell 

CP 34 Penicillium sp. X2 2% 70 ± 5 II 

CP 18 Aspergillus sp. J3 8% 65 ± 2 II 

CP 12 Aspergillus sp. J1 1L 62 ± 4 II 

CP 17 Aspergillus sp. J2 2% 60 ± 2 II 

CP 6 Aspergillus sp. A1 59 ± 1 III 

CP 16 Aspergillus sp. J1 PDA3 59 ± 1 III 

CP 13 Aspergillus sp. J1 PDA 58 ± 1 III 

CP 9 Aspergillus sp. G1 2% 58 ± 1 III 

CP 28 Penicillium sp. J2 2% 58 ± 2 III 

CP 27 Micelio esteril X3 2% 51 ± 7 III 

CP 32 Penicillium sp. J2 8% 2 56 ± 1 III 

CP 15 Aspergillus sp. J1 PDA2 56 ± 2 III 

CP 33 Penicillium sp. K3 8% 56 ± 1 III 

CP 19 Aspergillus sp. K1 1L 55 ± 6 III 

CP 7 Aspergillus sp. A3 2% 51 ± 3 III 

CP 5 Aspergillus sp. A1 50 III 

CP 21 Aspergillus sp. M1 49 ± 2 III 

CP 11 Aspergillus sp. I 1 A 47 ± 2 III 

CP 10 Aspergillus sp. G3 2% 47 ± 3 III 

CP 1 Micelio esteril H1 47 ± 7 III 

CP 3 Alternaria sp. J2 8% 2L 46 ± 4 III 

CP 23 Cladosporidium sp. A3 42 ± 5 III 

CP 8 Aspergillus sp. A3 2% 42 ± 1 III 

CP 26 Micelio esteril I 8% 40 ± 4 III 

CP 35 Scopoluriopsis sp. J2 39 ± 2 IV 

CP 24 Micelio esteril B2 2% 38 ± 8 IV 

CP 31 Penicillium sp. J2 8% 37 ± 2 IV 

CP 14 Aspergillus sp. J1 PDA  36 ± 4 IV 

CP 4 Alternaria sp. K3 2% 36 ± 1 IV 

CP 2 Alternaria J2 8% 36 ± 6 IV 

CP 22 Cladosporidium sp. A2 32 ± 1 IV 

CP 30 Penicillium sp. J2 8% 28 ± 2 IV 

CP 20 Aspergillus sp. K2  8% 26 ± 4 IV 

CP 29 Penicillium sp. J2 8% 24 IV 

CP 25 Micelio esteril CB 22 ± 1 IV 
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