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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo, evaluar “in vitro” la capacidad antagonista de
Bacillus subtillis F. Cohn frente a siete cepas de hongos fitopatdgenos. La metodologia
implementada tuvo un enfoque cuantitativo y cualitativo, se utiliz6 un disefio experimental,
mediante el método dual y el método de compuestos volatiles en dos etapas de crecimiento. Se
realizd la medicion del crecimiento micelial del hongo fitopatégeno, tanto horizontal como
vertical y de esta forma, se determind el porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial.
Ademas, se recopilé informacion de la tasa de crecimiento micelial y al final del ensayo se
contabilizd las esporas para determinar el porcentaje de inhibicién en la esporulacion de los
hongos. De igual forma, se determind las caracteristicas morfol6gicas, tanto macroscopicas como
microscopicas. Se utilizaron cepas de Fusarium oxysporum, Aspergillus spp., Colletotrichum
spp., Penicillium spp., Neopestalotiopsis sp., Alternaria grandis y Moniliophthora roreri.
Mediante el método dual se determind que el mayor porcentaje de inhibicion mostr6 a
Moniliophthora roreri con un 61,85 % vertical y con un 27, 43% horizontal, mientras, el menor
porcentaje se obtuvo con Aspergillus spp., que no mostré inhibicién. En cuanto al método de
compuestos voléatiles el mayor porcentaje de inhibicion mostré Moniliophthora roreri con mayor
al 40 %, mientras tanto, a Aspergillus spp., y Penicillium spp., no mostraron inhibicion. De igual
forma, en el método compuestos volatiles (2 etapa crecimiento) el mayor porcentaje de inhibicion
mostré a Colletotrichum spp., con porcentaje mayor al 25 %, mientras, a Penicillium spp., no
mostré inhibicion. En este contexto se concluye que Bacillus subtilis F. Cohn mostr6 antagonismo
frente a la mayoria de hongos fitopatégenos mediante los métodos utilizados, en donde, se
recomienda realizar estudios en campo con Moniliophthora roreri, Alternaria grandis y
Neopestalotiopsis sp., que fueron a las que causa mayor inhibicién, mientras tanto, no utilizar con

Aspergillus spp.

Palabras clave: <Bacillus subtilis>, <ANTAGONISMO>, <HONGOS FITOPATOGENOS>,
<LIPOPEPTIDOS>, <COMPUESTOS VOLATILES>, <METODO DUAL>, <INHIBICION>.
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SUMMARY

This research aimed to evaluate the “in vitro “antagonistic capacity of Bacillus subtillis F. Cohn
against seven strains of phytopathogenic fungi. The methodology was quantitative and
qualitative, and an experimental design was used, using the dual method and the method of
volatile compounds in two stages of growth. The mycelial growth of the phytopathogenic fungus
was measured, both horizontally and vertically, so the percentage of mycelial growth inhibition
was determined. In addition, mycelial growth rate information was collected and at the end of the
trial the spores were counted to determine the percentage inhibition of fungal sporulation. The
morphological characteristics, both macroscopic and microscopic, were also determined. Strains
of Fusarium oxysporum, Aspergillus spp, Colletotrichum spp, Penicillium spp, Neopestalotiopsis
sp, Alternaria grandis and Moniliophthora roreri were used. By means of the dual method, it was
determined that the highest percentage of inhibition showed Moniliophthora roreri with 61.85%
vertical and 27.43% horizontal, while the lowest percentage was obtained with Aspergillus spp.
which showed no inhibition. As for the method of volatile compounds, the highest percentage of
inhibition showed Moniliophthora roreri with more than 40 %, while Aspergillus spp. and
Penicillium spp. showed no inhibition. Similarly, in the method of volatile compounds (2nd
growth stage) the highest percentage of inhibition showed Colletotrichum spp. with a percentage
higher than 25%, while Penicillium spp. showed no inhibition. It is concluded that Bacillus
subtilis F. Cohn showed antagonism against most of the phytopathogenic fungi by the methods
used. It is recommended to carry out field trips with Moniliophthora roreri, Alternaria grandis

and Neopestalotiopsis sp., which caused the greatest inhibition, and not to use Aspergillus spp.

Keywords: <Bacillus subtilis>, <ANTAGONISM>, <PHYTOPATHOGENIC FUNGI>,
<LIPOPEPTIDES>, <VOLATILE COMPOUNDS>, <DUAL METHOD>, <INHIBITION>.

Esthela 1sabel Colcha Guashpa
0603020678
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INTRODUCCION

La agricultura convencional, que utiliza fertilizantes quimicos, técnicas de labranza inadecuadas
y la expansion de la frontera agricola, esta causando un impacto negativo en el medio ambiente,
la economia y la sociedad de las zonas donde se practica. Este modelo de produccion agricola ha
generado un desgaste en los ecosistemas, 1o que ha llevado al resurgimiento de plagas y
enfermedades, al desarrollo de resistencia genética, a la contaminacion ambiental y, lo que es mas

importante, a afectaciones en la salud humana (Escobar, 2016, p. 5).

Es importante reconocer que la agricultura es una actividad crucial para el desarrollo econémico,
social y ambiental del mundo, ya que proporciona aproximadamente el 80% de los alimentos que
se consumen. Sin embargo, las plagas y enfermedades, que incluyen bacterias, nematodos, virus,
insectos y especialmente hongos, afectan aproximadamente entre el 20% y el 30% de la
produccion agricola anual (FAO, et al., 2020, p. 5) al atacar diferentes partes de la planta, como es el
caso de hongos del suelo como Fusarium oxysporum, Neopestalotiopsis sp., y Aspergillus spp.,
de igual forma hongos que atacan la parte aérea como Alternaria grandis y Moniliophthora roreri,
y hongos que atacan principalmente en poscosecha como Penicillium spp. y Colletotrichum spp.,

siendo los principales agentes causales (Villarreal, et al., 2018, p. 100).

De esta manera, con el propo6sito de controlar las enfermedades en los cultivos agricolas, una de
las estrategias mas comunes es el uso de productos derivados de microorganismos que puedan
servir como biofertilizantes y bioplaguicidas. Esto reduce la necesidad de utilizar productos
guimicos en la agricultura y, por lo tanto, reduce los costos de produccion. Entre los
microorganismos utilizados para este fin se encuentran las bacterias del género Bacillus, las cuales
poseen un alto potencial debido a su capacidad para ejercer actividad antagénica a través de la

competencia, la produccion de antibidticos y la produccion de enzimas liticas como las quitinasas
(Tejera, et al., 2012, p. 120).

Segun Cobo (2017, p. 35), el desarrollo de bioproductos para el control de enfermedades se enfoca
en la preservacién ecoldgica de la interaccion entre la planta y el microorganismo, las estrategias
de aplicacion de los inoculantes, el aislamiento de nuevas cepas y la identificacion de mecanismos
de accidn innovadores. Bacillus tienen un gran potencial como antagonistas debido a la gran
cantidad de sustancias con actividad biosida que son capaces de producir efectos de control sobre
fitopatégenos (Villarreal, et al., 2018, p. 101). Debido a la poca informacién en nuestro pais de la
utilizacion de microorganismos antagonistas, se propuso evaluar “in vitro” la capacidad

antagonista de Bacillus subtillis F. Cohn frente a siete cepas de hongos fitopatdégenos.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

El presente trabajo de investigacion se enfoco en la evaluacion in vitro de la capacidad antagonista
de Bacillus subtilis F. Cohn frente a siete cepas de hongos fitopatogenos.

Se desconoce el efecto en Ecuador de la actividad antagonista de Bacillus subtilis F. Cohn frente
a diferentes hongos fitopatdgenos; sabiendo que el ataque de estos hongos es uno de los factores
principales que han favorecido la caida en la produccion de los cultivos, atacando a diferentes
partes de la planta, ya sea Fusarium oxysporum, Neopestalotiopsis sp., y Aspergillus spp., a la
parte radicular, Alternaria grandis y Moniliophthora roreri siendo su ataque mas fuerte a la parte
aérea, mientras tanto, Penicillium spp., y Colletotrichum spp., su ataque en poscosecha.

1.2 Objetivos

1.2.1 Obijetivo general

Evaluar “in vitro” la capacidad antagonista de Bacillus subtillis F. Cohn frente a siete cepas de

hongos fitopatdgenos.

1.2.2 Obijetivos Especificos

- Evaluar el efecto antagonista de Bacillus subtillis F. Cohn sobre siete cepas de hongos

fitopatdgenos.

- Determinar las caracteristicas morfoldgicas de los hongos fitopatégenos durante las pruebas de

antagonismo.

1.3 Justificacion

La razon detras de este proyecto de titulacion radica en la aplicacion de los conocimientos tedricos

y practicos adquiridos durante nuestra carrera, a través de la investigacion de bacterias



beneficiosas como Bacillus subtilis, y en la mejora de las técnicas actuales utilizadas en el control
de enfermedades fungicas.

Técnicamente se justifica debido a que en nuestro pais en la actualidad no existe la cantidad
suficiente de informacidn necesaria para el control de enfermedades fungicas a base de bacterias
antagonistas, por lo cual, se considera de gran importancia generar datos sobre el control
antagdnico de Bacillus subtilis a diferentes hongos fitopatégenos que afectan a las principales

especies vegetales en nuestro pais.

De igual forma, para reducir el efecto negativo al medio ambiente por el uso de quimicos, se ha
intentado utilizar productos comerciales para el control biol6gico, los cuales no han sido efectivos,
ya que son elaborados con cepas provenientes de otras regiones edafoclimaticas. Todo esto nos
indica que existe la necesidad de encontrar una alternativa de control biol6gico que sea particular
a nuestra zona. Por lo cual, el uso de bacterias antagonistas como Bacillus subtilis para el
tratamiento de diversas enfermedades flngicas, ya sean del suelo, aéreas o en poscosecha, se ha
estudiado y documentado poco.

1.4 Hip6tesis

141 Nula

- Bacillus subtillis F. Cohn no demuestra antagonismo sobre los siete hongos fitopatégenos.

1.4.2 Alterna

- Bacillus subtilis F. Cohn demuestra antagonismo al menos contra un hongo fitopatdgeno.



CAPITULO II

2 MARCO TEORICO

2.1 Género Bacillus

Se sabe que Bacillus spp., cuenta con alrededor de 377 especies descritas hasta el afio 2019, las
cuales tienen una similitud genética entre ellas (Lema, 2022, p. 10, citados en Caulier, et al., 2019, p. 302).
El género Bacillus fue descrito por Ferdinand Julius Cohn entre la década de 1870 y 1880, pero
su heterogeneidad en la fisiologia ecoldgica dificulta su clasificacion genética (Corrales, et al., 2012,
p. 80). En resumen, el género Bacillus es de gran interés debido a la amplia diversidad fisioldgica
que posee, la cual se explica por la formacion de esporas, una caracteristica que le permite habitar
en diferentes habitats, tanto terrestres como acuaticos (Restrepo, et al., 2015, p. 66).

2.1.1 Bacillus subtilis

Como se mencioné previamente, en 1872 Cohn report6é por primera vez el género Bacillus, el
cual consiste en bacterias que producen endosporas resistentes a altas temperaturas. La

clasificacion taxonémica de Bacillus subtilis es la siguiente:

Tabla 1-2: Clasificacion taxonémica de Bacillus subtilis

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie B. Subtilis

Fuente: Maughan y Van der Auwera, 2011.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

2.1.2 Caracteristicas

Entre las principales caracteristicas del género Bacillus, se encuentran su capacidad de crecer
aerdbica o facultativamente anaerdbico, su estructura Gram positiva, su forma bacilar con
movilidad flagelar y un tamafio que oscila entre 0,5 a 10 pm. Es importante destacar que su
crecimiento 6ptimo se produce en un pH neutro, y que tiene un amplio rango de temperatura de
crecimiento, siendo lo ptimo entre 28 y 35 °C, aunque la mayoria de las especies son mesofilas

(30 y 45 °C). También es importante mencionar su capacidad para producir un gran nimero de
4



endosporas de forma oval o cilindrica, lo que les permite resistir diferentes tipos de estrés
(Villarreal, et al., 2018, p. 101).

Bacillus subtilis es una bacteria que se encuentra ampliamente distribuida en diferentes habitats,
lo cual la convierte en un excelente agente para el control bioldgico de diversas enfermedades
fangicas. En un medio de cultivo, su morfologia de colonias puede ser observada entre las 12 y
24 horas, y generalmente presentan una forma irregular con elevacion planoconvexa, margen

ondulado, color blanco a crema perlado y un tamafio de 1 mm 0 mas (Lema, 2022, p. 12, citados en
Kumar, et al., 2011, pp. 37-59).

Es importante considerar que Bacillus subtilis es una de las bacterias méas estudiadas debido a su
actividad antifungica, lo que le permite sintetizar metabolitos peptidicos con accién antibidtica,
como gramicidina, surfactina, iturina y fengicina. Ademas, su actividad antagonista se
complementa con su capacidad para colonizar eficazmente la zona de la rizdsfera, su rapida
asimilacion de nutrientes y la secrecidn de enzimas digestivas que degradan y matan por contacto

directo a hongos y bacterias que sirven de alimento (Villarreal, et al., 2018, p. 103).

2.1.3 Ciclo de vida de Bacillus

El género Bacillus se caracteriza por la formacion de endosporas, estructuras que les permiten

colonizar, diseminar y permanecer en los ecosistemas. La bacteria atraviesa dos fases distintas:

« Fase vegetativa: en condiciones adecuadas, la reproduccion ocurre por fision binaria de forma

exponencial (Aristizabal, citado en CALS, 2016).

* Fase de esporulacion: esta fase se inicia como un mecanismo de proteccion ante el estrés biotico
0 abidtico, con la formacion de una preespora dentro de la célula madre. La preespora esta
compuesta por componentes proteicos, peptidoglicano, una pared interna 'y células germinales en

su interior. La célula madre luego entra en un proceso de lisis y libera la endospora madura (Lema,
2022, p. 12, citado en CALS, 2016).

2.1.4 Usos

Bacillus subtilis ha demostrado su capacidad para controlar varios hongos fitopatdgenos,
incluyendo Fusarium spp., Pythium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp.,

Verticillium dahliae, Botrytis cinerea, Alternaria spp. Por esta razon, el principal uso de esta



bacteria es como microorganismo antagénico para combatir las principales enfermedades que

afectan a los cultivos (Pedraza, et al., 2020, p. 114).

2.1.5 Metabolismo de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis tiene un metabolismo principalmente respiratorio, en el cual el oxigeno actia
como aceptor terminal de electrones. Por lo tanto, en presencia de oxigeno, se produce un
crecimiento abundante con la formacion de productos principales como 2,3-butanodiol, acetoina
y CO2 (gas carbdnico). En ambientes con baja disponibilidad de oxigeno, se puede observar un
crecimiento y una fermentacion débil en medios que contienen glucosa. Es importante destacar
que aproximadamente el 4-5% del genoma de esta bacteria estd dedicado a la produccion de
antibidticos (Cobo, 2017, p. 20).

2.2  Antagonismo

2.2.1 Caracteristicas

El antagonismo microbiano se refiere a la capacidad de un microorganismo para inhibir, degradar
o incluso matar a otros tipos de microorganismos. Hay muchos microorganismos que poseen esta
capacidad antagonista, siendo los méas estudiados aquellos que incluyen el género Trichoderma,

Bacillus y Lactobacillus (Pieterse, et al., 2014, pp. 347-375).

2.2.2 Capacidad antagonista

La capacidad antagonista de los microorganismos se define como una relacion negativa, es decir,
la inhibicion, deterioro o muerte de un microorganismo debido a la accién de otro. Es importante
destacar que los microorganismos no tienen un Unico modo de accién, lo que les confiere una
caracteristica importante para ser utilizados como agentes de control bioldgico. Por esta razén, se
han descrito varios mecanismos antagonicos empleados por microorganismos que controlan el

desarrollo de patdgenos (Layton, et al., 2011, pp. 177-187).
2.2.3 Efecto antagonista del género Bacillus
Se ha demostrado que el género Bacillus tiene un potencial significativo como controlador

bioldgico de patogenos de forma independiente. Entre los diversos mecanismos que se han

identificado para este proceso se encuentran las relaciones de competencia, la produccion de



enzimas, antibioticos y otras sustancias, como sideré6foros, que permiten a estos microorganismos

ejercer su capacidad de biocontrol o antagonista (Villarreal, et al., 2018, p. 104).

2.2.3.1 Produccién de antibi6ticos

Los fitopatdgenos pueden tener su crecimiento inhibido por los antibioticos, y se estima que entre
el 4% y el 8% del genoma de Bacillus spp., estd destinado a la produccion de biomoléculas

antimicrobianas, dependiendo de la especie (Caulier, et al., 2019, p. 302).

Los compuestos lipopéptidos ciclicos no ribosomales (LPs) son compuestos formados por un
péptido ciclico unido a una cadena de acido graso B-hidroxi o f-amino. Estos compuestos tienen
caracteristicas como una actividad antibacteriana prominente, baja toxicidad y son biodegradables
en el ambiente. Ademas, en algunas lineas celulares humanas, tienen efectos antitumorales y

antivirales, y son estables a altas temperaturas (Lema, 2022, p. 13, citado en Caulier, et al., 2019, p. 302).

Los compuestos lipopéptidos ciclicos se clasifican en iturinas, fengicinas y surfactinas, lo cual
esta relacionado con la longitud del &cido graso y la secuencia de aminoacidos (Villarreal, et al., 2018,
pag. 104). Las fengicinas tienen actividad antagonista frente a diversos hongos, pero no frente a
bacterias y levaduras. Las surfactinas, por otro lado, tienen una amplia actividad antibacteriana y
antifungica (Caulier, et al., 2019, p. 302).

La actividad antagonista de los lipopéptidos se debe principalmente a su interaccion con la
membrana citoplasmatica de las células de hongos o bacterias, lo cual, provoca la formacion de
poros y de tal forma, un desequilibrio osmético, lo que resulta en la muerte de las células de los

organismos fitopatdgenos (Villarreal, et al., 2018, p. 106).

2.2.3.2 Produccion de enzimas liticas

Es importante considerar que la pared celular de los hongos esta compuesta por diversos
componentes, como polisacéridos, glicoproteinas y otros, que varian seguin la especie. Por lo
tanto, la produccion de enzimas liticas, como las quitinasas y las S-glucanasas, han demostrado
tener un efecto antagonista contra patdégenos flngicos. Estas enzimas son responsables
principalmente de la degradacion de los principales polisacaridos que conforman la pared celular

de los hongos, a través de la hidrdlisis de sus enlaces glucosidicos (Caulier, et al., 2019, p. 302).

2.2.3.3 Produccion de sideréforos



Es importante saber que los sider6foros son metabolitos secundarios que actGan como
secuestrantes o quelantes del hierro. El hierro es un elemento esencial para algunas funciones
celulares, y los sideréforos permiten la formacién de complejos Fe3*-sider6foro. De esta manera,
los microorganismos que producen sideréforos pueden utilizar el hierro a través de un receptor
especifico ubicado en la membrana celular, mediante dos mecanismos diferentes: 1) directamente
mediante el complejo Fe®*-sider6foro a través de la membrana celular, o 2) reduciendo

extracelularmente a complejos Fe** (Villarreal, et al., 2018, pp. 109-110).

Bacillus subtilis tiene la habilidad de producir sideréforos, lo que permite regular la concentracién
de hierro en el medio mediante su quelatacién como complejo Fe3*-sider6foro. Esto evita que el
hierro esté disponible para los agentes patdgenos, ya que el crecimiento de estos microorganismos

depende en gran medida del hierro (Villarreal, et al., 2018, p. 111).

2.2.3.4 Produccion de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles organicos (VOCs) son moléculas de bajo peso molecular, con un peso
igual o inferior a 300 g/mol, que son producidos por Bacillus spp. Estos tienen la capacidad de
suprimir el crecimiento y la germinacion de esporas en diversos hongos fitopatdgenos, y pueden
causar dafio directo al ADN de los agentes patogenos. Algunos VOCs que merecen destacarse
son el benzotiazol, el benzaldehido, el fenilacetaldehido y el 2,3-butanodiol, entre otros, que han
demostrado tener actividad antimicrobiana (Pedraza, et al., 2020, p. 118).

2.2.3.5 Competencia

Este mecanismo implica el uso compartido de un recurso por dos especies, pero en diferentes

proporciones, lo que limita la cantidad de recurso disponible y genera una competencia desigual
(Layton, et al., 2011, pp. 177-187).

» Competencia por nutrientes: Se refiere a la lucha por obtener nutrientes esenciales para el
desarrollo de funciones microbianas vitales, como la reproduccion, nutricion, respiracion y/o

metabolismo. Esto limita la colonizacion de otras especies patdgenas (Layton, et al., 2011, p. 183).

» Competencia por espacio: Se refiere al hecho de que el desarrollo de un microorganismo en una
determinada area inhibe de alguna manera la invasion de otros microorganismos en esa misma

area (Layton, et al., 2011, pp. 177-187).



2.2.3.6 Induccién de la resistencia sistémica de la planta (IRS)

Existen dos tipos de mecanismos de defensa en las plantas:

» La resistencia sistémica adquirida (SAR), que es una respuesta dependiente del acido salicilico
(SA). En esta respuesta, los receptores detectan la presencia de patdgenos y activan una serie de

genes, como los que codifican para proteinas antimicrobianas denominadas PR para combatirlos
(Pieterse, et al., 2014, pp. 347-375).

« La respuesta sistémica inducida (RSI) es otro tipo de mecanismo de defensa en las plantas, que
depende del &cido jasmoénico y del etileno. Esta respuesta es activada por elicitores, como
lipopéptidos, fitohormonas y compuestos volatiles, producidos por microorganismos
beneficiosos. La activacion de genes produce cambios estructurales, como el aumento de lignina
en las paredes celulares, y la produccion de metabolitos secundarios, como flavonoides,

fitoalexinas, auxinas y glucosinatos en general (Pieterse, et al., 2014, pp. 347-375).

2.3 Produccion in vitro

En el campo de la microbiologia, la produccidon in vitro se refiere a un método utilizado para
propagar microorganismos, tales como bacterias, hongos, entre otros. Este método implica el uso
de varias técnicas que permiten el crecimiento y mantenimiento de células o tejidos en un medio

de cultivo, el cual se encuentra bajo condiciones ambientales controladas (Perea, 2009, pp. 7).

2.3.1 Medios de cultivo

En el &mbito de laboratorio, el término "medio" se utiliza para referirse a materiales que poseen
una combinacion adecuada para permitir el crecimiento de una poblacion microbiana de células
0 tejidos. Existen varios tipos de medios que se pueden utilizar en condiciones de laboratorio para

obtener cepas, asi como para aislar e identificar microorganismos con distintos fines (Perea, 2009,
p. 10).

2.3.2 Constituyentes basicos de los medios de cultivo

Segln Perea (2009, pp. 12-22), los componentes fundamentales de los medios de cultivo son los

siguientes:



2.3.2.1 Fuentes de energia:

Organicas: Proteinas, carbohidratos, polisacaridos, grasas, &cidos organicos (acido lactico,

citrico etc.) (Perea, 2009, pp. 12-22).

Inorgéanicas: Nitritos, amonio, azufre, etc (Perea, 2009, pp. 12-22).

Luz (Perea, 2009, pp. 12-22).

2.3.2.2 Componentes estructurales celulares

Componentes principales: Carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, magnesio, calcio, hierro,

azufre, potasio, fésforo y sodio (Perea, 2009, pp. 12-22).

Elementos trazas: Zinc, cobalto, cobre, molibdeno y manganeso (Perea, 2009, pp. 12-22).

Factores de crecimiento: son compuestos organicos que son necesarios para el crecimiento de
los microorganismos y, por lo tanto, deben ser proporcionados como nutrientes. Algunos

ejemplos de estos factores son las purinas, aminoacidos, vitaminas y pirimidinas (Perea, 2009, pp.
12-22).

2.3.2.3 Agua

2.4 Hongos Fitopatogenos

2.4.1 Generalidades

Los hongos son el grupo de agentes fitopatdgenos mas importante debido a la gran cantidad y
diversidad de enfermedades que causan. Algunos hongos estan especializados en atacar una sola
especie vegetal o especies de un solo género. Ademas, su parasitismo extremadamente versatil se
evidencia por la variedad de especies y drganos vegetales que pueden infectar, la diversidad de
sintomas y enfermedades que pueden causar, y las estrategias ecoldgicas, formas de nutricion y

especificidad de interacciones que utilizan para su propagacion (Suarez, et al., 2010, pp. 14-23).

2.4.2 Importancia econémica
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Es importante tener en cuenta que las plantas pueden verse afectadas por una variedad de
enfermedades y plagas durante su fase de crecimiento. Entre ellas, los hongos fitopatdégenos son
particularmente problematicos, ya que no solo pueden causar dafio a las plantas y sus frutos, sino
gue también pueden disminuir significativamente el valor de los productos en el mercado. De esta

manera, las pérdidas econdmicas causadas por estos hongos pueden ser muy significativas (Suérez,
etal., 2010, pp. 14-23).

Hongos como Penicillium spp, Colletotrichum spp., Fusarium oxysporum, entre otros, afectan
cultivos de gran importancia econdmica en nuestro pais. Para combatir estas plagas, se aplican
grandes cantidades de agroguimicos con el fin de establecer un sistema de control eficiente. Sin
embargo, esto genera altos costos para los productores y reduce significativamente la produccion,

lo que disminuye los ingresos econémicos (Suérez, et al., 2010, pp. 14-23).

2.4.3 Importancia Agricola

Los hongos que afectan a las plantas en la produccién se conocen como fitopatdgenos y tienen
una gran importancia en el ambito agricola, ya que cada afio destruyen aproximadamente un tercio
de los productos cosechados. Especificamente, estos hongos causan la pérdida de cinco alimentos
principales: arroz, trigo, papa, maiz y soya, que son ampliamente consumidos a nivel mundial.
Sin embargo, es importante destacar que no solo estos cultivos son afectados, sino que la mayoria
de los cultivos agricolas son atacados por diferentes hongos fitopatdgenos (Suérez, et al., 2010, p. 17).

En caso de que estos cultivos fueran infectados simultaneamente hasta el punto de perder toda la
planta, méas del 60% de la poblacién mundial se veria afectada en su alimentacion. Existe una
amplia variedad de géneros de hongos que atacan estos cultivos, como Fusarium, Aspergillus,

Rhizoctonia, Verticillium, Alternaria, Botrytis, entre muchos otros (Suarez, et al., 2010, pp. 14-23).

2.4.4 Hongos de la parte radicular

2.4.4.1 Fusarium oxysporum

Fusarium es un género de hongos sapréfitos que se alimentan de residuos organicos en
descomposicion y se encuentran cominmente en el suelo. Sin embargo, pueden colonizar a
muchas especies vegetales y causar pérdidas significativas para los agricultores. En nuestro pais,
afectan a cultivos muy importantes como el banano, la papa, el melon, el tomate, las flores

ornamentales, el mani y otros (Mozén & Rodriguez, 2013, p. 2).
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Cabe mencionar que, actualmente se considera que Fusarium oxysporum es un complejo de
especies que incluye diversas especies cripticas. Para avanzar en la estabilizacion de la posicién
taxondmica de Fusarium oxysporum como especie, y permitir el nombramiento de multiples
especies cripticas reconocidas en este complejo, se design6 un epitipo para Fusarium oxysporum.
Utilizando la inferencia filogenética de maltiples locus y las diferencias morfoldgicas sutiles con
el epitipo recién establecido de Fusarium oxysporum como punto de referencia, se pudieron

resolver 15 especies cripticas descritas como especies (Lombard, et al., 2019, pp. 1-47).

Taxonomia

Tabla 2-2: Clasificacion taxondémica de Fusarium oxysporum

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae

Género Fusarium

Especie Fusarium oxysporum

Fuente: EPPO, 2020
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia

En el &mbito del campo, la presencia de Fusarium oxysporum se puede identificar por la aparicién
de lesiones hundidas de color negro o marrén en la base de los tallos, asi como manchas rojizas
en los peciolos cercanos a la copa de la planta. También se pueden observar masas de micelios

rosados o blancos que crecen en la base de los esquejes o en la parte superior de la planta (Lema,
2022, p. 12)

En el caso del banano, los sintomas externos causados por la Fusariosis de las musaceas
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense) se caracterizan por un amarillamiento uniforme de las hojas
adultas a lo largo del borde de la hoja, que se extiende hacia la vena central de la hoja hasta que
esta se seca y adquiere un color marrén. Es posible que se presente o no una fisura en la base del

pseudotallo (Aguilar, 2021, pp. 249-256).

Caracteristicas morfologicas

Existen estructuras macroscopicas y microscopicas que pueden ser Utiles para identificar este

hongo.
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* En cuanto a las caracteristicas macroscopicas, presenta una morfologia variable, con micelio
aéreo de aspecto algodonoso y color que puede variar entre blanco, rosado durazno, rojo y violeta.
Su tasa de crecimiento es de aproximadamente 1 centimetro por dia en medio de cultivo PDA a

30 °C, aunque esto puede variar dependiendo del medio utilizado para su cultivo (Berruezo, 2018, p.
77-79).

* En cuanto a las caracteristicas microscopicas, se pueden describir tres estructuras de

reproduccién asexual:

- Los microconidios: son esporas pequefias, hialinas, ovaladas y de una o dos células que se

forman en las monofialides laterales y se encuentran en abundancia en los tejidos vasculares.

- Los macroconidios son esporas con pared delgada en forma de medialuna, con 3 a 5 septos y

puntiagudas en los extremos, que se encuentran en la superficie de las plantas infectadas.

- Las clamidosporas, por su parte, son esporas con paredes gruesas y esféricas, con una o dos
células, que se ubican en el micelio maduro de forma intercalada o terminal. Estas estructuras son
cuerpos de resistencia capaces de permanecer invernando por tiempo indefinido, siendo

resistentes a la desecacion y a bajas temperaturas (Berruezo, 2018, p. 77-79).

2.4.4.2  Aspergillus spp.

La mayoria de las especies del género Aspergillus son hongos filamentosos saprofitos que
desempefian una funcién importante en la degradacion de la materia organica. Su héabitat natural
es el suelo, donde sobreviven y se desarrollan sobre materia en descomposicion. Su reproduccion
se produce a través de conidios, cuya germinacion da lugar a las hifas. En algunas ocasiones,
pueden causar problemas de moho negro en los cultivos. Una caracteristica destacada de las

especies de Aspergillus es su capacidad para producir micotoxinas (Martinez, et al., 2013, pp. 126-146).

Las condiciones ideales para el crecimiento de Aspergillus son temperaturas elevadas (>30 °C) y
periodos muy himedos. A temperaturas inferiores a 15 °C, el patdgeno se mantiene relativamente
inactivo. Aspergillus requiere una humedad relativa entre el 70 y el 90%, y un contenido de agua

en la semilla entre el 15y el 20% (Martinez, et al., 2013, pp. 126-146).

Taxonomia
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Tabla 3-2: Clasificacion taxonémica de Aspergillus spp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Aspergillus
Especie Aspergillus spp.

Fuente: Barzola, et al., 2016.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia

La principal caracteristica de esta enfermedad es la presencia de esporas de moho pulverulento
en la superficie del bulbo o entre sus escamas. Los bulbos afectados suelen presentar distintos
grados de podredumbre blanda. Por lo general, la transmision se produce a través de semillas,
aunque el suelo también puede ser una via importante de inoculacién. Esta enfermedad puede

propagarse mediante esporas que son transportadas por el viento (Barzola, et al., 2016, p. 189-202).

Caracteristicas morfologicas

Aspergillus es un género de hongos mitospéricos que se caracterizan por producir hifas
especializadas Ilamadas conidiéforos, en los cuales se encuentran las células conididgenas que
daran origen a las esporas asexuales o conidios. Aunque es una estructura unicelular, el
conidiéforo caracteristico de Aspergillus se compone de tres partes bien diferenciadas: una
vesicula (extremo apical hinchado), un estipe (seccién cilindrica ubicada debajo de la vesicula) y
una célula pie (seccion final que conecta el conidiéforo con el micelio, a veces separada por un

septo) (Abarca, 2000, p. 80).

En la parte superior de la vesicula se localizan las células conidiégenas, también conocidas como
fidlides. En muchas especies, entre la vesicula y las fialides se encuentran otras células llamadas
métulas. Las cabezas conidiales que s6lo poseen fialides se Ilaman uniseriadas, mientras que las

gue tienen tanto fialides como métulas se denominan biseriadas (Martinez, et al., 2013, pp. 126-146).

Las colonias de Aspergillus spp., tienen un aspecto denso y algodonoso de color canela-café, con
un micelio blanco apenas visible. En la parte posterior, pueden presentar un color amarillo, dorado
0 marron, y a veces se observa un pigmento amarillento difuso. La zona central de la colonia

puede ser aterciopelada, lanosa, y puede ser plana o presentar surcos radiales (Abarca, 2000, p. 83).
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2.4.4.3 Neopestalotiopsis sp.

Neopestalotiopsis podria ser clasificado como un hongo necrotrofo, capaz de sobrevivir tanto en
materia organica fresca como en descomposicién. En los Gltimos tiempos, se ha encontrado este
hongo, en particular, en fresas como Neopestalotiopsis sp., actualmente se le asocia con la

podredumbre de la raiz y la corona en fresa (Maharachchikumbura, et al., 2014, pp. 121-186).

En 2014, Maharachchikumbura introdujo dos nuevos géneros de Pestalotiopsis,
Neopestalotiopsis y Pseudepestalotiopsis. La presencia de Neopestalotiopsis en coronas enfermas
de fresa es un acontecimiento sin precedentes. El primer informe de identificacion del patégeno
en el cultivo de fresa se realizd en Espafia (Chamorro, et al., 2016, pp. 1495). En Ecuador, desde 2015
se han reportado sintomas de la enfermedad Pestalotiopsis en fresas de las zonas productoras de
Quito y Ambato. Sin embargo, la identificacion molecular y morfolégica del ascomiceto se ha

determinado solo hasta el nivel de género (Hidrovo, 2020, p. 21, citado en Guevara, 2015).

Taxonomia

Tabla 4-2: Clasificacién taxondmica de Neopestalotiopsis sp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Xylariales

Familia Sporocadaceae
Género Neopestalotiopsis
Especie Neopestalotiopsis sp.

Fuente: Schoch et al., 2020.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia

Este hongo afecta principalmente la coronay las raices de frutillas. Se ha observado que los dafios
pueden ser mas graves cuando las condiciones climéaticas son desfavorables o durante la
temporada de lluvias, cuando la humedad relativa es alta. Neopestalotiopsis tiene una fase
saprofitica, lo que significa que puede sobrevivir en tejidos muertos y favorecer su propagacion.
Ademés, tiene la capacidad de formar acérvulos, estructuras reproductivas asexuales que son

faciles de ser diseminadas por el viento (Chamorro, 2016, p. 1495).
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Un sintoma distintivo de Neopestalotiopsis es la presencia de una coloracién blanca rodeada por
bordes de color mas oscuro en la corona de la planta (Medina, 2020, p. 21). Por lo general, también
se observan areas necroticas y decoloracién en las raices y la corona, lo que puede resultar en la
muerte de la planta. Ademas, las hojas pueden comenzar a decolorarse entre los nervios,

adquiriendo un tono marron rojizo y finalmente marchitandose (Intriago, et al., 2021, p. 525).

Caracteristicas morfoldgicas

Neopestalotiopsis es un hongo que produce acérvulos concéntricos de color negro, con un tamafio
de 280 um. Sus conidios son fusiformes o elipsoides, con cinco células y un tamafio promedio de
22,7 x 7,7 um. Las células apicales y basales son hialinas, mientras que las células tercera y cuarta
de la base son mas oscuras (de color marrén) y la segunda célula de la base es de color marrén
palido. Los conidios tienen un apéndice basal (con un promedio de 9,5 um) y de dos a cuatro
apéndices apicales (con un promedio de 25,9 um), y se desarrollan a una temperatura de 25°C en
medio PDA (Maharachchikumbura, et al., 2014, pp. 121-186).

Los aislamientos de este hongo presentan conidios fusiformes con cuatro septos elipsoides, con
un tamarfio promedio de 22.5a32.5 um x 7.5 a 12.0 um. Las células apicales y basales son conicas
y transparentes, mientras que la célula anterior a la basal es mas clara que las células tercera y

cuarta. Los conidios tienen un apéndice basal y dos o tres apéndices filiformes (Intriago, et al., 2021,
p. 522).

2.4.5 Hongos de la parte aérea

2.45.1 Alternaria grandis

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido y suele infectar a plantas de la familia
Solanéaceae, ocasionando la enfermedad conocida como tizén temprano, la cual también puede
ser causada por otras especies de Alternaria, principalmente Alternaria solani. La incidencia de
este hongo es mayor en plantas que presentan deficiencias nutricionales o se encuentran en

condiciones de estrés, aungque sus esporas tienen la capacidad de resistir condiciones extremas
(Rodrigues, et al., 2010, p. 28).

Este hongo prefiere temperaturas célidas, alrededor de los 27°C, y su indice de infeccion

disminuye significativamente a temperaturas inferiores a los 12°C. Cuando las condiciones son

favorables, el hongo puede germinar en un lapso de 1 a 3 horas (Tapuy, 2022, p. 7, citado en Thomma,

2003, pp. 225-227). En el cultivo de papa y otras plantas de la familia Solan&ceae, Simmons identificd
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las especies de esporas grandes y pico largo Alternaria grandis y Alternaria solani, lo cual

posteriormente fue respaldado por otros estudios (Rodrigues, et al., 2010, p. 28).

Alternaria grandis se diferencia de Alternaria solani en solo 1 nucledtido en su secuencia. Los
dos aislamientos de Alternaria grandis estudiados, CBS 109158 y CBS 116695, tienen conidios
notablemente més grandes que los aislamientos de Alternaria solani (Simmons, 2000, pp. 244-286).
Sin embargo, es importante mencionar que un estudio reciente revel6 que Alternaria solani (CBS
109157) y Alternaria grandis (CBS 109158) difieren en 8 de 770 nucleétidos en su secuencia de

calmodulina (Woudenberg, et al., 2014, p. 45).

Taxonomia

Tabla 5-2: Clasificacion taxondémica de Alternaria grandis

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Género Alternaria
Especie Alternaria grandis

Fuente: Simmons, 2000.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia

Los sintomas iniciales en las hojas se manifiestan como pequefias manchas cloréticas que,
posteriormente, se necrosan y adquieren una forma amorfa de color marrén oscuro a negro,
aumentando su tamafio. Las manchas suelen estar rodeadas por un halo clorético amplio, lo que
indica la intoxicacion de las células del paréngquima foliar debido a la rapida propagacion de la

toxina del patdgeno (Simmons, 2000, pp. 244-286).

Los sintomas que produce Alternaria grandis en plantas de la familia Solanaceae se han descrito
como "manchas negras rodeadas de un halo amarillo™ (Bessadat, et al., 2016). ES importante destacar
que Alternaria grandis pertenece a la seccion Porri de la especie Alternaria y esta estrechamente

relacionada con Alternaria solani (Woudenberg, et al., 2014, p. 45).

Caracteristicas morfoldgicas
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En condiciones in vitro, la temperatura éptima para el desarrollo del micelio de este hongo es de
27 °C, mientras que la temperatura ideal para el desarrollo de conidios y conidiéforos oscila entre
19y 23 °C, asi como la presencia de luz. Macroscdpicamente, las colonias de este hongo presentan
una textura algodonosa y plana, con una coloracién inicialmente blanca grisacea que
posteriormente se torna verde oliva oscuro o café en la superficie, y café oscuro a negro en el

reverso de la colonia, debido a la acumulacion de pigmento dihidroxinaftaleno-melanina
(Woudenberg, et al., 2014, pp. 1-47).

En cuanto a sus caracteristicas microscopicas, Alternaria grandis tiene una longitud del cuerpo
del conidio de 102-184 um y un ancho del cuerpo del conidio de 14-17 um. Ademas, presenta
una longitud del pico de 135-206 um, de 9-14 tabiques transversales, 0-3 tabiques longitudinales

y un solo pico. Cabe mencionar que, las esporas tienen un color café claro (Rodrigues, et al., 2010, p.
28).

2.4.5.2 Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri es un hongo hemibiotréfico que, en una primera etapa, establece una
asociacion con células vivas y, posteriormente, con tejido muerto. El proceso de infeccidn
comienza cuando las esporas reproductivas o conidias del hongo llegan a la superficie de las
mazorcas. Las condiciones Optimas para su desarrollo son alta humedad y temperatura, lo que
favorece la germinacion y penetracion del hongo en la mazorca, causando dafios internos en las
primeras etapas de la enfermedad (Sanchez y Garcés, 2012, p. 252). En Ecuador, la presencia de la

moniliasis puede provocar dafios en las cosechas de hasta el 60% (Sanchez y Garcés, 2012, p. 250).

Taxonomia

Tabla 6-2: Clasificacion taxondémica de Moniliophthora roreri

Reino Fungi

Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Agaricales
Familia Marasmiaceae
Género Moniliophthora
Especie M. roreri

Fuente: Evans et al., 2003.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia
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En todas las etapas del desarrollo de los frutos de cacao, se pueden observar sintomas tanto
externos como internos. Los dafios externos se caracterizan por la aparicion de necrosis,
deformacioén y pudricion en las mazorcas. Aungue algunos frutos de entre 60 y 80 dias pueden

completar su desarrollo sin presentar sintomas externos, el tejido interno esta necrosado (Sanchez
y Garcés, 2012, pag. 251, citado en Reuck, 1997, pp. 1-2).

La infeccién del hongo provoca la muerte del fruto, el cual adquiere un color café oscuro y se
cubre con una "felpa" de color crema, que son las esporas del hongo. Esta caracteristica en forma
de polvo permite que el hongo se disperse facilmente por el viento, agua y trabajadores. La
enfermedad presenta una mayor incidencia cuando hay altas precipitaciones. Es importante

destacar que el hongo solo infecta los tejidos en crecimiento, especialmente los frutos jévenes
(Johnson et al., 2008, p. 27).

Otro sintoma de la enfermedad es la madurez prematura, en la que las mazorcas cambian de color
y parecen maduras aunque aln no lo estan. Los tejidos centrales, la pulpa, las semillas y, en
ocasiones, la cascara se fusionan en una sola masa rodeada por una sustancia acuosa debido a su

descomposicion (Johnson et al., 2008, p. 27).

Caracterizacion morfoldgica

Segun lo informado por Suérez (2006, p. 6), las caracteristicas macroscépicas de este hongo
incluyen un crecimiento zonal en &reas concéntricas con diferentes tonalidades dentro de la
colonia. El centro es de color pardo oscuro, con una masa conidial pulverulenta dispuesta en una
capa compacta adyacente a una zona de color crema, salpicada de masa conidial. La zona micelial
esta formada por filamentos cortos y entrelazados, y es de color blanco al principio y luego se

vuelve crema.

En cuanto a las caracteristicas microscopicas, se observan conidias globosas e hifas hialinas en
su estado joven, cabe mencionar que, el micelio es hialino y brillante. Las esporas pueden ser
globosas, subglobosas y elipticas (Suarez, 2006, p. 6).

2.4.6 Hongos de poscosecha

2.4.6.1 Penicillium spp.
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El género Penicillium fue inicialmente descrito por Link en 1809 y sus especies tienen una amplia
distribucion en todo el mundo, siendo ubicuas. Muchas de estas especies habitan en el suelo o en

materia organica en descomposicion (Martinez Benitez, 2003, p. 3, citados en Pitt y Hocking, 1997).

Este patdgeno se considera un saprofito y ataca predominantemente al fruto en el campo, ya sea
mientras se encuentra en el arbol o durante su recoleccion, transporte, almacenamiento, envasado
o distribucion. Normalmente, el hongo se desarrolla rapidamente en condiciones de temperatura

entre 15y 28 °C y una alta humedad relativa (Hernandez et al., 2007, pp. 66-74).

Taxonomia

Tabla 7-2: Clasificacién taxondmica de Penicillium spp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Especie Penicillium spp.

Fuente: Pitty Hocking, 1997.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia

El hongo Penicillium spp., tiene la capacidad de permanecer en la piel del fruto durante meses y
desarrollarse con el contacto de los fluidos liberados por heridas en la corteza. Una vez establecido
en la fruta, sus hifas blanquecinas secretan una enzima que destruye la lignina de la corteza,
ablandando los tejidos. Es facilmente identificable a simple vista y al tacto, ya que la fruta
presenta un aspecto himedo y se hunde al presionarla con el dedo. En el caso de P. digitatum, se
observa una zona esporulada de color verde oliva rodeada por una amplia zona de micelio blanco

y una estrecha banda de cascara blanda de apariencia acuosa (Delgado y Pérez, 1997, p. 5-7).

Caracteristicas morfologicas

Las colonias de estos hongos, observadas macroscopicamente, suelen tener un crecimiento rapido
y comienzan siendo blancas, pero con el tiempo adquieren tonalidades como azul, azul verdoso,
verde, gris oliva o incluso rosado, con un reverso de color amarillo cremoso. La textura de la
colonia depende de la especie y puede ser plana, filamentosa, aterciopelada o algodonosa, y

también puede presentar gotas de exudado (Villén y Paredes, 2022, p. 16, citados en DATABIO, 20186,).
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Al observar microscopicamente este hongo, se pueden observar hifas septadas de color hialino.
Los conidi6foros tienen ramas secundarias llamadas métulas, que son cilindricas y tienen paredes
lisas. En estas ramas se encuentran de 3 a 6 fialides en forma de matraz, de las cuales surgen

largas cadenas de esporas o conidios que forman el caracteristico penacho o pincel del género
(Villén y Paredes, 2022, p. 17, citados en DATABIO, 2016,).

2.4.6.2 Colletotrichum spp.

Colletotrichum es considerado uno de los géneros de patdgenos de plantas mas relevantes y
ampliamente distribuidos en todo el mundo, con una especial predileccion por afectar a los

cultivos de regiones tropicales y subtropicales (Pérez et al., 2003, p. 25, citados en Manners et al., 2000).

Este hongo se considera actualmente un complejo de especies, clasificadas en nueve clados
principales segun analisis filogenéticos. Colletotrichum engloba a més de 100 especies que son
responsables de causar antracnosis en casi todos los cultivos destinados a la produccion de
alimentos, fibras y forrajes a nivel mundial, como por ejemplo C. gloeosporioides, C. truncatum,

C. lineola, C. boninense, entre otras (Rojo et al., 2017, pp. 547-570).

Para que ocurra la germinacién de las esporas, la infeccion y la produccién de ascosporas, se
requiere una alta humedad relativa cercana al 100% y una temperatura Optima entre los 25-29 °C.
Sin embargo, la enfermedad también puede manifestarse en condiciones méas secas. La
propagacion del hongo se ve favorecida por salpicaduras de agua, corrientes de aire, insectos,

rozamiento en hojas y frutos, granizo u otras formas de contacto (Rodriguez et al., 2013, pp. 898-905).

Taxonomia

Tabla 8-2: Clasificacién taxonémica de Colletotrichum spp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Hypocreomycetidae
Orden Glomerellales
Familia Glomerellaceae
Género Colletotrichum
Especie Colletotrichum spp.

Fuente: Reblova et al., 2011.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Sintomatologia
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En ciertas plantas huésped, los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan como pequefias
manchas himedas en las hojas, mientras que en otras aparecen como manchas necréticas y
cloréticas de forma circular o irregular, lo cual también depende de la planta huésped. En algunas
plantas, las manchas pueden tener una forma similar a la de un ojo de rana, mientras que en otras

pueden tener una forma angular debido a que quedan limitadas por la nervadura de la hoja (Rojo
etal., 2017, p. 543).

Las lesiones causadas por el hongo presentan un color amarillo, tostado, marrén o0 negro, a
menudo con un halo clorético de color amarillo brillante. Estas manchas se expanden rapidamente
y tienen una textura similar a la del papel. Durante esta fase, el hongo llena los acérvulos, donde
produce esporas. En algunos casos, las hojas infectadas pueden llegar a caerse y también pueden
verse afectadas las flores. Los sintomas iniciales en hojas y frutos son pequefias manchas en la

cuticula que van aumentando de tamafio y se necrosan a medida que avanza la enfermedad
(Rodriguez et al., 2013, pp. 898-905).

Caracteristicas morfologicas

En un estudio llevado a cabo por Pérez et al. (2003, pp. 28-33) sobre cepas de Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum dematium, se realiz6 una descripcién macro y microscépica. Se
encontré que el color predominante de la colonia fue lila y que la tasa de crecimiento oscilé entre
4y 7 mm por dia. Las esporas de Colletotrichum gloeosporioides tienen forma cilindrica con un
extremo redondeado y otro agudo, y varian en tamafio entre 7-8 micras de longitud y 3-4 micras
de ancho. Por otro lado, Colletotrichum dematium present6 un color gris radial y las esporas tienen
una forma falcada y fusiforme con ambos extremos agudos, con un tamarfio que varia entre 16-18

micras de longitud y 3-4 micras de ancho.

Colletotrichum presenta diferentes morfotipos, como margen circular o entero y coloracion gris
del micelio, con masas conidiales de color naranja. En el caso de Colletotrichum gloeosporioides,
sus esporas tienen forma ovoide y miden entre 13.56-14.24 x 4-4.02 pm, presentando un
crecimiento micelial radial con margen entero u ondulado, generalmente de color blanco con

masas conidiales de color anaranjado en el centro de la colonia (Rojo et al., 2017, pp. 549-570).
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CAPITULO Il
3 MATERIALES Y METODOS
El trabajo de investigacion que se presenta es de tipo experimental, enfocado en la evaluacién in
vitro de la capacidad antagonista de Bacillus subtilis F. Cohn frente a varios hongos fitopatogenos,
incluyendo Fusarium oxysporum, Aspergillus sp., Colletotrichum spp., Neopestalotiopsis sp.,
Alternaria grandis, Penicillium spp., y Moniliophthora roreri.
3.1 Caracteristicas del lugar
3.1.1 Localizacion
La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad
de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en la parroquia
Lizarzaburu, cantén Riobamba, provincia de Chimborazo.
3.1.2  Ubicacidn geogréfica
Latitud: 1°39°05.10°S
Longitud: 78°40°59,86°°0O
Altitud: 2820 msnm (Tiupul, 2011, p. 1).

3.1.3 Condiciones climaticas de laboratorio

Temperatura promedio: 23 °C
Humedad relativa: 43%

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Materiales oficina

Libreta de apuntes

Esfero

Regla

YV V V V

Marcador permanente o rotulador

23



YV V V V V

w

2.2

V V V V VYV V V V V V VYV V VY

3.2.3

YV V.V V VYV V

3.24

A\

Teléfono
Computadora
Memoria USB
Calculadora

Impresora

Materiales de laboratorio

Cajas petri

Pipetas
Micropipetas
Parafilm

Mascarilla

Piseta

Guantes desechables
Envases esterilizados
Portaobjetos
Cubreobjetos
Sacabocados

Agujas

Camara de Neubauer

Equipos de laboratorio

Incubadora memmert 854 Schwabach W-Germany

Balanza analitica OHAUS PA4202

Microscopio Motic BA310E

Mecheros (Lampara de alcohol)

Autoclave Hyrayama HL 3030 e

Cabina de Bioseguridad clase Il Tipo A2 Biobase BBS 110LLA2-x

Reactivos

Agua destilada
Agar Nutritivo Titan Biotech LTD
Agar Papa Dextrosa Difco™
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> Etanol 70 %
> Azul de algoddn

3.3 Métodos

3.3.1 Microorganismos Empleados

Para llevar a cabo el estudio de antagonismo, se emplearon aislados de Bacillus subtilis F. Cohn.
De igual forma, se utilizaron siete cepas de hongos fitopatdgenos (Fusarium oxysporum,
Aspergillus sp., Colletotrichum spp., Neopestalotiopsis sp., Alternaria grandis, Penicillium spp.
y Moniliophthora roreri). Cabe destacar que, antes de llevar a cabo el estudio de antagonismo, se
evaluo la capacidad de la cepa bacteriana para crecer en el medio Agar Papa Dextrosa (PDA) con

el fin de utilizarlo en el cultivo dual.

Tabla 9-3: Procedencia de los microorganismos empleados en la investigacion

Investigador Lugary afio Microorganismo Proyecto

Ing. Norma Erazo PhD ESPOCH, (2012) Bacillus subtilis F. Cohn Banco de microorganismos
de microbiologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Fusarium oxysporum Cultivos  fangicos  del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Aspergillus spp. Cultivos fangicos del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Colletotrichum spp. Cultivos fingicos del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Penicillium spp. Cultivos  fungicos  del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Neopestalotiopsis sp. Cultivos fingicos del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Alternaria grandis Cultivos  fungicos  del
Laboratorio de fitopatologia

Ing. Pablo Alvarez PhD ESPOCH, (2023) Moniliophthora roreri Cultivos  fungicos  del

Laboratorio de fitopatologia

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

3.3.2 Metodologia

Se llevaron a cabo pruebas de antagonismo de Bacillus subtilis F. Cohn utilizando la técnica de
cultivo dual en cajas Petri con medios de cultivo PDA y Agar nutritivo. Ademas, se empled la

técnica de compuestos volatiles como complemento a las pruebas de antagonismo.
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3.3.2.1 Preparacion del medio de cultivo (PDA y AN)

« Para comenzar, se llevo a cabo la preparacion del medio de cultivo con Agar Papa Dextrosa
(PDA), utilizando una cantidad de 40 g de PDA por cada litro de medio. El medio se esterilizé en
la autoclave a una temperatura de 121 °C durante aproximadamente 15 a 20 minutos a una
atmosfera de presion.

* Después de la esterilizacion, el medio de cultivo se dejo reposar durante unos 30 minutos antes
de su uso.

« Una vez que el medio de cultivo se enfrio, se agregaron aproximadamente 15 a 20 mL de medio
en cada unidad de las cajas Petri.

« Luego, se permitié que el medio de cultivo se solidificara por completo.

« Es importante destacar que el procedimiento para la preparacion del agar nutritivo (AN) es
similar, con la excepcion de que se requirieron 30 g de AN por cada litro de medio.

3.3.2.2 Repique de los hongos fitopatogenos

« Para llevar a cabo este procedimiento, se colocaron todos los materiales utilizados en la cAmara
de flujo y se los expuso al UV durante unos 15 a 20 minutos para trabajar en un ambiente estéril.
* Después de esto, se utilizaron sacabocados de tamafio 4 para realizar agujeros en las cajas de los
hongos que se iban a repicar.

* Se tom0 una muestra del hongo con una punta estéril y se colocé en las cajas Petri que contenian
PDA, sellandolas con parafilm.

« Las cajas Petri se colocaron en la incubadora Memmert a una temperatura de 28 °C hasta que
los hongos se desarrollaron completamente.

« Este procedimiento se llevo a cabo con las siete cepas de hongos fitopatdgenos que se estaban

estudiando.

3.3.2.3 Técnica de Cultivo Dual

Es importante destacar que la metodologia descrita por Torres Cortés et al. (2018, pp. 239-245) fue

empleada para llevar a cabo esta técnica:
« Una vez que se tuvieron listos los hongos que se iban a utilizar, se utilizaron sacabocados para

realizar agujeros en las cajas Petri.

* Luego, se colocé el hongo en la mitad de la caja Petri utilizando una punta esteril.
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* Posteriormente, se tomd una muestra de bacteria solida con el asa y se coloc6 en los extremos
de la caja Petri, es decir, en la parte superior e inferior, mediante un estriado simple.

+ Las cajas Petri se mantuvieron en incubadora a 28°C durante aproximadamente una a tres
semanas para permitir el crecimiento completo de los hongos.

» Es importante destacar que se realizaron mediciones cada 24 horas para verificar tanto el
crecimiento del antagonista como el de los hongos fitopatogenos, tomando medidas verticales y

horizontales del crecimiento del micelio del hongo.
3.3.2.4 Técnica de Compuestos volatiles

Es importante sefialar que se empled la metodologia descrita por Leon et al. (2020, pp. 20-25) para
llevar a cabo esta técnica, trabajando con diferentes tiempos de crecimiento del hongo, de la

siguiente manera:

» En la primera etapa de crecimiento, tanto los hongos (PDA), como las bacterias (AN) se
sembraron el mismo dia para no dar ventaja al crecimiento del hongo.

* Luego, se enfrentaron los hongos con la bacteria colocandolos frente a frente y sellando las dos
cajas.

* En la siguiente etapa de crecimiento, se sembraron los hongos en PDA y se dejaron durante
aproximadamente cuatro dias, lo que resultd en un crecimiento aproximado del 20 al 40%.

« Después de transcurrido este tiempo, se procedio a sembrar la bacteria en Agar nutritivo.

« Luego, se enfrentaron los hongos con la bacteria colocandolos frente a frente y sellando las dos
cajas.

« Es importante mencionar que se realizaron mediciones cada 24 horas para verificar el
crecimiento del antagonista y de los hongos fitopatdgenos, midiendo tanto vertical como

horizontalmente el crecimiento del hongo.
3.3.3 Célculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

Se llevo a cabo el andlisis del antagonismo mediante el célculo del porcentaje de inhibicion
utilizando la metodologia descrita por Leon et al. (2020, pp. 20-25). La seleccion del mejor
antagonismo se baso en el porcentaje de inhibicion obtenido. La ecuacion utilizada para calcular

el porcentaje de inhibicion fue la siguiente:

td
% Inhibicion = (1 — a) x 100
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En la formula, los términos representan lo siguiente:
""td"" representa el diametro de la colonia flngica cuando se cultiva con el aislado bacteriano.
"cd" representa el didmetro de la colonia flngica cuando se cultiva sin el aislado bacteriano

(control).

Cabe mencionar que, mediante la implementacion de la siguiente escala se establecio si la
inhibicion es:

Tabla 10-3: Escala para el porcentaje de inhibicién

Inhibicion Baja 0%-25%
Inhibicién Media 25%-50 %
Inhibicion Alta > 50 %

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

3.3.4 Calculo de la tasa de crecimiento del micelio

Se emple6 la metodologia descrita por Corrales et al. (2012, p. 69) para calcular la tasa de
crecimiento micelial (TC), utilizando la siguiente férmula:

_Cf—Ci
C Tf-Ti

Tc
En la formula, los términos representan lo siguiente:
"Tf" es el tiempo final.
"Ti" es el tiempo inicial.
"Cf" es el crecimiento final.
"Ci" es el crecimiento inicial.

3.3.5 Célculo del porcentaje de inhibicién de esporulacion

El porcentaje de inhibicion de esporulacion se calculd una vez que el control del hongo alcanz6

su crecimiento total, utilizando la metodologia descrita por Armenia (2005, p. 37).
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» Para los controles, se agregaron 5 mL de agua esterilizada en las cajas Petri correspondientes.
Se raspé el micelio alrededor de 120 segundos con un asa triangular para homogeneizarlo con el
agua agregada.

« Se retiraron 25 uL de los controles que contenian agua con micelio del hongo y se colocaron en
placas portaobjetos. En cuanto a las repeticiones, se agregaron 12,5 uL del hongo y 12,5 uL de
Bacillus subtilis liquido.

« Las placas con las muestras se colocaron en cadmara humeda y se dejaron durante
aproximadamente 24 horas.

« Después de ese tiempo, se agregd una gota de azul de algoddn sobre las muestras y se colocaron
los cubreobjetos para observarlas en el microscopio.

 Se enfoco desde el lente de menor aumento (4x) hasta el de mayor (40x) y se contaron
aproximadamente 100 esporas. Se registraron las esporas reproductivas y se calculé el porcentaje
de inhibicion de esporulacion.

Es importante mencionar que para Alternaria grandis se utiliz6 la metodologia descrita por

Rodrigues, et al. (2010, p. 28) de la siguiente manera:

* Las cajas Petri de los controles se dejaron destapadas durante aproximadamente 24 horas bajo
la exposicidn de rayos ultravioleta, ya sea de la luz solar durante el dia o de la luz artificial durante
la noche.

« Posteriormente, se llevo a cabo el mismo procedimiento que con las otras cepas de hongos, es

decir, se colocaron en una cdmara himeda durante 24 horas y se observaron en el microscopio.

3.3.6  Andlisis de las caracteristicas morfologicas

Se examinaron las caracteristicas morfoldgicas de los hongos fitopatdégenos tanto macroscopica
como microscépicamente. Es importante destacar que esto se llevo a cabo al final del ensayo,

cuando el control de los hongos ya se habia desarrollado por completo.

« En cuanto a las caracteristicas macroscopicas, se evaluo el color de las colonias de acuerdo con
Pantone (2020). Ademas, se evaluaron las caracteristicas del micelio de acuerdo a diferentes
autores dependiendo el hongo. Segun Gémez (2018), la velocidad de crecimiento de los hongos se
define como el tiempo que tarda la colonia en ocupar las 2/3 partes de la caja Petri, con rangos

establecidos de la siguiente manera:

- Répido: Entre una y dos semanas
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- Moderado: Entre dos y tres semanas

- Lento: Entre tres y cuatro semanas.

« En cuanto a las caracteristicas microscépicas, se basaron en la informacion de diferentes autores,

dependiendo del hongo en estudio.

3.4 Especificaciones del experimento

3.4.1 Esquema del diseiio experimental

NUmero de tratamientos 8
NUmero de repeticiones 3
NUmero de unidades experimentales 24

3.4.2 Tratamientos (T)

Tabla 11-3: Tratamientos de la investigacién

Cadigo Descripcion

T1 Bacillus subtilis F Cohn + Fusarium oxysporum
T2 Bacillus subtilis F Cohn + Aspergillus sp.

T3 Bacillus subtilis F Cohn + Colletotrichum spp.
T4 Bacillus subtilis F Cohn + Penicillium spp.

T5 Bacillus subtilis F Cohn + Neopestalotiopsis sp.
T6 Bacillus subtilis F Cohn + Alternaria grandis
T7 Bacillus subtilis F Cohn + Moniliophthora roreri
T8 Controles

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

3.5 Tipo de disefio

3.5.1 Caracteristicas del disefio

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con ocho tratamientos y tres repeticiones
para las variables de porcentaje de inhibicién micelial y porcentaje de inhibicién de esporulacion.

Mientras tanto, para la tasa de crecimiento se utilizé la Prueba T.

3.5.2 Esquema de andlisis de varianza
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Tabla 12-3: Andlisis de Varianza (ANOVA)

Fuente de Variacion Férmula Gl
Tratamientos (t-1) 7
Error t(n-1) 16
Total (tn)-1 23

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Tabla 13-3: Prueba T para la tasa de crecimiento

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media D. Estandar p - valor Significancia
T (cm/dia) - - -
TC (cm/dia) - - -

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

3.5.3 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA con los datos obtenidos sobre el porcentaje de
inhibicion del micelio y de la esporulacion, lo que permitié comparar varios grupos en relacién a

la variable cuantitativa para determinar si las medias poblacionales eran iguales (0) o diferentes

(1).

Por otro lado, en cuanto a la tasa de crecimiento, se sometieron los datos obtenidos a la Prueba T
para muestras independientes. Esta prueba permitié comparar las medias de dos grupos de casos

para determinar si eran diferentes o iguales.

3.5.4  Andlisis funcional

a. Durante el andlisis de varianza, si se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, se utilizd la prueba de Tukey para separar las medias, y se evalué su significancia

con un valor de P < 0,05.

b. De igual forma, la prueba T se evalud su significancia con un valor de P < 0,05.

c. Ademas, el coeficiente de variacion se expres6 en forma de porcentaje.
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CAPITULO IV

4 MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1  Procesamiento, analisis e interpretacion de resultados

4.1.1 Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de hongos fitopatégenos

4.1.1.1 Método Dual

Dual vertical
61.85
&0
5506
3? Tratamiento
= 40 3876 R
£ a3 4 s
] 28.08 B
= B s
5 22.48 B e
a B
E=0 s
o [
ol
T T2 T T4 Ts Te T7 Ta

Tratamientos

lustracion 1-4: Porcentaje de inhibicidn vertical del crecimiento micelial de siete hongos
fitopatégenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

El analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial mediante
el método dual determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos
(p < 0,01), con un coeficiente de variacion de 6,95 % (Tabla 14-4).

Tabla 14-4: Analisis de Varianza para el porcentaje de inhibicion vertical de crecimiento micelial

de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Variables ol sC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 10776 1539,4 354,8 0,000000000000000247 *x
Error 16 69 4.3

Total 23 10845

cVv 6,95 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento
micelial por el método dual (Tabla 15-4, Ilustracion 1-4) se determind que existen 6 grupos de
tratamiento: en el grupo A con el mayor porcentaje de inhibicidn se ubicé el T7 correspondiente
a Moniliophthora roreri con una media de 61,85 %, seguido del grupo “B” se ubico el tratamiento
T4 correspondiente a Penicillium spp., con una media de 55,06 %, después el grupo “C” se ubico
el T6 correspondiente a Alternaria grandis con una media de 38,76 %; cabe mencionar que los

tratamientos T2 y T8 no presentaron porcentaje de inhibicion mediante este método.

Tabla 15-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento
micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Tratamiento Medias Rango
T7 (B. subtilis + M. roreri) 61,85387 A
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 55,06024 B
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 38,76475 C
T6 (B. subtilis + A. grandis) 33,48209 o
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 28,07927 D
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 22,47918
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 0,00000 F
T8 (Controles) 0,00000 F

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Dual horizontal
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. :
T. Ts Te

4
Tratamientos

llustracion 2-4: Porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento micelial de siete hongos

T7 T8

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

El analisis de varianza para el porcentaje de inhibicién horizontal del crecimiento micelial de siete

hongos fitopatdgenos mediante el método dual determind que existen diferencias altamente
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significativas entre los tratamientos (p < 0,01), con un coeficiente de variacion de 11,89 % (Tabla
16-4).

Tabla 16-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Variables al SC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 1719,3 245,62 235,8 0,00000000000000628 *x
Error 16 16,7 1,04

Total 23 1736

CcVv 11,89 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicién horizontal del crecimiento
micelial por el método dual (Tabla 17-4, llustracion 2-4) se determiné que existen 5 grupos: en el
grupo A con el mayor porcentaje de inhibicién se ubicé el T7 correspondiente a Moniliophthora
roreri con una media de 27,44 %, seguido del grupo “B” se ubico el T4 correspondiente a
Penicillium spp., con una media de 15,44 %; cabe mencionar que los demas tratamientos no se

obtuvieron datos elevados mediante este método.

Tabla 17-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Tratamiento Medias Rango
T7 (B. subtilis + M. roreri) 27,435655 A
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 15,440713 B
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 8,344914
T6 (B. subtilis + A. grandis) 6,189700 C D
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 5,986899 C D
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 5,297295 D
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,000000
T8 (Controles) 0,000000

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.1.2 Método de compuestos volatiles

Volatiles vertical
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llustracion 3-4: Porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial de siete hongos

fitopatégenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

El andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial mediante
el método de compuestos volatiles determind que existen diferencias altamente significativas
entre los tratamientos (p < 0,01), con un coeficiente de variacion de 7,17 % (Tabla 18-4).

Tabla 18-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial
de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de volatiles

Variables gl SC MC F p - valor significancia
Tratamiento 7 4873 696,1 605,8 0,0000000000000002 wx
Error 16 18 1,1

Total 23 4891

CcVv 7,17 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento
micelial por el método de compuestos volatiles (Tabla 19-4, llustracion 3-4) se determind que
existen 5 grupos: en el grupo A con el mayor porcentaje de inhibicion se ubicé el T7
correspondiente a Moniliophthora roreri con una media de 43,65 %, seguido del grupo “B” se
ubico el T3 correspondiente a Colletotrichum spp., con una media de 24,96 %; cabe mencionar

que los tratamientos T2, T4 y T8 no presentaron porcentaje de inhibicion mediante este método.
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Tabla 19-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante volatiles

Tratamiento Medias Rangos

T7 (B. subtilis + M. roreri) 43,65345 A

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 24,96247 B

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 20,35038 Cc

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 15,62826 D
T6 (B. subtilis + A. grandis) 15,07486 D
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 0,00000

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,00000

T8 (Controles) 0,00000

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Volatiles horizontal
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llustracion 4-4: Porcentaje de inhibicién horizontal del crecimiento micelial de siete hongos

fitopatgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

El andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion horizontal del micelio por el método de
compuestos volatiles determiné que existen diferencias altamente significativas entre los

tratamientos (p < 0,01), con un coeficiente de variacion de 6,20 % (Tabla 20-4).

Tabla 20-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante volatiles

Variables gl SC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 6155 879,3 843,1 0,0000000000000002 *x
Error 16 17 1,0

Total 23 6172

CcVv 6,20 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento
micelial por el método de compuestos volatiles (Tabla 21-4, llustracion 4-4) se determiné que
existen 6 grupos: en el grupo A con el mayor porcentaje de inhibicion se ubicé el T7
correspondiente a Moniliophthora roreri con una media de 43,47 %, mientras tanto en el grupo
“B” se ubicod TS correspondiente a Neopestalotiopsis sp., con una media de 35,21 %; cabe
mencionar que los tratamientos T2, T4 y T8 no presentaron porcentaje de inhibicion mediante

este método.

Tabla 21-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicién horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante volatiles

Tratamiento Medias Rango
T7 (B. subtilis + M. roreri) 43,471974 A
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 35,217029 B
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 26,969653 o
T6 (B. subtilis + A. grandis) 16,519110 D
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 9,611922 E
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 0,000000 F
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,000000 F
T8 (Controles) 0,000000 F

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.1.3 Método de compuestos volatiles (4 dias)

Volatiles vertical (4 dias)
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llustracion 5-4: Porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial de siete hongos
fitopatodgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de volatiles (4 dias)

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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El andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicidn vertical del crecimiento micelial mediante
el método de compuestos volatiles (4 dias) determind que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (p < 0,01), con un coeficiente de variacion de 6,91 % (Tabla
22-4).

Tabla 22-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento micelial

de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por el método de volétiles (4 dias)

Variables al SC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 2525,6 360,8 5515 0,0000000000000002 w*
Error 16 10,5 0,7

Total 23 2536,1

CcVv 6,91 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento
micelial por el método de compuestos volatiles (4 dias) (Tabla 23-4, llustracion 5-4) se determind
que existen 5 grupos: en el grupo A con el mayor porcentaje de inhibicion se ubicé el T3
correspondiente a Colletotrichum spp., con una media de 31,70 %, mientras, el grupo “B” se
ubicaron los tratamientos T5 y T6 correspondiente a Neopestalotiopsis sp. y Alternaria grandis
con una media de 35,21 % y 17,68 % respectivamente; cabe mencionar que los demas

tratamientos no se obtuvieron datos elevados mediante este método.

Tabla 23-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion vertical del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por volatiles (4 dias)

Tratamiento Medias Rango
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 31,709000 A
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 18,991977
T6 (B. subtilis + A. grandis) 17,688609
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 12,071039
T7 (B. subtilis + M. roreri) 10,080914
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 2,986816 D
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,000000 E
T8 (Controles) 0,000000 E

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Volatiles horizontal (4 dias)
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fitopatogenos en presencia de Bacillus subtilis por el método de compuestos volatiles (4 dias)

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

El andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento micelial
mediante el método de compuestos volatiles (4 dias) determind que existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (p < 0,01), con un coeficiente de variacién de 9,89 % (Tabla
24-4).

Tabla 24-4: Anélisis de varianza para el porcentaje de inhibicién horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por volatiles (4 dias)

Variables gl SC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 20457 292,25 271,3 0,00000000000000207 **
Error 16 17,2 1,08

Total 23 2062,9

cv 9,89 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento
micelial por el método de compuestos volatiles (4 dias) (Tabla 25-4, llustracion 6-4) se determind
que existen 6 grupos: en el grupo A con el mayor porcentaje de inhibicion se ubicé el T3
correspondiente a Colletotrichum spp., con una media de 26,87 %, seguido del grupo “B” se ubicd
el T6 correspondiente a Alternaria grandis con una media de 21,28 %, luego el grupo “C” se
ubico el T7 correspondiente a Moniliophthora roreri con una media de 15,34 %; cabe mencionar

que los demaés tratamientos no se obtuvieron datos elevados mediante este método.
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Tabla 25-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion horizontal del crecimiento

micelial de siete hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por volatiles (4 dias)

Tratamiento Medias Rango
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 26,878060 A
T6 (B. subtilis + A. grandis) 21,289162 B
T7 (B. subtilis + M. roreri) 15,344035 C
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis spp.) 9,374639 D
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 6,722017 D E
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 4,354939 E
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,000000 F
T8 (Controles) 0,000000 F

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.2 Tasa de crecimiento de hongos fitopatdgenos

4.1.2.1 Meétodo dual

Dual vertical
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llustracion 7-4: Tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos fitopatdgenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

La prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio mediante el método dual determind
que existen diferencias significativas para el tratamiento T2 (p<0,05), mientras, existen
diferencias altamente significativas para los demas tratamientos (p < 0,01), con una desviacion

estandar de 4 pata todos los tratamientos (Tabla 26-4).
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Tabla 26-4: Prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,49
4 0,00578794 *x

T1_C (F. oxysporum) 0,63

T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,78
( - perg PP) 4 0,01275098 *

T2_C (Aspergillus spp.) 0,63

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 0,13
- 4 0,00029025 *x

T3_C (Colletotrichum spp.) 0,22

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,11
— 4 0,00000586 *x

T4_C (Penicillium spp.) 0,34

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 0,36
T 4 0,00180383 bl

T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,88

T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,15
- 4 0,00003748 *x

T6_C (A. grandis) 0,38

T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,14
4 0,00012013 *x

T7_C (M. roreri) 0,52

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Dual horizontal
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llustracion 8-4: Tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos fitopatogenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Laprueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio mediante el método dual determiné
que existen diferencias significativas para los tratamientos T3y T7 (p < 0,05), mientras, existen
diferencias altamente significativas en el tratamiento T4 (p<0,01); por otro lado, no existe
diferencias significativas para los tratamientos T1, T2, T5y T6 (p > 0,05), con una desviacion

estandar de 4 pata todos los tratamientos (Tabla 27-4).
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Tabla 27-4: Prueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método dual

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,70
4 0,52250 ns
T1_C (F. oxysporum) 0,68
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,77
( - perg Pp) 4 0,23591 ns
T2_C (Aspergillus spp.) 0,71
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp. 0,20
( _ LD 4 0,01315 *
T3_C (Colletotrichum spp.) 0,23
T4 (B. subtilis + Penicillium spp. 0,29
( —— PP 4 0,00206 >
T4_C (Penicillium spp.) 0,33
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp. 0,88
( - P - pets 3P 4 0,94499 ns
T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,87
T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,38
4 1 ns
T6_C (A. grandis) 0,38
T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,39 -
- 4 0,01493
T7_C (M. roreri) 0,50

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.2.2 Método de Compuestos Volatiles

Volatiles vertical
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llustracion 9-4: Tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos fitopatégenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

La prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio por el método de compuestos volatiles

determind que existen diferencias altamente significativas para los tratamientos T3, T4, T5, T6y
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T7 (p <0,01); mientras, se determind que no existe diferencias significativas para los tratamientos

T1ly T2 (p>0,05), con una desviacidn estandar de 4 para todos los tratamientos (Tabla 28-4).

Tabla 28-4: Prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia)  D. Estandar p - valor Significancia
T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,63 4 1
ns
T1_C (F. oxysporum) 0,63
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,75
( - perg Pp) 4 0,08165 ns
T2_C (Aspergillus spp.) 0,63
T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 0,17
- 4 0,00149 el
T3_C (Colletotrichum spp.) 0,22
T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,42
o 4 0,00789 wx
T4_C (Penicillium spp.) 0,34
T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 0,46
. 4 0,00465 wx
T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,87
T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,26
- 4 0,00030 *x
T6_C (A. grandis) 0,38
T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,18
- 4 0,00013 *x
T7_C (M. roreri) 0,55

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Volatiles horizontal
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llustracion 10-4: Tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos fitopatégenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

La prueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio mediante el método de compuestos
volatiles determind que existen diferencias altamente significativas para los tratamientos T3, T4,

T5y T7 (p<0,01); por otro lado, existe diferencias significativas para el tratamiento T6 (p<0,05);
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mientras, no existe diferencias significativas para los tratamientos T1y T2 (p > 0,05), con una

desviacion estandar de 4 para todos los tratamientos (Tabla 29-4).

Tabla 29-4: Prueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia) D. Estandar  p - valor Significancia

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,63
4 0,12417 ns

T1_C (F. oxysporum) 0,68

T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,76
( - perg PP) 4 0,54748 ns

T2_C (Aspergillus spp.) 0,71

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 0,15
- 4 0,00165 *x

T3_C (Colletotrichum spp.) 0,23

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,45
— 4 0,00031 *x

T4_C (Penicillium spp.) 0,33

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 0,44
P 4 0,00484 *x

T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,87

T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,27
- 4 0,01730 *

T6_C (A. grandis) 0,38

T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,17
- 4 0,00005 *x

T7_C (M. roreri) 0,50

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.2.3 Método de compuestos volatiles (4 dias)

Volatiles vertical (4 dias)
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llustracion 11-4: Tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos fitopatdgenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volétiles (4 dias)
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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La prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio mediante el método de compuestos
volatiles (4 dias) determind que existen diferencias altamente significativas para los tratamientos
T3, T5y T6 (p < 0,01); mientras, existen diferencias significativas para los tratamientos T4y T7
(p<0,05), por otro lado, no existe diferencias significativas para los tratamientos T1y T2 (p >

0,05), con una desviacion estandar de 4 para todos los tratamientos (Tabla 30-4).

Tabla 30-4: Prueba T para la tasa de crecimiento vertical del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por el método de compuestos volatiles (4 dias)

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia)  D. Estandar p - valor Significancia

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,51
4 0,1897 ns

T1_C (F. oxysporum) 0,57

T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,60
( : perd PP) 4 0,6963 ns

T2_C (Aspergillus spp.) 0,58

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 0,16
- 4 0,0003 *x

T3_C (Colletotrichum spp.) 0,23

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,48
o 4 0,0102 *

T4_C (Penicillium spp.) 0,31

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp. 0,43
( - P - psts sp.) 4 0,0024 *x

T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,91

T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,25
- 4 0,0039 *x

T6_C (A. grandis) 0,38

T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,47
- 4 0,0188 *

T7_C (M. roreri) 0,65

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).
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Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Volatiles horizontal (4 dias)
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llustracion 12-4: Tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos fitopatégenos en

presencia de Bacillus subtilis mediante el método de compuestos volatiles (4 dias)

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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La prueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio mediante el método de compuestos
volatiles (4 dias) determiné que existen diferencias altamente significativas para los tratamientos
T3y T4 (p < 0,01); mientras, existe diferencias significativas para los tratamientos T5, T6 y T7
(p<0,05), por otro lado, no existe diferencias significativas para los tratamientos T1y T2 (p >

0,05), con una desviacion estandar de 4 para todos los tratamientos (Tabla 31-4).

Tabla 31-4: Prueba T para la tasa de crecimiento horizontal del micelio de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis por el método de compuestos volatiles (4 dias)

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 0,49
4 0,05649 ns

T1_C (F. oxysporum) 0,64

T2 (B. subtilis + Aspergillus spp. 0,49
( - Pers PP 4 0,66612 ns

T2_C (Aspergillus spp.) 0,51

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 0,15
4 0,00012 ok

T3_C (Colletotrichum spp.) 0,24

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 0,50
o 4 0,00119 wx

T4_C (Penicillium spp.) 0,31

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 0,78
. 4 0,30900 *

T5_C (Neopestalotiopsis sp.) 0,90

T6 (B. subtilis + A. grandis) 0,27
- 4 0,01880 *

T6_C (A. grandis) 0,39

T7 (B. subtilis + M. roreri) 0,49
- 4 0,01955 *

T7_C (M. roreri) 0,64

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.3 Porcentaje de inhibicién de la esporulacion de hongos fitopatdgenos

59.23

86.14
63.06
44.96
37.67
. )
g Te T7
Tratamientos

llustracion 13-4: Porcentaje de inhibicidon de esporulacion de siete hongos fitopatdgenos en

Tratamiento

@
Qo

Inh\blclonde esporas (%)

T8

presencia de Bacillus subtilis
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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El andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion de esporulacion de los hongos
fitopatdgenos determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos (p

< 0,01), con un coeficiente de variacién de 7,71 % (Tabla 32-4).

Tabla 32-4: Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion de esporulacion de siete hongos

fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis

Variables o] sC MC F p - valor Significancia
Tratamiento 7 18921 2703,1 287,6  0,0000000000000013 *x
Error 16 150 9,4

Total 23 19071

CcVv 7,71 %

Diferencias altamente significativas “**” (p<0,01), diferencias significativas “*” (p<0,05), no significativo “ns” (>0,05).

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicién de esporulacion (Tabla 33,
Ilustracion 13) se determind que existen 5 grupos: en el grupo “A” se ubico el tratamiento T6
correspondiente a Alternaria grandis con una media de 86,13 %, seguido del grupo “B” en donde
se ubicaron los tratamientos T7 y T4 correspondientes a Moniliophthora roreri y Penicillum spp.,
con unas medias de 63,05 y 59,22 % respectivamente. Mientras tanto, en el ultimo grupo “E” se
ubicaron los tratamientos T2 y T8 correspondientes a Moniliophthora roreri y controles con unas

medias de 2,32 y 0,00 % respectivamente.

Tabla 33-4: Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion de la esporulacion de siete

hongos fitopatdgenos en presencia de Bacillus subtilis

Tratamiento Medias Rango

T6 (B. subtilis + A. grandis) 86,136364 A

T7 (B. subtilis + M. roreri) 63,055556

T4 (B. subtilis + Penicillium spp.) 59,225246

T3 (B. subtilis + Colletotrichum spp.) 44,959779

T1 (B. subtilis + F. oxysporum) 37,668350

T5 (B. subtilis + Neopestalotiopsis sp.) 24,897911 D
T2 (B. subtilis + Aspergillus spp.) 2,321335

T8 (Controles) 0,000000

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

4.1.4 Caracteristicas Morfol6gicas

Las caracteristicas morfologicas de los hongos se caracterizaron macroscépica Yy
microscOpicamente, en donde, se utiliz6 las siguientes tablas (Tabla 34 — Tabla 40) para describir
a cada uno en estudio.
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4.1.4.1 Fusarium Oxysporum

Tabla 34-4: Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium oxysporum

Fusarium Oxysporum (PDA)

R Crecimiento Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Anverso Reverso Forma Micelio
R1  Moderado Violeta - Café claro - No radial No abundante, Escasos microconidios, es
(PMS 5125 N (PMS 482 poco algodonoso  decir, esporas pequefias
RGB #754760) ¥ . B RGB ovaladas y abundantes en
' #e5d3cl) i los tejidos vasculares, que
R2 Moderado Violeta Café claro ' No radial No abundante, no se forman en las
(PMS 5125 (PMS 482 algodonoso monofialides laterales.
RGB #754761) RGB , ' Presencia de
, #e5d3c2) W { macroconidios, en forma
R3  Moderado Violeta ' / Caféclaro [ No radial No abundante, no de media lunacon3a5
(PMS 5125 7 (PMS 482 algodonoso  septos (Berruezo, 2018).
RGB #754762) RGB ' " (Berruezo, 2018).
#e5d3c3)
Cl  Raépido Blanco y — Crema claro Radial Abundante,  Conididforo ramificado.

centro violeta » (PMS 4545 compacto,  Abundantes microconidios,

(PMS 5245 | RGB a Algodonosoy es decir, esporas pequefias
RGB #e5d3cc) | : #e5dbba) ' micelio aéreo  ovaladas y abundantes en
Cc2 Répido Blancoy i : Crema claro Radial Abundante, los tejidos vasculares, que
centro morado (PMS 4545 | compacto, se forman en las
(PMs 5245 | RGB ' 4 Algodonosoy ~ monofialides laterales.
RGB #e5d3cc) #ebdbba) ' micelio aéreo  Escasos macroconidios en
C3  Répido Blanco y Crema claro Radial Abundante, ~forma de media luna con 2
centro morado (PMS 4545 - compacto, a 3 septos (Berruezo,

(PMS 5245 RGB : Algodonoso y 2018).
RGB #e5d3cc) #e5dbba) micelio aéreo
(Berruezo, 2018).

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.1.4.2 Aspergillus spp.

Tabla 35-4: Caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus spp.

Aspergillus spp. (PDA)

Caracteristicas macroscopicas

R Crecimiento

Caracteristicas microscopicas

Anverso Reverso Forma Micelio
Café oscuro Crema No AI%CI):r?CHOOZO:neaZS\C;ESrianIi:eIIO Presencia de conidiéforos
R1  Rapido (PMS 476 (PMS 1215 radial i mer?to difusible ' t ti '
RGB #593d2b) RGB #f9e08c) pigmento gue presentaron estipe
amarillento vesicula y célula pie, de
Café oscuro Crema Algodonoso densol micelio igu_al forma la pregengia se
R2 Rapid No blanco apenas visible,  fialides, siendo uniseriadas,
pido (PMS 476 (PMS 1215 dial i to difusible aunque también existian |
RGB #593d2b) | RGB #f9e08c) radia pigmento ditusi unque tambien existi
amarillento biseriadas, es decir, la
Algodonoso denso, micelio  presencia de métula. De
Café oscuro Crema No blanco apenas visible, igual forma numerosos
R3 Répido (PMS 476 (PMS 1215 radial pigmento difusible conidios sobre los fialides
RGB #593d2b) RGB #f9e08c) amarillento (Aristizabal, (Rangel, 2019 pag. 48).
2022 pég. 16).
Café oscuro Crema claro No Algodonoso, micelio r
Cl Répido (PMS 476 (PMS 1205 radial polvoriento, pigmento ) L .
RGB #593d2b) RGB #f7e8aa) difusible Amarillento  Presencia de conidi6foros, | =
. T uniseriados que
o Café oscuro Crema claro No Algodonoso, micelio presentaron estipe, vesicula®
C2 Répido (PMS 476 (PMS 1205 radial pqlvo_rlento, pigmento y célula pie, de igual forma .
RGB #593d2h) RGB #f7e8aa) difusible Amarillento la presencia de fialides.
También numerosos
Café oscuro Crema claro No Algodonoso, micelio conidios sobre los fialides
C3 Rapido (PMS 476 (PMS 1205 radial polvoriento, pigmento (Rangel, 2019 pag. 48).
RGB #593d2b) RGB #f7e8aa) difusible Amarillento chango

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.1.4.3 Colletotrichum spp.

Tabla 36-4: Caracteristicas morfolégicas de Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp. (PDA)

Caracteristicas macroscopicas

| R Crecimiento Caracteristicas microscdpicas

Anverso Reverso Forma Micelio
\ Anag?:r{qa: ° Anilr:ﬂj)ado No No abundante, poco Presenta conidiosF
| R1 Lento (PMS 1575 RGB (PMS 135 RGB radial algod(_)noso,I margen unlcelulzlalres, sint
#ica744) #cc963) irregular septct)s,I a palrte
- e central por lo
| Anaranjado Anaranjado claro No No abundante, no generrfl se
. R2 Lento (PMS 1495 (PMS 135 RGB dial algodonoso, margen encuentra
; RGB #ff993f) #cc963) radia irregular .
ligeramente
Anaranjado — . No abundante, poco  curvada con
'R3 Lento crema é)r:\:rsalrljggo gérg No  algodonoso, margen paredes paralelas
: (PMS 1575 RGB #cc963) radial irregular (Rojo etal., (Ramirez, 2019
#fc8746) 2017, pp. 549-570). pag. 341).
Blanco con . Abundante, compacto, .
| masas cor_udlales Anaranjado ) Algodonoso, con Presencia de
. C1 Lento anaranjadas (PMS 1495 Radial pigmento di fﬂsible setas, acérvulos.
' (PMS 1485 RGB RGB #ff993f) nal’anja, margen entero Presenta conidios
#ffb777) unicelulares de |
Blanco con Blanco — paredes lisas, sin
masas conidiales - Abundante, compacto, ' septos, la parte
| . Anaranjado . '
. C2 Lento anaranjadas | \ Radial Algodonoso, margen  central por lo
‘ (PMS 1485
(PMS 1485 RGB ' RGB #ffb777) entero generaj se
#ffh778) encuentra
Abundante, compacto,  ligeramente
ma?allsr::%%icc?igles Anaranjado Algodonoso, con curvada con
'c3 Lento anaranjadas (PMS 1495 Radial __Plgmento difusible parede§ paralelas
. naranja, margen entero (Ramirez, 2019
(PMS 1485 RGB #ff993f) (Rojo etal., 2017, pp.  pag. 341)
RGB #ffb779) - T ' '

549-570).

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.1.4.4  Penicillium spp.

Tabla 37-4: Caracteristicas morfolégicas de Penicillium spp.

Penicillium spp. (PDA)

Caracteristicas macroscopicas

R  Crecimiento

Caracteristicas microscopicas

Anverso Reverso
Gris verdoso Café claro No Textura plana
R1 Lento (PMS 5845 (PMS 149 radial hialina '
RGB #b2aa70) RGB #fccc93)
Gris verdoso Café claro
R Lo oS i s 14 i b Pl e
RGB #h2aa71) RGB #fccc93) L
— esporas o conidios |
| (Andino et al., 2021
Gris verdoso Café claro No h;Tat:r?\Ei ﬁgz’ p. 31).
R3 Lento  (PMS 5845 (PMS 149 adial Paredes. 202 p:)’
RGB #b2aa72) RGB #fccc93) 16,-18 TR
).
Blanco verdoso Crema Textura plana, Presenta
C1 Lento (PMS 580 (PMS 148 Radial  denso, borde conidiéforos con
RGB #c9d6a3) RGB #ffd69b) ondulado métulas, de forma
- cilindrica, con
Blanco verdoso Crema Texturaplana, paredes lisas y tienen
C2 Lento (PMS 580 (PMS 148 Radial  denso, borde de 4 a 6 fialides; de
RGB #c9d6a4) RGB #ffd69b) ondulado ahi parten largas
Textura plana, cadenas sin ramificar
Blanco verdoso (Crema denso, borde  de esporas o conidios
C3 Lento (PMS 580 PMS 148 Radial ondulado (Villsny ~ due forman el
RGB #c9d6a5) RGB #ffd69b) Paredes, 2022, pp. Penacho (Andino et

16-18). al., 2021 p. 31).

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.

Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.1.45 Neopestalotiopsis sp.

Tabla 38-4: Caracteristicas morfoldgicas de Neopestalotiopsis sp.

Neopestalotiopsis sp. (PDA)

Caracteristicas macroscopicas . ) o
Caracteristicas microscépicas

R  Crecimiento

Anverso Reverso Forma Micelio
Blanco Blanc_o; No  Aldod
anaranjado 0 godonoso, con
R1 Moderado Rgévl:egggga) (PMS 1495 radial escasos acérvulos Presencia de escasos
RGB #ff993f) conidios, que presentan
Blanco Blanco — de 2 a 3 septos basales y
R2 Moderado  (PMS 4545 anaranjado Ng Algodonos:o, con  un apical, el color
RGB #e5dbba) (PMS 1495 radial escasos acérvulos caracteristico de los
RGB #f{f993f) intermedios es marrén
Blanco Blanc_oa N Algodonogo, clon (Intriago,seéza)l., 2021, p.
anaranjado 0 escasos acérvulos .
R3  Moderado ng #Se gggga) (PMS 1495 radial ~ (Acosta, 2022
RGB #ff993f) pp. 52-58).
Blanco 2;3?;?2 d; Algodonoso, con Presencia de abundantes
C1 Répido (PMS 4545 (PMS 1J 485 Radial ~ abundantes  conidios, que presentan
RGB #e5dbba) RGB #ffb777 acérvulos de 2 a 4 apéndices
4)_C basales y 1 apéndice
remoso — .
_ Blanco Anaranjado _ Algodonoso, con apical. _EI color c_je los
C2 Répido (PMS 4545 (PMS 1485 * \ Radial  abundantes septos intermedios es
RGB #e5dbba) RGB #ffb777 it 5 acérvulos café oscuro a marrén
_RGB #ffo777) 4 _ Aldodonoso. con semitransparente; el
Blanco Cremoso — \ %bun dan tés color de los septos
c3 Répido (PMS 4545 Anaranjado Radial acérvulos extehr_ncl)_s es transparentes
RGB #e5dbba) (PMS 1485 : (Acosta, 2002 © Nialinas (Intriago, et
RGB #ffb777) op 52’_58) al., 2021, p. 522).

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.

52



4.1.4.6 Alternaria grandis

Tabla 39-4: Caracteristicas morfoldgicas de Alternaria grandis

Alternaria grandis (PDA)

Caracteristicas macroscopicas

R  Crecimiento — Caracteristicas microscopicas
Anverso Reverso Forma Micelio
Crema Blanco Poco algodonoso, plano, No se
R1  Moderado  (PMS 461 (PMS 4545 Radial hialino (Woudenberg, et €ncontraron la
RGB #ede5ad) RGB #e5dbba) al., 2014). presencia de
c B gonldlolsl t()jlen
rema No Poco algodonoso, plano, d€sarroliados,
R2  Moderado  (PMS 461 (PMS 4545 o P presencia de
RGB #edebad) RGB #e5dbba) hifas, con
' conidios
Blanco — crema| Blanco pequefios, de un
R3  Moderado  (PMS 461 (PMS 4545 ra':?al Poco algﬁ?;?ﬁjo‘ plano, septo o célula
RGB #edebad) RGB #e5dbba) (Rodrigues, et
al., 2010, p. 28).
. ) Denso algodonoso, con -
anacr;arg'ado ana(r:;rffado pigmento difusible mi(r)i%drlr?lses
Cl  Moderado (PMS 434 (PMS 160 Radial naranja, borde ondulado catenuladas. las
RGB #e0d1c6) RGB #9¢540a) (Woudenberg, etal., ' iias for
2014). conidias forman
Gris Tcafe cadenas, de5a7
anaranj'ado anaranjado Denso algodonoso, con septos o células.
C2  Moderado (PMS 434 (PMS 160 Radial ~ pigmento difusible  Presenta hifasy
RGB #e0d1c7) RGB #9540a) naranja, borde ondulado conidigs de color
Gris Café marron claro a
anaran j’ad o anaranjado Denso algodonoso, con oscuro
C3  Moderado (PMS 434 — (PMS 160 Radial ~ pigmento difusible (Rodrigues, et
RGB #e0d1c8) RGB #9e540a) naranja, borde ondulado al., 2010, p. 28).

Aly A2: Anverso; Bly B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.1.4.7 Moniliophthora roreri

Tabla 40-4: Caracteristicas morfoldgicas de Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri (PDA)

R

Crecimiento

Caracteristicas macroscopicas

Anverso Reverso Forma Micelio Caracteristicas microscopicas
) Masa conidial poco
Café claro Blanco T
RL  Lento  (PMS4545 (PMS 4545 o~ pé‘é‘g%i’;ta hialina presenta
RGB #e5dbba) RGB #e5dbba) i 2022 Y 4 ' conidias
‘ pag. 4). hialinas; de
Café claro Blanco - igual forma, las
R2 Lento  (PMS 4545 (PMS 4545 r aNdfaI Ml?li/au(r:g:tlglﬁli Hoey esporas
RGB #e5dbba) RGB #e5dbba P ' globosas
Café claro Blanco No  Masa conidial poco (Suérezé 2008
R3 Lento (PMS 4545 (PMS 4545 radial pulvurenta, hialina P-0)
RGB #e5dbba) RGB #e5dbba) '
Café claro - Crema — N;)ZSI?/S?: r:g;al Presenta
crema naranja . ' conidias
Cl Moderado  o\1'467 RGB (PMS 148 Radial a('g%%)gzc’sa' (ﬂfgso globosas, hifas
#ddccas) RGB #ffd69b) 022 4 ;’ sy, yconidias
Café claro — Crema — bad. 2. hialinas; de
crema narania Masa conidial  igual forma, las
C2 Moderado (PMS 467 RGB (PMS { 48 Radial pulvurenta, esporas son
#ddccas) RGB #ffd69b) algodonosa, denso  subglobosas,
Café claro - Crema — globosas, y
crema naranja Masa conidial elipticas
C3 Moderado Radial ulvurenta, Suarez, 2006,
(PMS 467 RGB (PMS 148 algc?donosa denso ( p. 6).
#ddcca7) RGB #ffd69b) '

Aly A2: Anverso; B1y B2: Reverso; C1y C2: Lente 40x; PMS: Codificacion mediante la Escala de Pantone.
Realizado por: Cepeda, Ronald, 2023.
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4.2 Discusion

De acuerdo a Pedraza, et al. (2020, p. 114) el uso de Bacillus subtilis ha demostrado ser capaz de
controlar diversos hongos fitopatdgenos, por lo cual, el principal uso que se le da a esa bacteria

€S Como microorganismo antagonico para las principales enfermedades flngicas.

En lo referente a la variable del porcentaje de inhibicion de micelio por el método dual, se present6
diferencias altamente significativas en los tratamientos, verticalmente Moniliophthora roreri
correspondiente al tratamiento T7, fue en el que mayor porcentaje se obtuvo con el 61,85 %, con
reducciones en su tasa de crecimiento de 4,2 mm/dia, coincidiendo con investigaciones de Suérez
y Rangel (2013, pp. 370-378) en donde Bacillus (BZ005) inhibié a este hongo con porcentajes
cercanos a 89%. Se debe mencionar que, los demas tratamientos obtuvieron porcentajes por sobre
el 20%, excepto la cepa de Aspergillus spp., que obtuvo el 0,00 % de inhibicion.

De igual forma, la inhibicién horizontal fue mayor para el T7 con un 27,43 %, los demés
tratamientos presentaron valores por debajo del 15 %. El principal modo de accién de Bacillus
subtilis es por antibiosis, es decir, mediante la produccién de antibiéticos como las iturinas,
fengicinas y surfactinas como lo menciona Caulier, et al. (2019, p. 302), lo que indica el elevado
potencial antagonista de Bacillus subtilis frente a algunas cepas de hongos fitopatdgenos. De
acuerdo a Villarreal, et al. (2018, pp. 95 -130), la razén detras de esto puede ser la variedad de
metabolitos generados por Bacillus, los cuales tienen efectos antifungicos y pueden incluir

antibidticos, lipopéptidos, siderdforos y enzimas liticas.

En estudios realizados por Leyva, et al. (2017, pp. 229-236) mencionan que el porcentaje de
inhibicion de Bacillus subtilis frente a Fusarium oxysporum raza 1 es de 63,47%, mencionando
que en esta investigacion la cepa de Bacillus subtilis no produjo volatiles. Ademas, en estudios
realizados por De Dios Avila (2020, p. 6) mencionan que en ensayos in vitro de Bacillus subtilis
contra F. oxysporum mostraron inhibiciones de 33,2 % a 56,33 % con reducciones en la tasa de
crecimiento de 7.33 mm/dia, siendo superior al de nuestra investigacion, la cual presentd

inhibicion de micelio del 22,47 %, con reducciones en su tasa de crecimiento de 1,4 mm/dia.

De igual forma, en el mismo estudio, B. subtilis mostr6 inhibiciones superiores al 63,24 % sobre
Colletotrichum sp., observandose una reduccion en la tasa de crecimiento micelial de 10,47
mm/dia al confrontarse con el aislado Bs-11 de B. subtilis, siendo estos datos superiores a los
encontrados en nuestra investigacion, ya que en Colletotrichum spp., la inhibicion fue de 28,07 %,

con una reduccion en la tasa de crecimiento de 0,9 mm/dia.
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Hernandez, et al. (2010, pp. 181-189) mencionan que las cepas bacterianas autdctonas de ciertos
ecosistemas pueden tener una mayor eficacia como agentes de biocontrol y PGPB, en
comparacion con las cepas exdéticas. Ademas, Cruz, et al. (2016, pp. 53-61) afirman que es preferible
utilizar antagonistas microbianos nativos en lugar de aquellos aislados de otros ambientes, ya que

las auténomas estan adaptados a condiciones especificas de su habitat, mostrando mas eficacia.

En cuanto al método de compuestos volatiles se present6 diferencias altamente significativas en
los tratamientos, siendo el tratamiento T7 correspondiente a Moniliophthora roreri el que mayor
porcentaje de inhibicion obtuvo, tanto vertical como horizontal por sobre el 40%, con una
reduccion de la tasa de crecimiento de 3,33 a 3,37 mm/dia, siendo valores inferiores a los
encontrados por Vera (2021, pp. 65-68), en donde Bacillus subtilis produjo porcentajes de inhibicion
del crecimiento micelial de M. roreri aislado de mazorcas del clon de cacao EET-103 tipo
Nacional, con valores superiores al 62,5 %.

De igual forma, seguido por el tratamiento T5 correspondiente a Neopestalotiopsis sp., con un
porcentaje de inhibicion del 20 al 35 %, con reduccién en su tasa de crecimiento de 4,10 a 4,30
mm/dia, esto debido a lo sefialado por Tahir (2017, pp. 1-15), el cual menciona que la emision de
compuestos volatiles en cepas de Bacillus spp., tienen la capacidad para inhibir el crecimiento
micelial de agentes fitopatégenos. En donde, segln Pedraza, et al. (2020, p. 114) mencionan que, los
VOCs gue han mostrado tener actividad microbiana pueden ser el benzotiazol, el benzaldehido,
el fenilacetaldehido y el 2,3-butanodiol, de igual forma, Arrebola, et al. (2010, pp. 122-128) sefiala
que, la 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) es la cetona predominante producida por Bacillus subtilis
PPCBO001 es en un 45,98 %.

Mientras tanto, los demas tratamientos obtuvieron porcentajes menores al 25 %, con reducciones
en la tasa de crecimiento de 0,5 a 1,2 mm/dia. Cabe destacar que no se encontré inhibicién en
Penicillium spp. (T4) y Aspergillus spp. (T2), es decir, con un porcentaje del 0,00%, lo que difiere
de lo reportado por Arrebola, et al. (2010, pp. 122-128), quienes encontraron un porcentaje de
inhibicion de hasta el 73% en especies de Penicillium spp., cuando se utilizaron compuestos
volétiles de cepas de Bacillus como Bacillus subtilis PPCB001 o Bacillus amyloliquefaciens

PPCBO004, 0 una combinacion de ambas.
Los tratamientos mostraron diferencias altamente significativas en el método de compuestos

volétiles (4 dias), siendo Colletrotichum spp., el que presentd el mayor porcentaje de inhibicién

con un 31%, lo que resultd en una reduccion de la tasa de crecimiento de 0,8 mm/dia y un
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crecimiento lento, tal como lo sefial6 Gémez (2018). Ademas, segiin Arrebola (2010, pp. 122-128), los

efectos antiflngicos de los volatiles aumentan a medida que mayor es el tiempo de exposicién.

Los demaés tratamientos obteniéndose valores inferiores comparado con los otros métodos, tanto
vertical y horizontal, es decir, valores por debajo del 22 % en todos los tratamientos, con una
reduccion de la tasa de crecimiento hasta de 1,8 mm/dia, ha esto menciona Suarez et al. (2010, pp.
14-23), cuando el hongo ya est4 desarrollado, es decir, tiene ventaja de crecimiento es méas
complicado controlar mediante la utilizacion de microorganismos, en este caso Bacillus subtillis.
Se debe recalcar que el tratamiento que corresponde a Aspergillus spp., no se produjo inhibicion
por ninguno de los métodos, segun, Martinez (2013, p. 130) las especies de Aspergillus tienen la
capacidad para producir micotoxinas las cuales provocan mayor resistencia al control por

microorganismos.

En la inhibicidn de esporas, el tratamiento T6 perteneciente a Alternaria grandis present6 el
porcentaje mas alto con el 86,13 %, debido a la dificultad de esporulacion de este hongo, como
lo menciona Woudenberg, et al. (2014, pp. 1-47); seguido por el tratamiento de Moniliophthora
roreri que obtuvo el 63,05 % coincidiendo con resultados obtenidos por Vera (2021, pp. 67) quienes

obtuvieron valores de inhibicion de la esporulacion superiores al 60,85 %.

Mientras tanto, los Tratamientos T4, T3, T1 y T5 mostraron valores de inhibicién entre el 25 y
60 %, en donde, Guato, et al. (2019, pp. 393-402) mencionan que, la produccion de enzimas
hidroliticas degradan la membrana citoplasmatica de hongos filamentosos y esto reduce la
esporulacién de los hongos. Mientras tanto que, el tratamiento T2 correspondiente a Aspergillus

presento una inhibicidn casi nula del 2,32%.

En trabajos de Guato, et al. (2019, pp. 393-402) se ha demostrado que la inclusion de B. subtilis en
ensayos in vitro puede disminuir de manera significativa el namero de conidios en Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici con una eficacia superior al 90%. Ademas, en investigaciones
realizadas en M. roreri, se observé que la presencia de Bacillus subtilis logré inhibir las esporas

con una efectividad superior al 90%.

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas cabe mencionar que, en la mayoria de los tratamientos
con Bacillus subtilis se produjeron cambios, ya sea macroscopicos o0 microscépicos, a excepto de
Aspergillus spp., en el cual, no provoco ninguna alteracion. En los demas tratamientos los cambios
fueron notorios, ya sea en el color, en la forma de crecimiento, o de igual manera, en el micelio,

que segun Caulier, et al. (2019, p. 302) esto se debe a la produccion de encimas liticas como las
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quitinasas y las S-glucanasas que ayudan a la degradacion de los principales polisacaridos de la
pared celular de los hongos, mediante la hidrolisis de sus enlaces glucosidicos. De igual forma,
Villarreal, et al. (2018, pp. 95 -130) mencionan que, la produccion de lipopéptidos provocan la

formacion de poros y de tal forma, un desequilibrio osmaético en la membrana citoplasmatica.

En las caracteristicas microscépicas, en la mayoria de los tratamientos se dificulta la esporulacién
de los hongos como lo menciona Guato, et al. (2019, pp. 393-402). En estudios de Leyva, et al. (2017,
pp. 229-236) sefialan que los cambios en la morfologia de las hifas de Fusarium oxysporum sugieren
la presencia de compuestos extracelulares con actividad de enzimas liticas o propiedades
antibioticas. Ademas, Sharifi y Ryu (2016, pp. 1-10) demostraron que los metabolitos volatiles de
Bacillus sp., tienen la capacidad de producir cambios en la pigmentacion de hongos como F.
oxysporum y Botrytis cinerea.

En los cultivos puros de Fusarium oxysporum se observd un crecimiento radial con micelio
algodonoso y aéreo, con un color crema claro en el reverso y blanco con el centro morado en el
anverso, lo cual concuerda con lo reportado por Diaz (2019, p. 31). En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, se evidencid la presencia de microconidios abundantes formando conidi6foros

ramificados y macroconidios con 2 a 3 septos, lo cual coincide con trabajos de (Lema, 2022, p. 33).

En los cultivos puros de Aspergillus spp. se observé un color café oscuro en el anverso y crema
claro en el reverso con pigmento difusible naranja, con un micelio algodonoso y textura
polvorienta, tal como lo reportado por Aristizabal (2022, p. 16), y también coincide con los hallazgos
de Chango (2019, p. 29) que describié un halo de color café. En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, se observo la presencia de conidiéforos uniseriados, con numerosos conidios

sobre los fialides, lo cual coincide con lo reportado por Rangel (2019, p. 48).

En los cultivos puros de Colletrotichum spp., se observé un color blanco con masas conidiales
naranjas en el anverso y crema con pigmento difusible naranja en el reverso, lo cual coincide con
los resultados reportados por Rojo et al. (2017, pp. 549-570). En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, se observaron setas y acérvulos, con la presencia de conidios unicelulares de
paredes lisas y sin septos, con una parte central ligeramente curvada y paredes paralelas, lo cual

coincide con lo reportado por Ramirez (2019, p. 341).

Mientras tanto, en los cultivos puros de Penicillium spp., se observé un color blanco verdoso en
el anverso y crema en el reverso, con micelio de textura plana, de acuerdo con lo reportado por

Villoén y Paredes (2022, pp. 16-18). En cuanto a las caracteristicas microscépicas, se obtuvieron
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resultados similares a los informados por Andino, et al. (2021 pag. 31) en aislados provenientes de
granos de quinua, donde se observaron conidiéforos con métulas de forma cilindrica y paredes
lisas, con 4 a 6 fidlides, a partir de las cuales se forman largas cadenas sin ramificar de esporas o

conidios gue forman el penacho o pincel.

En los cultivos puros de Neopestalotiopsis sp., se observo un color blanco en el anverso y cremoso
naranja en el reverso, coincidiendo con lo reportado por Acosta (2022, pp. 52-58). Ademas, Intriago,
etal. (2021, p. 522) describen caracteristicas como un micelio algodonoso con abundantes acérvulos.
En cuanto a las caracteristicas microscopicas, se observaron abundantes conidios con 2 a 4
apéndices basales y un apéndice apical tal como lo mencionado por Acosta (2022, pp. 52-58), con

un color café oscuro a marrén en los septos intermedios (Intriago, et al., 2021, p. 522).

Los cultivos puros de Alternaria grandis coinciden con los resultados obtenidos por Woudenberg,
et al. (2014, pp. 1-47), quienes observaron una textura algodonosa, abundante y densa, con
tonalidades que variaron entre blanco-gris y gris anaranjado. En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, se evidencid la presencia de conidias muriformes catenuladas, que se organizan
en cadenas de 5 a 7 células o septos. Ademas, se observaron hifas y conidias de color marrén

claro a oscuro, de acuerdo con lo reportado por Rodrigues, et al. (2010, p. 28).

En los cultivos puros de Moniliophthora roreri, se observo un color café claro a crema en el
anverso y crema naranja en el reverso, coincidiendo con lo reportado por Romero (2018, p. 53). De
igual forma, se coincide con Gomez et al. (2022 pag. 4) que describen un crecimiento radial con
masa conidial algodonosa densa y polvorienta. En cuanto a las caracteristicas microscopicas, se
coincide con lo reportado por Gomez et al. (2022 pag. 6), donde se observaron conidias globosas,

hifas y conidias hialinas, asi como esporas subglobosas, globosas y elipticas.
4.3 Comprobacion de la hipotesis
Una vez que se llevo a cabo el estudio, se verificd que la hipotesis alterna se cumple. Es decir, se

demostr6 que Bacillus subtilis F. Cohn ejercié antagonismo, al menos, contra uno de los siete

hongos fitopatdgenos.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

- Moniliophthora roreri tuvo el mayor porcentaje de inhibicién con un 61,85% vertical y un
27,43% horizontal en el método dual, y méas del 40% en volatiles. Los demé&s tratamientos
mostraron porcentajes de inhibicion menores al 50% en el método dual, siendo inhibicion media;
mientras que, en el método de compuestos volatiles, la inhibicion fue menor al 25%. En cuanto
al método de compuestos volatiles (2 etapa crecimiento) el Unico tratamiento por sobre el 25%
fue Colletotrichum spp. La cepa de Aspergillus spp., mostrd el menor porcentaje de inhibicion en
todos los métodos empleados.

- Alternaria grandis, Moniliophthora roreri y Penicillum spp., tuvieron los mayores porcentajes
de inhibicién de esporulacion, con el 86,14 %, 63,06 % y 59,23 % respectivamente, lo que indica
una inhibicién alta, es decir, mayor al 50%. Los hongos correspondientes a Neopestalotiopsis sp.,
y Aspergillus spp., tuvieron los menores porcentajes de inhibicién con 24,9 % y 2,32 %

respectivamente, indicando una inhibicidn baja, es decir, por debajo del 25%.

- Mediante la realizacion del estudio se determind las caracteristicas morfoldgicas de cada uno de
los hongos fitopatdgenos, concluyendo que Bacillus subtilis F. Cohn provoca cambios en las
caracteristicas, tanto macroscopicas como microscopicas debido al amplio nimero de sustancias

y compuestos que son capaces de producir.

5.2 Recomendaciones

- Se recomienda no utilizar Bacillus subtilis con cepas de Aspergillus spp., debido a que, en
condiciones in vitro, no provoca inhibicion del crecimiento micelial y de igual forma, no inhibe

la esporulacion.

- Realizar estudios en campo con cepas de Moniliophthora roreri, Alternaria grandis y
Neopestalotiopsis sp., que fueron a las que causa mayor inhibicién, y de esta forma, poder utilizar
como un método seguro y efectivo para el control de diversas enfermedades fingicas que atacan

a los cultivos.
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Medio para el crecimiento de bacterias (AN)

LN

/
/

Medios de cultivos preparado

Medio vertido en las cajas petri




ANEXO B: CEPAS DE LOS HONGOS UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

o3 < —

Neopestalotiopsis sp.

Moniliophthora roreri




ANEXO C: REPIQUE DE HONGOS

Repique de las siete cepas de hongos

Rotulacion de las cajas

ANEXO D: ENFRENTAMIENTO ANTAGONISTA DE LOS TRATAMIENTOS

)

Desinfeccion del area de trabajo

Inoculacién de los hongos




Cajas dentro de la Camara Cémara de Neubauer a 28 °C

ANEXO F: PROCEDIMIENTO PARA LA INHIBICION DE ESPORAS

Colando agua en las cajas (camara himeda) Raspado de los hongos




Absorcién del liquido con hongo Absorcién del liquido con Bacillus subtilis

ANEXO G: ANVERSO DE LOS CONTROLES AL FINAL DEL ENSAYO

Colletotrichum spp.




Moniliophthora roreri

ANEXO H: REVERSO DE LOS CONTROLES AL FINAL DEL ENSAYO

Fusarium oxysporum




Alternaria grandis




Moniliophthora roreri

ANEXO I: TRATAMIENTOS AL FINAL DEL ENSAYO POR EL METODO DUAL

Penicillium spp.




Moniliophthora roreri

ANEXO J: ANVERSO DE LOS TRATAMIENTOS AL FINAL DEL ENSAYO POR EL
METODO DE COMPUESTOS VOLATILES

Aspergillus spp.




Moniliophthora roreri




ANEXO K: REVERSO DE LOS TRATAMIENTOS AL FINAL DEL ENSAYO POR EL
METODO DE COMPUESTOS VOLATILES

Fusarium oxysporum

Neopestalotiopsis sp.




®0

Alternaria grandis

Moniliophthora roreri

ANEXO L: ANVERSO DE LOS TRATAMIENTOS AL FINAL DEL ENSAYO POR EL
METODO DE COMPUESTOS VOLATILES (4 DIAS)

Colletotrichum spp.




Moniliophthora roreri

ANEXO M: REVERSO DE LOS TRATAMIENTOS AL FINAL DEL ENSAYO POR EL
METODO DE COMPUESTOS VOLATILES (4 DIAS)

Fusarium oxysporum




Aspergillus spp.

Moniliophthora roreri




ANEXO N: INHIBICION DE ESPORULACION

Repeticiones

Controles

Fusarium oxysporum
TE TN

Controles

Aspergillus spp.

Repeticiones




Controles

Colletotrichum spp.

Controles

Penicillium spp.

Controles

Neopestalotiopsis sp.




Controles

Alternaria grandis

Controles

Moniliophthora roreri

ANEXO O: DATOS DEL PORCENTAJE DE INHIBICION MICELIAL Y ESPORULACION
DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS

T R | Volatiles h | Volatiles.v | Dualh | Dualv | 4dias h | 4dias v | "MPibicion
- - - - - - esporas
T1 1 9,84 15,88 0,00 | 21,08 6,60 | 11,24 37,50
T1 2 9,60 14,33 000 | 22,54 320 | 12,34 39,39
T1 3 9,40 16,67 000 | 2381 317 | 12,63 36,11
T2 1 0,00 0,00 5,48 0,00 6,57 3,83 0,00




T2 2 0,00 0,00 6,73 0,00 6,72 2,54 1,41
T2 3 0,00 0,00 3,69 0,00 6,88 2,59 5,56
T3 1 25,45 23,55 5,90 29,28 26,18 31,44 41,67
T3 2 28,16 25,82 6,81 28,21 27,95 31,72 46,15
T3 3 27,30 25,51 5,25 26,74 26,50 31,96 47,06
T4 1 0,00 0,00 16,07 52,54 0,00 0,00 59,18
T4 2 0,00 0,00 15,76 56,13 0,00 0,00 60,71
T4 3 0,00 0,00 14,49 56,51 0,00 0,00 57,78
T5 1 34,31 19,90 9,37 40,70 9,42 19,65 21,05
TS 2 34,73 19,39 7,46 34,70 11,16 17,01 27,06
T5 3 36,61 21,76 8,21 40,89 7,54 20,32 26,58
T6 1 17,40 16,71 5,03 32,37 20,77 17,31 90,91
T6 2 14,44 13,09 5,47 33,26 21,44 18,21 80,00
T6 3 17,71 15,43 8,07 34,82 21,66 17,55 87,50
T7 1 42,96 42,47 26,66 59,48 15,37 9,64 66,67
T7 2 44,92 43,71 27,03 60,16 15,67 9,48 62,50
T7 3 42,53 44,78 28,61 65,92 15,00 11,13 60,00
T8 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T8 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T8 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ANEXO P: DATOS DE LA TASA DE CRECIMIENTO DE LOS HONGOS
FITOPATOGENOS

T R Dual_h Dual_v Volatiles_h Volatiles_v 4 dias_h 4 dias_v

T1 1 0,72 0,52 0,65 0,68 0,55 0,53
T1 2 0,73 0,46 0,62 0,62 0,49 0,53
T1 3 0,65 0,48 0,62 0,59 0,44 0,48
C1 1 0,72 0,67 0,72 0,67 0,73 0,64
C1 2 0,66 0,61 0,66 0,61 0,59 0,55
C1 3 0,65 0,61 0,65 0,61 0,60 0,53
T2 1 0,79 0,82 0,89 0,80 0,56 0,61
T2 2 0,80 0,72 0,77 0,79 0,47 0,66
T2 3 0,73 0,80 0,63 0,65 0,43 0,53
(67 1 0,79 0,65 0,79 0,65 0,54 0,60
C2 2 0,68 0,59 0,68 0,59 0,57 0,56
(67 3 0,65 0,64 0,65 0,64 0,43 0,59
T3 1 0,20 0,12 0,17 0,17 0,15 0,15
T3 2 0,21 0,13 0,17 0,17 0,15 0,16
T3 3 0,20 0,14 0,14 0,16 0,15 0,15
C3 1 0,22 0,21 0,22 0,21 0,23 0,22
C3 2 0,24 0,22 0,24 0,22 0,25 0,22
C3 3 0,22 0,21 0,22 0,21 0,25 0,24




T4 1 0,29 0,10 0,44 0,39 0,47 0,42
T4 2 0,29 0,12 0,44 0,44 0,50 0,54
T4 3 0,29 0,11 0,46 0,44 0,52 0,48
C4 1 0,35 0,35 0,35 0,35 0,34 0,34
C4 2 0,33 0,33 0,33 0,33 0,28 0,30
C4 3 0,32 0,33 0,32 0,33 0,32 0,31
T5 1 0,94 0,39 0,50 0,53 0,88 0,48
T5 2 0,75 0,30 0,37 0,40 0,62 0,40
T5 3 0,94 0,39 0,46 0,45 0,85 0,40
C5 1 0,93 0,94 0,93 0,93 0,95 0,98
C5 2 0,74 0,75 0,74 0,75 0,78 0,78
C5 3 0,94 0,94 0,94 0,94 0,98 0,98
T6 1 0,41 0,16 0,29 0,25 0,29 0,27
T6 2 0,35 0,14 0,27 0,26 0,24 0,22
T6 3 0,39 0,15 0,26 0,26 0,29 0,25
C6 1 0,41 0,39 041 0,39 0,42 0,39
C6 2 0,33 0,36 0,33 0,36 0,34 0,35
C6 3 0,41 0,39 041 0,39 0,42 0,41
T7 1 0,39 0,12 0,17 0,18 0,44 0,42
T7 2 0,42 0,15 0,17 0,18 0,54 0,53
T7 3 0,35 0,15 0,17 0,18 0,49 0,45
C7 1 0,47 0,47 0,47 0,47 0,59 0,58
c7 2 0,53 0,54 0,53 0,54 0,68 0,69
C7 3 0,49 0,54 0,49 0,54 0,64 0,67
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