Universidad
Nacional
deloja

Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuariay de Recursos Naturales Renovables

Carrera de Agronomia

Uso de microorganismos antagonistas, para el control de Alternaria
solani en tomate (Solanum lycopersicum L), bajo condiciones
controladas.

Trabajo de Integracion
Curricular, previa a la obtencion
del titulo de Ingeniera Agrénoma.

AUTORA:
Evelyn Anahi Cando Calderon
DIRECTOR:

Ing. Angel Rolando Robles Carrion PhD.

Loja — Ecuador

2024 ‘

e Educamos para Transformar oe-



Certificacion

Loja, 24 de agosto de 2023

Ing. Angel Rolando Robles Carrion PhD.
DIRECTOR DEL TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

CERTIFICO:

Que he revisado y orientado todo el proceso de elaboracién del Trabajo de Integracion Curricular
denominado: Uso de microorganismos antagonistas, para el control de Alternaria solani en
tomate (Solanum lycopersicum L), bajo condiciones controladas, previo a la obtencion del titulo
de Ingeniera Agronoma de la autoria de la estudiante Evelyn Anahi Cando Calderon, con
cédula de identidad Nro. 1105120396, una vez que el trabajo cumple con todos los requisitos
exigidos por la Universidad Nacional de Loja, para el efecto, autorizo la presentacion del mismo
para su respectiva sustentacion y defensa.

Ing. Angel Rolando Robles Carrion PhD.
DIRECTOR DEL TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR



Autoria

Yo, Evelyn Anahi Cando Calderdn, declaro ser autor del presente Trabajo de Integracion
Curricular y eximo expresamente a la Universidad Nacional de Loja y a sus representantes
juridicos, de posibles reclamos y acciones legales, por el contenido del mismo. Adicionalmente
acepto y autorizo a la Universidad Nacional de Loja la publicacién de mi Trabajo de Integracién

Curricular, en el Repositorio Digital Institucional-Biblioteca Virtual.

Firma:
Cédula de identidad: 1105120396

Fecha: 07 de agosto de 2023

Correo electrénico: evelyn.cando@unl.edu.ec
Teléfono: 0982577556



Carta de autorizacion por parte de la autora, para consulta, reproduccion parcial o total

y/o publicacion electronica del texto completo, del Trabajo de Integracion Curricular.

Yo, Evelyn Anahi Cando Calderdn, declaro ser autora del Trabajo de Integracion Curricular
denominado: Uso de microorganismos antagonistas, para el control de Alternaria solani en
tomate (Solanum lycopersicum L), bajo condiciones controladas, como requisito para optar por
el titulo de Ingeniero Agréonomo, autorizo al sistema Bibliotecario de la Universidad Nacional de
Loja para que, con fines académicos, muestre la produccion intelectual de la Universidad, a través

de la visibilidad de su contenido en el Repositorio Institucional.

Los usuarios pueden consultar el contenido de este trabajo en el Repositorio Institucional, en las
redes de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia del Trabajo de
Integracion Curricular que realice un tercero.

Para constancia de esta autorizacion, en la ciudad de Loja, a los diecinueve dias del mes de febrero

de dosmil veintidos.

;’/ — -
7N N
. il —l;ﬁ?f’//,\’.«f/f*( WYy
Firma: — /

Autora: Evelyn Anahi Cando Calderon
Cédula: 1105120396

Direccion: Loja - Pindal

Correo electrénico: evelyn.cando@unl.edu.ec
Teléfono: 0982577556

DATOS COMPLEMENTARIOS:

Director del Trabajo de Integracion Curricular: Ing. Angel Rolando Robles Carrion PhD.



Dedicatoria

El presente trabajo estd dedicado a Dios y a la Magnifica por darme la salud y valentia para
enfrentar las adversidades a lo largo de mi carrera y poder aprender de cada uno de los errores y

sobre todo para no rendirme en el arduo camino a esta meta.

A mis queridos padres Angel Cando y Miriam Calderon, quienes siempre estuvieron a mi lado con
sus palabras de aliento y amor incondicional. A mi hermano, Angel Agustin, que desde el cielo me

cuida y me guia para que todo salga bien.

A mis compafieros y amistades, quienes sin esperar nada a cambio compartieron conmigo grandes
momentos de alegrias y tristezas, a todas las personas que de una u otra manera me brindaron su

apoyo Y lograron que hoy se haga realidad uno de mis mas grandes anhelos.

Evelyn Anahi Cando Calderdn



Agradecimiento

Agradezco a la Universidad Nacional de Loja por abrirme las puertas de su alma mater, a la Carrera
de Ingenieria Agrondmica y a su personal docente, por todos los valiosos conocimientos impartidos
Yy su constante apoyo para seguir adelante con mi formacién como profesional.

A mi director, PhD. Angel Robles, por haberme brindado la oportunidad de acudir a su capacidad
y conocimiento cientifico, asi como por haber tenido toda la paciencia del mundo durante el
desarrollo de este Trabajo de Integracion Curricular.

Mi agradecimiento al personal técnico del Laboratorio de Biotecnologia y Fitopatologia, por su
apoyo durante la ejecucion de mi tesis, quienes me impartieron sus conocimientos, experiencias y

me guiaron para que este trabajo culmine de la mejor forma.

Evelyn Anahi Cando Calderdn

Vi



Indice de Contenidos

0] 7= Vo - OSSPSR i
(00T (] Tor=Tox o] o ST PR PRR ii
U (o] T USSR iii
(OF: g e- o [0 T | (0] 12 1od 0] TSRS U PR PRRR iv
=T [T (o] - OSSR %
y o | = Yo Lot T 1 1= ] (o TSSOSO Vi
INAICE A8 COMENIADS ........veeveeceeieeceeteeee ettt ettt ene e ne et en s es et eneeeenas vii
INGICE A8 TADIBS.......cvuveieeeceeeeee ettt ettt sttt s e s e iX
TNAICE A8 FIGUIAS ...ttt en st s et s et sn st n e en st en s X
INGICE G ANEXOS ......vovereeecee et ettt ettt n st e st n et n st es s et en st et ene s nesenens Xi

Lo TEMA ettt Re bt ARttt Rt e ettt r e e 1
B 4 1 U = N SRS 2
Y 4] 1 - T SRS SO RSP P TP 3

3. INTRODUCCION ..ottt ettt ss st s st 4
ODBJELIVO GENEIAL .......eeieieeeee ettt ettt e e e s ae e te e s e s s e e steenneaneesreeteaneens 6
ODjJetiVOS ESPECITICOS .....cueiiiitieeiieie ettt 6
4. MARCO TEORICO ..ottt sttt 7
4.1. Importancia del Cultivo de TOMALE.........ccoviiiieiie e 7
O I V(o a0 1 - SRS 7
4.3. Morfologia de la Planta de TOMALE ...........coeiiiiiiie e 8
43,0, RAIZc.vi ettt et e e be e be et e beeebe et e sbeenreaneens 8
A.3.2. TAIlO ottt et re it 8
G G T o (0] - LSRR ORRN 8
B34, FIOTES ...ttt bbbt bbb Rt bttt bbbt 8
4.3.5. FrUtOS Y SEMITIAS. .....eiiiieiiiieiieeee ettt nbeenee s 8

4.4. Caracteristicas de AErnaria SOIaNT .........ccooereiiieniiisieee e 8
4.4.1. Importancia econdmica de la enfermedad............ccccooveiiiiii s 8
4.4.2. FACtOres PrediSPONENTES ........c.iiiiiiiiieieie sttt nee s 9
4.4.3. Sintomatologias 0 Tipologia de Daf0s ..........cccceieiiiiiiiiee s 9
4.4.4. Ciclo Biologico de la Enfermedad ..o 10

I ol a1 (o] I =] o] (oo ot TSRS 11
4.6. Caracteristicas de PSEUdOMONAS SP. ....cuvivirueeriirieieinie ettt 11

vii



4.7. Caracteristicas de AZOSPIriIUM SP......cviiiiiicc e e 12

4.8. Caracteristicas de AZOTODACLEN SP.......cviiieieiie e 13
5. METODOLOGIA ..ottt n sttt 14
5.2, Localizacion del EStUTIO. .........cccveieiirieieiie e nne s 14
oI T |V 1= (oo (o] (oo - W LT o T=T - 1 TSP 14
5.4. Diseflo EXPErIMENTAl ......cccooiiiiiiieee e e 15

5.5. Metodologia para el Primer Objetivo: “Determinar la capacidad antagonica de algunos
microorganismos para el control de Alternaria solani bajo condiciones in vitro ™ .................... 16

5.6. Metodologia para el Segundo Objetivo: “Verificar la eficiencia del uso de
microorganismos antagonistas, en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.), infectadas por

AILEFrNArIaA SOLANI” ...t e e e e e e e et e e e s e e e e e e anare e e e enrees 18
5.7, ANALISIS EStAUISTICO. .....cveuiiiiieiietiiieeese e 21
6. RESULTADOS ... .ottt e b ettt bbbt b ettt et e et e ae e 22
6.1. Resultados para el Primer Objetivo: “Determinar la capacidad antagdénica de algunos
microorganismos para el control de Alternaria solani bajo condiciones in vitro” .................... 22

6.2. Resultados para el Segundo Objetivo: “Verificar la eficiencia del uso de
microorganismos antagonistas, en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.), infectadas por

FN =] T U = ST ] =T o USRS 23
7. DISCUSION. ...ttt 28
7.1.  Discusion para el Primer ODJEtIVO.........ccouiiiiiieiiiieese e 28
7.2. Discusion para el Segundo ODJELIVO ........ccveiiiieiiec e 29
8. CONCLUSIONES ..ottt sttt st e et a et ne b e e 32
9. RECOMENDACIONES ...ttt st sttt ae e ne st e 33
10. BIBLIOGRAFIA ..ottt 34
I AN | =)@ 1 TSRS 38

viii



indice de Tablas
Tabla 1. Escala utilizada por Ezziyyani et al. (2004) para la evaluacion de la capacidad antagonica

(o [R (o TSy oo Yoo g1 0] F=To 0] 1= USSR
Tabla 2. Escala para evaluar el grado de afectacion en la planta, causada por Alternaria solani, en

CONAICIONES CONEIOIAUAS. ......eiiiiiieiie ettt sbe et aneesaeeneas 19
Tabla 4. indices de Severidad de Alternaria solani, dias después de la aplicacion de los

DT ALAIMIEIITOS. .eeeee ettt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeee e neeaaeeens 23



indice de Figuras

Figura 1. Manchas concéntricas de color café en hojas (a), tallos (b) y frutos de tomate (c) (INTA,

Figura 2. Ciclo de vida y sintomas de la enfermedad causada por Alternaria (Agrios 1985)......11
Figura 3. Ubicacion del Laboratorio de Microbiologia Vegetal, del Centro de Biotecnologia y de
la Quinta Experimental La Argelia, de la Universidad Nacional de Loja, cuyas ubicaciones estan
marcadas de rojo (Google Earth, 2023)..........cccueiiiiiiieiicie e 14
Figura 4. Esquema del disefio experimental de la primera fase de estudio desarrollada en
laboratorio, donde se trabajo con tres tratamientos cada uno con 5 repeticiones y un tratamiento
control por cada tratamMIBNTO. ........ccuiiiieiie e re e are e 15
Figura 5. Esquema del disefio experimental de la segunda fase de estudio desarrollado con plantas
in vivo, donde se trabajo con cinco tratamientos cada uno con diez repeticiones. ...........ccccceeee. 15
Figura 6. Representacion gréfica del método de difusion en medio de cultivo, para determinar la
capacidad de biocontrol de las bacterias frente al patogeno. Fuente: Autora. .........ccccccevvevvvenennen. 17
Figura 7. Macroscopia del cultivo de Alternaria solani en medio PDA, al cuarto dia de incubacion
(a) y microscopia en un lente de 40X, con azul de metileno (b). Fuente: Autora............c.ccceeeniee 22
Figura 8. Efecto antagonico de los tratamientos a los 7 dias; a) T1, con Azotobacter; b) T2, con
Azospirillum; ¢) T3, con Pseudomonas; d) TO, testigo con agua estéril. Fuente: Autora.............. 22
Figura 9. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) a los siete dias de estudio. ...23
Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), causada por la inoculacion
de A. solani sobre hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.......... 24
Figura 11. Area bajo la curva escalonada del progreso de la enfermedad (ABCPEE), causada por
la inoculacion de A. solani sobre hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post
[T o0 ] F= o o] RSO P PP P PP 25
Figura 12. Tasa de progreso de la enfermedad (TPE), causada por la inoculacion de A. solani sobre
hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.............ccoccevevereieiennnnn, 25
Figure 13. Eficacia del biocontrol (ECB) causado por la inoculacion de A. solani sobre hojas de
tomate bajo condiciones controladas 30 dias post iNOCUIACION. ..........ccccvevviiiciieri e 26
Figura 14. indice de Sanidad (IS) causado por la inoculacion de A. solani sobre hojas de tomate

bajo condiciones controladas 30 dias post iNOCUIACION. ..........ccooeiririiiiie s 27



indice de Anexos

Anexo 1. Recoleccidn del material vegetal infectado con el patdgeno............cccceveevveieevveiesiennn, 38
Anexo 2. Cultivo del patdgeno (A. SOLANT)........ciiiiiiiii e 38
Anexo 3. Colonia pura del NONGO Y FEPIGUE. .....cueeuiiiiiieii s 39

Anexo 4. Técnica de difusion en medio de cultivo. a) Orificios en el medio de cultivo (PDA); b)

Aplicacion de suspensiones bacterianas; ¢) Colocar el patdgeno en el centro del medio de cultivo.

........................................................................................................................................................ 39
Anexo 5. Sellar y etiquetar las cajas con los nombres de los tratamientos de estudio................... 39
Anexo 6. Toma de datos, con calibrador digital. ............cccoooviiiiiiii i, 40
ANEXO 7. ANALISIS U8 VAIANZAS. ...cvveuveveiteiiisiesieeieeie ettt ettt sbesbesbeese st et eseestesbenteans 40
ANEXO0 8. PrUEDA TUKEY. .....ecuiiiiieit ettt et e ta e te s e sneesne e e nnee e 40
Anexo 9. Plantas de tomate bajo condiciones controladas. .........ccccceeververeiieiienieeie e 41
Anexo 10. Sintomas caracteristicos de Alternaria solani, en hojas de tomate. ...........cccceeecvrenee 41
Anexo 11. Certificacion de la traducCion de reSUMEN. ..........coevrieieierene e 42

Xi



1. TEMA
Uso de microorganismos antagonistas, para el control de Alternaria solani en tomate

(Solanum lycopersicum L), bajo condiciones controladas.



2. RESUMEN

El cultivo de tomate se ve amenazado por multiples plagas y enfermedades, entre ellas Alternaria
solani causante del tizon temprano, una enfermedad que se presenta a lo largo del ciclo de cultivo
y que genera altas pérdidas en la produccion. El control de esta enfermedad generalmente se da por
métodos quimicos, pero ultimamente se ha incursionado por métodos de control bioldgico, por lo
que en el presente estudio se trabajo con suspensiones microbianas ajustadas a una concentracion
de 108, con Pseudomonas sp., Azotobacter sp., y Azospirillum sp., para determinar la eficiencia en
el control de A. solani bajo condiciones controladas, donde se realiz6 un enfrentamiento antagénico
in vitro y se determind que los indices mas altos de inhibicién del crecimiento radial se dieron en
el tratamiento donde se aplic6 Azotobacter sp. (60,70 %), mostrando un buen potencial
biocontrolador, mientras que los tratamientos con Azospirilum sp. (33,92 %) y Pseudomonas sp.
(33,84 %), presentan un control deficiente, en comparacién con el testigo. En plantas in vivo, se
usaron las mismas bacterias (concentracion 108), un control quimico de base de Azoxytobin +
Tebuconazole y un testigo absoluto, se evalud: incidencia, severidad, ABCPE, ABCPEE, TPE,
ECB e IS, y de forma general se observo que el tratamiento quimico controlé con mayor eficacia
la enfermedad, y los tratamientos bacterianos alcanzaron indices estadisticamente similares en el
control de A. solani y en comparacion con el testigo absoluto si se notd el potencial biocontrolador
de las bacterias antagonistas empleadas.

Palabras Clave: Control biolégico, bacterias, tomate, Alternaria solani, in vivo, in vitro.



Abstract

The tomato crop is threatened by multiple pests and diseases, among them Alternaria solani, which
causes early blight, a disease that occurs throughout the crop cycle and generates high production
losses. The control of this disease is usually done by chemical methods, but recently biological
control methods have been used, so in this study we worked with microbial suspensions adjusted
to a concentration of 108, with Pseudomonas sp., Azotobacter sp. and Azospirillum sp, to
determine the efficiency in the control of A. solani under controlled conditions, where an in vitro
antagonistic confrontation was carried out and it was determined that the highest rates of inhibition
of radial growth occurred in the treatment where Azotobacter sp. was applied (60.70 %), showing
a good biocontrol potential, while the treatments with Azospirilum sp. (33.92 %) and Pseudomonas
sp. (33.84 %), presented a poor control, compared to the control. In in vivo plants, the same bacteria
were used (concentration 108), a chemical control based on Azoxytobin + Tebuconazole and an
absolute control. Incidence, severity, ABCPE, ABCPEE, TPE, ECB and IS were evaluated, and in
general it was observed that the chemical treatment controlled the disease more effectively, and the
bacterial treatments reached statistically similar rates in the control of A. solani and in comparison
with the absolute control, the biocontrol potential of the antagonistic bacteria used was noted.

Key words: Biological control, bacteria, tomato, Alternaria solani, in vivo, in vitro.



3. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es de gran importancia a nivel mundial, debido a su alta
demanda y valor nutricional, ademas su produccion se ha incrementado en los ultimos afios
(Hernandez-Herrera et al., 2014). En Ecuador, el cultivo tiene un area sembrada de 1 691 ha™, sin
embargo, el area cosechada es de 1 650 ha, con una produccion de 55 277 t, de las cuales en la
provincia de Loja se cultivan 11 ha con un rendimiento de 4,5 t/ha (ESPAC, 2022).

El cultivo se ve afectado por diversos patogenos, entre ellos Alternaria solani, causante de una
de las enfermedades mas importantes del tomate conocida como el tizén temprano, la misma que
en condiciones de alta incidencia y severidad provoca pérdidas de rendimiento que se han estimado
hasta en un 79 % (Adhikari et al., 2017). A. solani ocasiona dafios en el area foliar, los mismos que
se evidencian con manchas pequefias, circulares o angulares, marcadas con anillos concéntricos en
las hojas, en tallo y peciolo, donde se producen lesiones negras alargadas (Moran, 2008). El control
de esta enfermedad se realiza por varios métodos, como son el control quimico, cultural, organico
y bioldgico, siendo el quimico el mas utilizado (Paz et al., 2013).

Garcia (2016), menciona que los limites maximos de residuos (LMR) de pesticidas para el
cultivo de tomate registrados en la provincia de Loja son de 62 partes por billon (ppb), cuando los
permitidos son de 10 ppb. Ademas, se estima que aproximadamente el 85 % de la fabricacion
mundial de plaguicidas se emplean en la agricultura, donde el incremento en la produccién de
alimentos induce a un abuso de insumos quimicos, lo cual genera resistencia a enfermedades y
plagas, también da lugar a que restos de quimicos se dispersen en el ambiente y se conviertan en
contaminantes para los sistemas bidticos y abidticos (del Puerto Rodriguez et al., 2014). Asi
mismo, la Organizacion de las Naciones Unidas (2021) estima que cada afio se producen 385
millones de casos de envenenamiento involuntario y no mortal por plaguicidas, y alrededor de 11
000 muertes, conjuntamente, es causante de dafios a la salud humana como canceres y efectos
neuroldgicos, inmunologicos y reproductivos.

Por otra parte, en los Gltimos afios se ha estudiado el control biol6gico como un mecanismo
eficiente para disminuir el uso de pesticidas, el mismo que se basa en utilizar organismos
antagonistas de patdgenos, con la finalidad de que disminuyan el dafio en el cultivo sin ocasionar
dafos al ambiente (Vinchira-Villarraga y Moreno-Sarmiento, 2019).

Se han llevado a cabo diversos estudios en laboratorio con microorganismos antagonistas para
controlar diversas enfermedades que afectan a cultivos de interés agricola; al respecto, Kipgen et al.



(2021), evaluaron el control bioldgico con el uso de la bacteria Pseudomonas fluorescens en
Alternaria alternata, donde se determind que la bacteria inhibe el crecimiento miceliar y la
germinacion de conidios de A. alternata, se presentd como un agente de efecto antifungico. Asi
mismo, se han llevado a cabo estudios de la interaccion bacteria-microalga en el control bioldgico
de A. solani, por lo cual Cassan et al. (2021), sostienen que Azospirillum brasilense es capaz de
asociarse con la microalga Chlorella sorokiniana aumentando el rendimiento metabélico de dicho
microorganismo Yy por ende proporciona actividades antagonicas contra una serie de patdgenos de
plantas. También, estudios realizados por Rodriguez et al. (2016), para determinar la efectividad
de cepas de Azotobacter sp. y Bacillus sp. para el control de especies flngicas asociadas a
hortalizas, encontraron que las cepas de los dos géneros bacterianos poseen actividad antagonista
contra varias enfermedades fungosas evaluadas en el estudio.

Los estudios mencionados anteriormente han funcionado muy bien en condiciones de
laboratorio y con diversos cultivos de interés agricola donde se han controlado diversos tipos de
hongos, incluyendo al género Alternaria, sin embargo, la gran mayoria no se han evaluado
especificamente en la especie Alternaria solani en el cultivo de tomate, por lo que se pretende
analizar si dichos microorganismos presentan un biocontrol eficiente frente al patdgeno en
condiciones de laboratorio y con plantulas de tomate en invernadero.

Por consiguiente, el presente proyecto se genera a partir de la necesidad de desarrollar nuevos
métodos de control bioldgico, con el uso de microorganismos antagonistas, para el control de A.
solani en tomate bajo condiciones controladas, siendo una alternativa para aumentar la produccién
organica de tomate en la provincia de Loja con el fin de disminuir el uso de agroquimicos, los
cuales contaminan los recursos naturales y la salud humana. El presente trabajo se relaciona con el
Obijetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 12 “Produccion y Consumo responsable”, con la linea de
investigacion de la Universidad Nacional de Loja denominada “Sistemas Agropecuarios
sostenibles para la soberania alimentaria”, ya que se utiliza microorganismos benéficos para el
estudio de alternativas novedosas de biocontrol.

Bajo este contexto, se pretende analizar ;Cual es el efecto del uso de microorganismos
antagonistas, para el control de A. solani en tomate (Solanum lycopersicym L.) bajo condiciones
controladas?

Para el cumplimiento del propoésito de la investigacion, se plantearon los siguientes objetivos:



Objetivo General
Evaluar el uso de microorganismos antagonistas para el control de Alternaria solani en tomate

(Solanum lycopersicum L.) bajo condiciones controladas.

Objetivos Especificos
e Determinar la capacidad antagdnica de algunos microorganismos para el control de Alternaria

solani bajo condiciones in vitro.
e Verificar la eficiencia del uso de microorganismos antagonistas, en plantas de tomate

(Solanum lycopersicum L.), infectadas por Alternaria solani.



4. MARCO TEORICO
4.1. Importancia del Cultivo de Tomate

En la ultima década, la produccion de tomate se ha incrementado notablemente, tal es el caso
que en el periodo 2011-2021 la produccion aumentd aproximadamente 3 millones de t; para el afio
2021 la produccion mundial de tomate fue de 189 133 955 t, donde el continente asiatico fue el
mayor productor de tomate con el 60,1 % de la produccién total, seguido del continente americano
con un 14,8 % y el europeo con el 13,2 % (FAOSTAT, 2022).

En Ecuador, segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG, 2022), el cultivo de tomate
se produce a nivel nacional, tanto en los valles calidos de la serrania como en el litoral; aporta con
el 0,6 % al Valor Agregado Bruto Agropecuario y su produccion se caracteriza por conformar
Unidades de Produccién Agropecuaria (UPA) con una superficie menor a 1 ha, actualmente se
cultiva una superficie de 1 691 ha, lo que representa el 0.2 % de la superficie sembrada bajo cultivos
transitorios. Por otra parte, para el 2021 en la produccién del tomate rifidén participaron 25 428
personas, de los cuales el 86 % fueron productores o familiares y el 14 % restante representa

trabajadores remunerados ocasionalmente (ESPAC, 2022).

4.2. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum

(Iglesias, 1988).



4.3. Morfologia de la Planta de Tomate

4.3.1. Raiz

Su sistema radicular es una raiz principal pivotante, de aproximadamente 60 cm de profundidad,
produce raices adventicias y ramificaciones, ademas, se estima que el 75 % se encuentra en los 45

cm superiores del suelo (Saavedra et al., 2019).

4.3.2. Tallo

Es ligeramente anguloso, de grosor mediano, semilefioso y con tricomas simples y glandulares.
El eje central tiene un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el cual se van a desarrollar
las hojas, tallos secundarios e inflorescencias. En la parte distal se encuentra el meristemo apical,

donde se inician los nuevos primordios foliares y florales (Reyes, 2016).

4.3.3. Hojas
Son compuestas y se insertan en nudos de forma alterna, el limbo puede ten er de siete a once
foliolos, la epidermis inferior cuenta con un alto nimero de estomas(Saavedra et al., 2019).

4.3.4. Flores

Es perfecta, regular e hipdgina, los sépalos, pétalos y estambres estan adheridos al receptéaculo
por debajo del gineceo, tiene 5 0 mas sépalos e igual nimero de pétalos de color amarillo dispuestos
de forma helicoidal (Saavedra et al., 2019). Presentan el mismo nimero de estambres que se
alternan con los pétalos y las flores se agrupan en inflorescencias llamadas cominmente racimos;
la primera flor se instala en la yema apical, mientras que las demas se ubican de forma lateral por

debajo de la primera, alrededor del eje principal (Reyes, 2016).

4.3.5. Frutos y semillas

Es una baya bi o plurilocular constituida por el pericarpio y las semillas, es de forma de 6valo
aplastado, de color grisaceo, cubierto de vellosidades, de unos 3 a5 mm de tamario (Saavedra et al.,
2019).
4.4. Caracteristicas de Alternaria solani

4.4.1. Importancia econémica de la enfermedad

Dentro del género Alternaria se encierran muchas especies saprofitas, endofiticas y patdgenas
que se han distribuido considerablemente en el suelo y la materia organica en descomposicion.
También abarca especies perjudiciales que pueden dafar cultivos vegetales antes y después de la

cosecha; ademas, es responsable de considerables pérdidas econémicas, debido a que limita el



rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante su almacenamiento
(Pavon et al., 2012).

El tizon temprano, causado por A. solani, es una de las enfermedades mas comunes y de mayor
importancia econdémica, debido a que puede afectar el cultivo en cualquier etapa de su desarrollo,
el cual produce lesiones en el tallo, peciolo, flores y frutos (Tandazo, 2015). En Ecuador,
Chanaluisa-Saltos et al., (2022) determinaron que A. solani puede alcanzar indices de incidencia

de un 66 % y de severidad del 52 %, en plantas de tomate en condiciones de invernadero.

4.4.2. Factores Predisponentes

El Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, 2012), manifiesta que el tizon
temprano es una enfermedad policiclica debido a que puede manifestarse varias veces en el mismo
ciclo de cultivo, sobrevive en los restos de cosecha y en el suelo y se dispersa con facilidad. Los
factores que favorecen el desarrollo 6ptimo de la enfermedad son: las temperaturas moderadas de
27 a 30 °C, sumado a una alta humedad relativa de un 90 %, con dias nublados y llovizna, ya que
estos benefician la entrada de esporas por aperturas naturales como los estomas o directamente por

la cuticula.

4.4.3. Sintomatologias o Tipologia de Dafios

Sepulveda (2018) manifiesta que A. solani se presenta en la parte aérea y en todos los estados
de crecimiento de la planta de tomate, sin embargo, tiene mayor incidencia en hojas maduras. Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad es la presencia de lesiones circulares de color café a
negro en hojas maduras, las mismas que pueden estar rodeadas de un halo clorético. Las lesiones
que se presentan de forma circular pueden tener un diametro de 8 a 10 mm a varios centimetros
con climas favorables o cuando se unen a otras lesiones, pudiéndose presentar en tallos, peciolos,
pedunculos y flores, lo que produce la caida de frutos desde etapas tempranas. Las plantas con
infecciones severas comienzan a perder hojas, los frutos corren el riesgo de quedar expuestos al sol
y presentar dafios; en frutos cercanos a la madurez se presentan lesiones hendidas, firmes, de color

café oscuro o verde olivaceo (figura 1).



Figura 1. Manchas concéntricas de color café en hojas (a), tallos (b) y frutos de tomate (c)
(INTA, 2012).

4.4.4. Ciclo Bioldgico de la Enfermedad

A. solani es un hongo que tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo, en forma de micelio o
esporas, asociandose a materia orgénica y restos de cultivos enfermos; también puede permanecer
en hospederos alternativos, como otras especies del género Solanum y plantas arvenses a partir de
aqui, las esporas son capaces de dispersarse a grandiosas distancias a través del viento. En las
primeras etapas de desarrollo del cultivo se origina una infeccion primaria en las hojas mas viejas,
mientras que el tejido joven no presenta sintomas. La mayor diseminacion de la enfermedad se da
de manera secundaria (desde tejido inicialmente infectado a hojas méas nuevas) y generalmente se
presenta después de la floracidn, cuando existe una mayor presion del inoculo. Las condiciones
himedas y secas, donde mafianas con abundante rocio seguidas de temperaturas altas y humedad
relativa alta son dptimas para la esporulacién del patégeno y su diseminacion (figura 2) (Reyes,
2016).
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Figura 2. Ciclo de vida y sintomas de la enfermedad causada por Alternaria (Agrios 1985).

4.5. Control Biologico

El control biologico se basa en el uso de microorganismos antagonistas 0 enemigos naturales
que disminuyan la poblacion de plagas o enfermedades a densidades menores, ya sea de forma
temporal o permanente (Rodriguez y Arredondo, 2007). Ademas, Gutierrez etal. (2013)
mencionan que el uso de organismos benéficos, como son los depredadores, entomopatogenos y
parasitoides, regulan el patdgeno, sin ser nocivos para la salud del ser humano y sin contaminar el
medioambiente, por lo que representan una estrategia sustentable y ecoldgica que no afecta el
equilibrio biologico.

4.6. Caracteristicas de Pseudomonas sp.

En el género Pseudomonas hay mas de 100 especies, el cual constituye un control bioldgico
efectivo, donde se incluye el antagonismo directo y la induccion de resistencia en la planta, dentro
del género encontramos a una de las bacterias mas estudiadas, Pseudomona fluorescens, debido a
que produce metabolitos como sider6foros, antibidticos, compuestos volatiles, enzimas y

fitohormonas (Pérez et al., 2015). Asi mismo, Dimkic¢ et al., (2022) evaluaron cepas de biocontrol
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de los géneros Bacillus y Pseudomonas y sus metabolitos secundarios bioactivos pueden
considerarse beneficiosos para la salud de las plantas, donde se demostré que Bacillus y
Pseudomonas sp. producen quitinasas, glucanasas y proteasas involucradas en la supresion de
muchas enfermedades flangicas. Cepas de Bacillus indujeron la vacuolizacién y degradacion
mitocondrial en células patégenas, mientras que Pseudomonas sp. produce una serie de metabolitos
secundarios antimicrobianos que participan activamente con interacciones antagonistas en
complejos fitopatogenos.

Por otra parte, se efectuaron estudios del control biolégico con Pseudomonas sobre patdgenos
del género Alternaria, por lo que se cita a (Rodriguez-Romero et al., 2019), que al trabajar con
Quitosano y extractos de Pseudomona fluorescens para el control de Alternaria alternata en el
cultivo de tomate, han notado que estos agentes, ya sea de forma individual o la mezcla de ellos,
en condiciones in vitro inhiben el crecimiento miceliar y la germinacién de conidios de A.
alternata, siendo la mezcla de ambos agentes la mas efectiva con efecto antifingico, ademas al
aplicar estos tratamientos bajo invernadero no se notaron diferencias significativas frente al control
quimico, por lo que estos agentes pueden ser una estrategia biocontroladoras de fitopatdgenos.
4.7. Caracteristicas de Azospirillum sp.

El género Azospirillum se encuentra distribuido a nivel mundial, del cual se han aislado distintas
cepas Yy especies de varios paises, considerandose un género versatil porque ha sido aislado de
diferentes ambientes (Reis et al., 2015). Posee varios mecanismos para promover el crecimiento de
las plantas y un gran numero de estudios han detallado los efectos beneficiosos de la inoculacion
con estas rizobacterias. La mejora del crecimiento vegetal por Azospirillum sp. se ha atribuido
principalmente a su capacidad para fijar N atmosférico y producir fitohormonas; se atribuye menos
a la biodisposicion de nutrientes, expresion de enzimas, sintesis de compuestos relacionados con
la mitigacion del estrés de las plantas y competencia contra fitopatdgenos, entre otros mecanismos
(Bashan y de-Bashan, 2010).

Azospirillum es capaz de producir acido indol-3-acético (AlA), hormonas de tipo auxinas que
estimulan cambios morfoldgicos en las raices de las plantas, también pueden actuar como
moléculas de sefializacion en la interaccion planta-bacteria. Al incitar el crecimiento vegetal ha
permitido la formulacidn de biofertilizantes como una alternativa sostenible dentro de la agricultura
y se ha estudiado su efecto antag6nico contra algunos patégenos de interés agricola (Gémez et al.,
2014).
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4.8. Caracteristicas de Azotobacter sp.

Dentro del género azotobacter, existen bacterias asociativas de vida libre; entre sus principales
cualidades resaltan la fijacion bioldgica del nitrégeno atmosferico y la produccién de hormonas
vegetales (Rodriguez et al., 2016). Bacterias que se requieren en sistemas de agricultura sostenible,
debido a que aumentan la fertilidad del suelo y tiene un amplio rango de actividad antagonica hacia
fitopatdgenos, ademas tienen la capacidad de producir exopolisacaridos, sideréforos, vitaminas y

factores de crecimiento en la perspectiva agricola (Gauri et al., 2012).
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5. METODOLOGIA
5.2. Localizacion del Estudio

El presente estudio se realizé en el canton Loja de la provincia de Loja, la primera fase del
ensayo se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Loja, cuyas coordenadas son Latitud: 04°03'74" Sur, longitud
79° 20" 46" Oeste, y altitud de 2 134 msnm (figura 3), mientras que la segunda fase se realizé en la
Quinta Experimental La Argelia, cuyas coordenadas son en 4° 02’ 15"de Latitud Sur, 79° 11'59"de
Longitud Oeste y a una altitud de 2 133 m.s.n.m (Google Earth, 2023).
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Figura 3. Ubicacion del Laboratorlo de Microbiologia Vegetal, del Centro de Biotecnologia y de
la Quinta Experimental La Argelia, de la Universidad Nacional de Loja, cuyas ubicaciones estan
marcadas de rojo (Google Earth, 2023).

5.3. Metodologia General

El presente trabajo investigativo tiene un enfoque cuantitativo y cualitativo, con un alcance
descriptivo y comparativo-causal, el mismo que consta de dos fases, ambas bajo condiciones
controladas. En la primera fase se realizd la inoculacion del hongo en cajas de Petri con
suspensiones bacterianas de Pseudomonas sp., Azotobacter sp., y Azospirillum sp.,
respectivamente; mientras que en la segunda fase se trabajo con plantulas de tomate que fueron

infectadas por A. solani, donde se probo la efectividad de los tratamientos de biocontrol en plantas
in vivo.
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5.4. Disefio Experimental

La investigacion se llevd a cabo bajo condiciones controladas, por lo que se implementd un
disefio completamente al azar (DCA). Para la primera fase del estudio, se emplearon tres
tratamientos con cinco repeticiones, mas un testigo por tratamiento y se utilizaron cajas de Petri
como unidad experimental (Figura 4). Para la segunda fase, se trabajé con suspensiones bacterianas
para controlar al patdgeno, en la figura 5 se presenta un esquema del disefio experimental; las
unidades experimentales fueron plantulas de tomate de 40 dias aproximadamente después del
trasplante y se realizaron diez repeticiones por cada tratamiento, donde de forma general se evalud
el control bioldgico que ejercen los microorganismos antagonistas sobre el fitopatdgeno A. solani.

T T 2 T T

T:2 Azospirillum spp.

. Pseudomonas spp.
..... . Agua destilada

Figura 4. Esquema del disefio experimental de la primera fase de estudio desarrollada en
laboratorio, donde se trabajo con tres tratamientos cada uno con 5 repeticiones y un tratamiento

control por cada tratamiento.
m Azotobacter spp.

T:2  Azospirillum spp.

..... x .
= ....-... R —

T D ¢ e

T 2 . .

Figura 5. Esquema del disefio experimental de la segunda fase de estudio desarrollado con
plantas in vivo, donde se trabaj6 con cinco tratamientos cada uno con diez repeticiones.
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5.5. Metodologia para el Primer Objetivo: “Determinar la capacidad antagonica de algunos
microorganismos para el control de Alternaria solani bajo condiciones in vitro”

Para el desarrollo del presente trabajo se colectaron plantas de tomate con sintomas de A. solani,
de un vivero de la ciudad de Loja, cuyas coordenadas son 3°58'59”S y 79°13'17". Se aislé y
multiplicé el hongo en cajas de Petri en un medio Agar Papa Dextrosa (PDA) y para obtener
colonias puras del hongo, se sembraron en el centro de las cajas de Petri fragmentos de hojas con
la presencia de la enfermedad y también se realizaron camaras humedas con las hojas que
presentaron sintomas de la enfermedad y se incubaron a 28 °C +2° C durante 7 dias (Gakegne et al.,
2017).

Otra parte imprescindible en la presente investigacion fueron los microorganismos antagonistas,
Pseudomonas sp., Azotobacter sp. y Azospirillum sp., los cuales se obtuvieron del Laboratorio de
Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja. Para la
obtencion de los indculos a utilizar en todos los experimentos, se sembraron Azotobacter sp.,
Azospirillum sp. y Pseudomonas sp., en cajas de Petri con medio agar nutriente, y se incubaron
durante aproximadamente 48 h a 28 °C. Posteriormente, se pasaron a tubos de ensayo con 5 ml de
medio Caldo Nutriente (CN) y se incubaron a 30 °C, 150 rpm durante 72 h. Una vez finalizado el
tiempo de incubacion, se cuantifico la concentracion de cada una de las suspensiones bacterianas
con la escala de McFarland, en el espectrofotdbmetro UV Visible de la marca Jenwa a 625 nm como
longitud de onda (Rojas, 2020).

La interaccion patdgeno-microorganismo biocontrolador se realizO con pruebas de
enfrentamiento, bajo la técnica de difusion en medio de cultivo (figura 6) entre los patégenos y
biocontroladores en cajas de Petri de 90 mm de didmetro, para el método se realizaron cuatro
perforaciones de 5 mm de diametro en el centro de las cajas de Petri con medio PDA 'y en cada una
de ellas se depositaron con 50 pl de Pseudomonas sp., Azospirillum sp., y Azotobacter sp., en
concentraciones de 29, 30 x 108 UFC/mI de Pseudomonas sp., 28, 48 x 108 UFC/m| de Azospirillum
sp. y de Azotobacter sp. 23, 97 x 102 UFC/ml. En el centro de caja de Petri se colocd un disco de
micelio de A. solani obtenido de colonias de siete dias de crecimiento, como control negativo se
utilizd agua destilada estéril. Se evaluo el crecimiento radial del micelio del patégeno con un

calibrador digital, todos los dias, durante 7 dias (Gakegne et al., 2017).
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Figura 6. Representacion grafica del método de difusion en medio de cultivo, para determinar la
capacidad de biocontrol de las bacterias frente al patogeno. Fuente: Autora.

En todos los tratamientos se hizo una evaluacion de la capacidad biocontroladora de los
microorganismos, para ello se emple0 la escala utilizada por Ezziyyani et al. (2004) (Tabla 1) y se
calculd del Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR), que mide el antagonismo de
los microorganismos evaluados; que se obtuvo a partir del crecimiento del patégeno en cultivo
dual, junto con su respectivo testigo, empleando la formula utilizada por Suarez et al. (2008):

Porcentaje de inhibicidn de crecimiento radial (PICR).

PICR = (R1 —R2)
- R1

lxlOO

Donde R1 es el radio del tratamiento control y R2 es el radio del tratamiento en cultivo dual
(Anoop y Bhay, 2014; Mokhtar y Dehimat, 2015).
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Tabla 1. Escala utilizada por Ezziyyani et al. (2004) para la evaluacion de la capacidad antagénica
de los biocontroladores.

Grado Capacidad antagdnica Potencial biocontrolador
0 Ninguna invasién de la superficie de la cepa patégena Muy malo
| %4 Invasién de la superficie de la cepa patégena Malo
2 /2 invasion de la superficie de la cepa patdgena Deficiente
3 Total invasién de la superficie de la cepa patégena Bueno
4 Total invasién de la superficie de la cepa patégena esporulacidn sobre ella Muy bueno

5.6. Metodologia para el Segundo Objetivo: “Verificar la eficiencia del uso de
microorganismos antagonistas, en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.),
infectadas por Alternaria solani”

Se sembraron pléantulas de tomate en fundas de 10x15 cm, las mismas que se llenaron con
sustrato 2-1-1 (Tierra de montafa, turba y arena) para el 6ptimo desarrollo de la planta, 40 dias
después del trasplante se procedid a inocular el hongo en concentraciones de 4,7 x 10°y cuando se
observaron los sintomas iniciales, se inocularon los tratamientos en forma suspensiones bacterianas
con microorganismos antagonistas empleados en la primera fase, ademas se emple6 un control
quimico y un control testigo.

La inoculacion del patdgeno, se realizé6 mediante raspado del hongo que estaba contenido en
cajas Petri y se lo coloco en un Caldo Papa Dextrosa, el cual se incub6 a 30° C; 150 rpm durante 7
dias. En un lente de 40X se realiz6 el conteo de esporas en la camara de Neubauer, con una
concentracion final de 4,7 x 10°. La inoculacion del hongo (A. solani) en todas las plantas se realizo
en la tarde, con la finalidad de proveer condiciones que permitan la germinacién y penetracién de
las conidias en el hospedero, ya que se ha comprobado que en horas oscuras el hongo logra un
mayor crecimiento y desarrollo (Castro, Cortez y Martinez, 2002). La aplicacion de la suspension
del inoculo de A. solani se realiz6 sobre tejidos foliares mediante la utilizacion de un pulverizador
manual, asperjando hasta punto de goteo (Faberi et al., 2022), siete dias después se observaron los
sintomas iniciales de la enfermedad y se procedié con la aplicacion de los tratamientos
(Pseudomonas sp., Azotobacter sp. y Azospirillum sp., y el control Quimico), para la cual se uso la
misma metodologia de Faberi et al., 2022; para las suspensiones bacterianas se usaron las mismas
concentraciones del primer objetivo, el control quimico se aplicé cada 7 dias como indica la ficha
técnica y al tratamiento testigo no se le aplicé ningun tipo de control.
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La incidencia de la enfermedad se evalué a los 7 dias después de aplicar el patogeno y la
evaluacion de la severidad se realiz6 durante un mes, cada tres dias, después de aplicar los
tratamientos para el control de la enfermedad y se evaluaron las siguientes variables: area bajo la
curva de progreso de la enfermedad (ABCPE), area bajo la curva escalonada del progreso de la
enfermedad (ABCPEE), tasa del progreso de la enfermedad (TPE), eficacia del biocontrol (ECB)
y el indice de sanidad del cultivo (IS). Se utilizo la escala propuesta por Bernal (2006) para evaluar
el area foliar afectada por Alternaria solani, (Tabla 2).

Tabla 2. Escala para evaluar el grado de afectacion en la planta, causada por Alternaria solani,

en condiciones controladas.

Grado Categoria de ataque
0 v Sin sintomas
1 A Aparicion de las primeras manchas
2 v Hasta un 10 % AFA*
3 Y Desde 11 - 25 % AFA
4 v Desde 26 -50 % AFA

5 A\ Mas 50 % AFA
* AFA = Area Foliar Afectada.

Fuente: Bernal (2006)

El porcentaje de incidencia se estimo calculando el nimero de plantas enfermas del total de
plantas evaluadas. Para el calculo del porcentaje (%) de incidencia, se utilizo la siguiente formula
(Ivancovich et al., 1998):

A
Incidencia (I %) = m x 100
Donde: I = Incidencia, A = Total de plantas enfermas, B = Total de plantas sanasy X (a x b) =

Sumatoria total de plantas enfermas y sanas.

La severidad es la estimacidn del porcentaje de la superficie del érgano enfermo, la misma que
se encuentra en una escala entre el 0 y 100 %. Para determinar el porcentaje de severidad de A.

solani se utilizo la siguiente formula (Ivancovich et al., 1998):

Yax1)+ (ax2)+ (ax3)+ -+ (axk) X

Severidad (S%) = (nx k)

100
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Donde: S = Severidad de la enfermedad, > (a x b) = Sumatoria del nimero de plantas u érganos

enfermos o infectados segun el grado de afectacion (1, 2, 3, 4, 5, ..., k), n = NUmero de plantas

evaluadas y k = Valor o grado mayor de la escala.

Con los registros de incidencia y severidad de los tratamientos se calculo el area bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ABCPE) para A. solani. La férmula que se utilizé fue propuesta por
Shaner y Finney (1977):

(Yitn1t+ Vi) Kitni— Xi)
ABCPE = Y, [Heentt 0 Heem= 40|

Donde Yi = indice de la enfermedad en la i observacion, Xi = tiempo en dias a la i-ésima

observacién y n= namero total de observaciones (Shaner y Finney, 1977).
Area bajo la curva escalonada del progreso de la enfermedad (ABCPEE)

D(y1 + yn)
2(n—1)

Donde Y1 = indice de la enfermedad en la 1 observacion, Yn = indice de la enfermedad en la

ABCPEE = ABCPE +

n-ésima observacion D = rango del tiempo y n= namero total de observaciones (Shaner y Finney,
1977).
De igual forma, para evaluar el progreso de la enfermedad se utiliz6 la férmula Tasa del

progreso de la enfermedad (TPE), que se expresd en % dia™:

1
TPE = [ln( Y2 )—ln( 71 )]
tr—t1 1-y, 1-y,

Donde: In = logaritmo natural, Y1 = Porcién de tejido afectado al inicio de la evaluacion, Y2 =

Proporcion de tejido afectado al final del periodo evaluado, t: = Tiempo de inicio de la evaluacién,
t2 = Tiempo de la Ultima evaluacion.

Asimismo, para evaluar la eficacia del control de los microrganismos antagonistas sobre A.
solani se utiliz6 la formula de eficacia del biocontrol:

STC — STB

ECB (%) = [ STC

]xlOO

Donde: ECB es la eficacia del control o del biocontrol, STC es el indice de severidad en
tratamiento control al final del periodo de evaluacion y STB es el indice de severidad en
tratamiento de biocontrol.
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También se evaluo el indice de sanidad del cultivo (IS), con la siguiente férmula:
Sfc 1
5= In [Sfc - Sfbc] * TPE

IS = Indice de Sanidad; In = Logaritmo natural; Sfc = Severidad final del control; Sfbc =

severidad final del biocontrol; TPE = Tasa de Progreso de la Enfermedad.

5.7. Analisis Estadistico
El analisis estadistico se realizd con el programa INFOSTAT, donde se ejecut6 un analisis de

varianzas (ANOVA) para determinar si existen o no diferencias significativas, también se realizé
una verificacion de los supuestos de homogeneidad y normalidad de varianzas. Una vez
comprobada la presencia de diferencias significativas y aceptado los supuestos se hizo una prueba
de Tukey al 5%, en las variables que no se aceparon los supuestos se realizd una prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis para evaluar entre qué tratamientos se dan las diferencias.
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6. RESULTADOS
6.1. Resultados para el Primer Objetivo: “Determinar la capacidad antagonica de algunos
microorganismos para el control de Alternaria solani bajo condiciones in vitro”
Se logré obtener colonias puras mediante el aislamiento de Alternaria solani, donde
macroscOpicamente se pudo notar que las colonias con una coloracién oscura y aspecto velloso,
ademas de un tono blanquecino que rodea la colonia; por otro lado, en la observacion microscopica

se identificaron conidiéforos de forma alargada, divido en varios compartimientos (Figura 7).

B2\ V. |

Figura 7. Macroscopia del cultivo de Alternaria solani en medio PDA, al cuarto dia de
incubacion (a) y microscopia en un lente de 40X, con azul de metileno (b). Fuente: Autora.

Las suspensiones bacterianas de Azotobacter sp., Azospirillum sp. y Pseudomonas sp.,
mostraron un efecto biocontrolador sobre A. solani, con respecto al testigo, incluso cuando no
estuvieron en contacto directo con el patdgeno; ademas, se observé que la mayor inhibicion del

crecimiento del hongo se presento en el tratamiento 1 (Azotobacter).

\yn(/'

Figura 8. Efecto antagdnico de los tratamientos a los 7 dias; a) T1, con Azotobacter; b) T2, con
Azospirillum; c¢) T3, con Pseudomonas; d) TO, testigo con agua estéril. Fuente: Autora.

Sobre la base del PICR se evidencio que el tratamiento 1 (Azotobacter sp.) presento los niveles
més altos de inhibicién del crecimiento radial del patégeno, con valores de 38,87 [(Datos

22



transformados acrsen) (media real = 60,70 %)] que corresponde a un buen potencial biocontrolador,
segun Erzayini; mientras que los tratamientos 2 (Azozpirillum) y 3 (Pseudomonas), presentan un
potencial biocontrolador deficiente, con valores de entre 20,19 y 20,12 [(Datos transformados
acrsen) (media real = 33,92 y el 33,84 %)], respectivamente, que no difieren estadisticamente entre
si, sin embargo, todos los tratamientos bacterianos son estadisticamente distintos del testigo (Figura
8).

Tratamientos

BT1T T2 mT3 mTO

Figura 9. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) a los siete dias de estudio.

Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey (p<0,05).
Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); TO (Testigo
absoluto).

6.2. Resultados para el Segundo Objetivo: “Verificar la eficiencia del uso de

microorganismos antagonistas, en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.),
infectadas por Alternaria solani.

Se observaron que los porcentajes de severidad de todos los tratamientos no tuvieron diferencias
significativas en los primeros 12 dias después de la aplicacién de los controles, sin embargo, a
partir del dia 15 se evidenciaron diferencias entre el tratamiento testigo y el control quimico. A los
treinta dias después de la aplicacion de tratamientos se determind, que el testigo presenta los indices
mas altos de severidad (T5) (56, 44), mientras que el tratamiento quimico (T4) (31,18) presenta los
indices mas bajos y los tratamientos bacterianos (T1, T2 y T3), estadisticamente, no difieren entre
si (Tabla 4).

Tabla 3. indices de Severidad de Alternaria solani, dias después de la aplicacion de los
tratamientos.
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SEVERIDAD
DiAS DESPUES DE LA APLICACION DE TRATAMIENTOS

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
T1: Azotobacter | 14,53| 17,49| 20,52| 23,68| 30,13(ab |31,18|a |33,54|ab |35,91|a |35,91|ab | 38,27|ab
T2: Azospirillum | 16,51| 18,48| 20,52 25,79| 31,31|ab | 32,36a |35,31|bc | 38,27|ab |38,27|b |38,27|ab
T3: Pseudomonas | 14,53| 18,48| 21,58| 24,74| 32,36|ab |33,54|a |35,01|bc |38,27|ab | 40,63|b |40,63|b
a a
b c

TRATAMIENTOS

T4: Quimico 12,55| 17,49] 19,54| 20,59| 25,79|a | 26,86 28,01 31,72|]a |30,13 31,18|a
T5: Testigo 16,51| 18,47 22,63 27,89 34,72|b | 42,09 43,27|c | 43,27|]b | 53,51 56,44|c

Q

Letras desiguales en cada fila difieren significativamente por la prueba de Kruskal Wallis (0<0,05).

Con respecto al parametro Area bajo la curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) se notd
un mayor progreso de la enfermedad en el tratamiento testigo (T4) (1 585), seguido de los
tratamientos bacterianos que no difieren entre si, mientras que el progreso mas bajo de la

enfermedad se evidenci6 en el tratamiento quimico (T5) (1 147,5) (Figura 9).
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Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), causada por la inoculacion
de A. solani sobre hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.

Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey (p<0,05).
Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); T4 (Control
Quimico con Azoxystrobin y Tebuconazole); T5 (Testigo absoluto).

Por otro lado, en la figura 10, se indican los resultados de la variable ABCPEE en la cual se
observa que el tratamiento testigo (T4) present6 el mayor progreso escalonado de la enfermedad
(16 015,9), mientras que el indice mas bajo se observo en el tratamiento quimico (T5) (11 602,3);
por otro lado, los tratamientos 1, 2 y 3, con Azotobacter (13169,7), Azospirillum (13 827),

Pseudomonas (13 978,6) son estadisticamente similares.
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Figura 11. Area bajo la curva escalonada del progreso de la enfermedad (ABCPEE), causada por
la inoculacion de A. solani sobre hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post
inoculacion.

Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Tukey (p<0,05).
Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); T4 (Control
Quimico con Azoxystrobin y Tebuconazole); T5 (Testigo absoluto).

Al evaluar la Tasa de Progreso de la Enfermedad (TPE), se encontrd que a los 30 dias después
de la aplicacién de los tratamientos se muestra un crecimiento que va desde 0,32 a 0,45 % por dia

del indculo de la enfermedad (Figura 11).
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Figura 12. Tasa de progreso de la enfermedad (TPE), causada por la inoculacion de A. solani sobre
hojas de tomate bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.

Barras con letras desiguales difieren significativamente por la prueba de Kruskall Wallis (a<0,05).
Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); T4 (Control
Quimico con Azoxystrobin y Tebuconazole); T5 (Testigo absoluto).
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Asi mismo se determing la eficacia del control o del biocontrol, donde la mayor eficacia se da
en el tratamiento 4, correspondiente al control quimico (44,76), mientras que los tratamientos 1, 2
y 3, con Azotobacter (32,2), Azospirillum (32,2) y Pseudomonas (28,01), difieren con el

tratamiento quimico, pero estadisticamente no presentas diferencias significativas entre si.
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Figure 13. Eficacia del biocontrol (ECB) causado por la inoculacion de A. solani sobre hojas de
tomate bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.

Letras que estan en cada barra, presentan diferencias entre rangos segun la prueba de Kruskal
Wallis (0<0,05).

Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); T4 (Control
Quimico con Azoxystrobin y Tebuconazole).

El indice de sanidad representa los dias que se necesitan para bajar los indices de severidad en
el cultivo de tomate, con ello se determind que en el tratamiento quimico (T4) la enfermedad se
puede reducir en 2 dias y 23 minutos, mientras que los tratamientos bacterianos no difieren entre
si, donde Azotobacter (T1) reduce la enfermedad en 3 dias y 71 minutos, Azospirillum (T2) en 4
dias y 09 minutos y Pseudomonas (T3) en 3 dias y 93 minutos; por lo que en los tratamientos
bacterianos no se presentan diferencias significativas y la enfermedad puede disminuir en un rango

de entre 3y 4 dias.
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Figura 14. indice de Sanidad (IS) causado por la inoculacion de A. solani sobre hojas de tomate
bajo condiciones controladas 30 dias post inoculacion.

Letras que estan en cada barra, presentan diferencias entre rangos segun la prueba de Kruskal
Wallis (p<0,05).

Leyenda: T1 (Azotobacter sp.); T2 (Azospirillum sp.); T3 (Pseudomonas sp.); T4 (Control
Quimico con Azoxystrobin y Tebuconazole); T5 (Testigo absoluto).
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7. DISCUSION
7.1. Discusion para el Primer Objetivo

Se encontro que la bacteria Azotobacter sp., tiene un buen potencial de para el control biolégico
de A. solani, lo que coincide con estudios anteriores de Rodriguez et al (2016) que demuestran la
efectividad de Azotobacter sp. y Bacillus sp. para el control de hongos fitopatdégeno en hortalizas.
Asi mismo, un estudio de Mushtaq et al., (2018) demostraron que la especie de Azotobacter
nigricans inhibe el crecimiento de A. solani en un 31,56 %. Sin embargo, en el presente estudio
Azotobacter sp. tuvo el mayor PICR con el 60,70 %, esto podria darse debido a que la cepa usada
esta caracterizada en género; por consecuencia, los resultados obtenidos confirman el potencial de
la bacteria en el control biologico de enfermedades fungosas, con porcentajes de inhibicién mas
altos que en estudios previos, debido a la posible variedad de especies encontradas dentro de la
cepa empleada.

Por otro lado, Azospirillum sp., y Pseudomonas sp. mostraron un nivel de biocontrol deficiente
al inhibir el crecimiento radial del hongo en un 33,92 % y un 33,84 %, respectivamente; resultados
que se difieren con lo obtenido por Mehmood et al., (2021) quienes estudiaron diversos géneros y
especies bacterianas, para el control de A. solani en papa y demostraron un efecto antagénico fuerte
y moderado, con valores de inhibicién del 72,1 % en Azospirillum lipferum y 27,6 % en
Azospirillum brasilence. Asi mismo, Joseph et al., (2017) estudiaron la efectividad de varias
bacterias en el control de A. solani y determinaron que dos aislados de Pseudomona fluorescens
inhiben el crecimiento del hongo en un 47,22 %y 45,55 %, correspondientemente, en condiciones
in vitro. Ademas, Gakegne etal. (2017) trabajaron con varias especies de Pseudomona y
demostraron que la efectividad de biocontrol depende de la cepa usada, en su estudio la cepa de P.
protegens PF-5 tiene efecto inhibitorio, fungicida y fungistatico sobre A. solani. Resultados que
indican que el nivel de biocontrol varia en funcién de la especie usada, donde las bacterias, a pesar
de ser del mismo género, presentan mayor o menor biocontrol en funcion de la especie utilizada,
al comparar los estudios previos con los obtenidos actualmente se refuerzan la idea de que
Azospirillum sp., y Pseudomonas sp. son una alternativa de biocontrol bajo condiciones in vitro.

De forma general se observo que Azotobacter sp., Azospirillum sp. y Pseudomonas sp.,
presentaron un efecto biocontrolador de A. solani en comparacion al testigo, esto puede deberse a
que las bacterias antagonistas son capaces de limitar el crecimiento fitopatégeno debido a la
competencia por nutrientes, minerales y espacio; ademas, son capaces de producir metabolitos

secundarios y espectro de antibioticos, incluido el acido fenacina-1-carboxilico (PCA),
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pirrolnitrina, pioluteorina, 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), zwittermicina. y los sideroforos,
pioquelina y pioverdina, que pueden suprimir los patdgenos (Hernandez-Rodriguez et al.,2014).
7.2. Discusion para el Segundo Obijetivo

El tratamiento quimico (Azoxystrobin + Tebuconazole) presentd los niveles més bajos de
severidad, coincidiendo con Alvarado (2017), quien utiliz6 varios fungicidas quimicos para el
control de Alternaria sp., en el cultivo de aji, y determiné que el tratamiento con principio activo
Azoxystrobin + Tebuconazole, controlo el 80 % del dafio efectuado por Alternaria sp., en cultivo
de aji escabeche. Asi mismo, Savitha y Ajithkumar (2016), evaluaron Azoxystrobin +
Tebuconazole en el control de Alternaria porri en cebolla y concluyé que podria usarse para el
manejo efectivo de la mancha morada de la cebolla, ya que redujo la enfermedad y obtuvo mayores
rendimientos, asi mismo menciona que Azoxystrobin y Tebuconazole pertenecen al grupo de
estobilurina y triazol, que podria haber matado las esporas de hongos, lo que dio como resultado
una menor incidencia de enfermedades y un mayor rendimiento. De igual manera, Serdyuk et al.
(2021), estudiaron la capacidad de los fungicidas para reducir la susceptibilidad de las plantas a
Alternaria, en el cultivo de mostaza parda, donde Azoxystrobin y Tebuconazole disminuyeron la
enfermedad en un 71 y 83 %, respectivamente. Por lo que todos los estudios mencionados, avalan
la efectividad de Azoxystrobin + Tebuconazole en el control de Alternaria, en diversos cultivos de

interés agricola.

Por otra parte, los tratamientos donde se usaron Azotobacter sp., Azospirillum sp. y
Pseudomonas sp., no mostraron diferencias significativas entre si, alzando niveles de severidad de
38 a 40 %; donde Azotobacter sp., y Azospirillum sp. Coincidiendo con Mehmood et al., (2021)
estudiaron el biocontrol de Azospirillum sp., en plantas de papa y determinaron que A. lipoferum
AL-3 redujo significativamente la incidencia de la enfermedad del tizon temprano, donde el indice
de enfermedad se disminuyé entre un 37,5 % y un 53,4 %, tanto en condiciones de invernadero
como en campo. Conjuntamente, Bhosale (2021), evalud el biocontrol de Azotobacter sp., y
demostro que la cepa de Azotobacter chroococcum SR-14 mostrdO mayor potencial antifingico
contra muchas enfermedades fungosas, entre ellas Alternaria; igualmente Mali y Bodhankar
(2009), informaron la inhibicidn de Aspergillus terrus, Alternaria alternata, Aspergillus flavus y
Fusarium oxysporum por Azotobacter chroococcum aislado del suelo de la rizosfera de plantas de
mani. Por otro lado, un estudio de Jagadeesh et al. (2009) encontraron que Pseudomonas gladioli

B25 controla la enfermedad del tizon temprano en un 60,2 %, sin embargo, esto difiere con lo
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encontrado en el presente estudio, debido a que la aplicacion del biocontrol se realiz6 por el método
de aspersion foliar, a diferencia del estudio de Jagadeesh et al., (2009), quienes optaron por la
combinacion de varios métodos (método de tratamiento de semillas + método de aplicacion al suelo
+ método de vivero + método de aspersion foliar + método de inmersion de raices), obteniendo un
control més eficiente de la enfermedad. Por otro lado, Rodriguez y Stefanova (2005), demostraron
que Pseudomona aeruginosa controla la severidad de A. solani hasta en un 41,07 %, lo cual es
similar al presente estudio. Con todos los estudios previos mencionados, se refuerza la idea de que
las bacterias presentan distintos niveles de biocontrol en funcién a la cepa y especie utilizada,
ademas, se ha demostrado que el método de aplicacion también es parte esencial en el control de
enfermedades, donde la combinacion de varios métodos de aplicacion presenta niveles mas altos

de biocontrol, lo que se visualiza con incidencia y severidad mas baja.

En referencia al parametro ABCPE y ABCPEE, se evidencio una mayor concentracion de
inoculo en el tratamiento testigo y la menor concentracion en el tratamiento quimico, siendo los
tratamientos bacterianos, estadisticamente similares. Un estudio realizado por Faberi et al. (2022),
donde estudiaron el control bioldgico con Trichoderma harzianum, en el cultivo de papa, aplicaron
el biocontrol cada 7 y cada 15 dias y determinaron que el progreso de la enfermedad (A. solani) es
mas lenta con la aplicacién semanal, en comparacion con el tratamiento testigo; lo que indica que
la aplicacion continua de los biocontroladores ayuda a reducir el area bajo la curva del progreso de
la enfermedad.

La tasa de progreso de la enfermedad no present6 diferencias significativas y varia de 0,32 a
0,45 %, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Faberi et al., (2022) donde determinaron
que tasa de crecimiento de Alternaria sp., sin la aplicacion del biocontrol, fue de 0,49 % por dia 'y
de 0,13 % por dia con la aplicacion de Trichoderma harzianum, indicando que al aplicar un

biocontrol la tasa de progreso de la enfermedad disminuye.

En base al pardmetro de eficacia del biocontrol, no se presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos bacterianos evaluados porque estan en un rango de 28 a 32 %, sin embargo,
la mayor eficacia se evidencia en el tratamiento quimico con valores del 44,76 %. Un estudio
realizado por Rodriguez y Stefanova (2005), determinaron que un biocontrolador a base de
Pseudomona aeruginosa presentd una eficacia del 48,82 %, aumentando el rendimiento de papa al

aplicar el biocontrol 4 veces, cada 7 dias; esto difiere con los resultados obtenidos para la eficacia
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de los biocontroladores bacterianos y puede deberse principalmente a que la aplicacion del
biocontrol se realizo solamente una vez, ademas no se trabajo con una especie en especifico, por
lo que se cree que las especies encontradas dentro de las cepas empleadas no poseen altas
caracteristicas biocontroladoras. Por otra parte, se ha observado que le principio activo
Azoxystrobin + Tebuconazole es eficiente en el control de Alternaria sp., por lo que Jambhulkar
et al. (2012) informaron que la pulverizacion de azoxistrobina mostr6 una efectividad del 38,9 %
en comparacion con el control, en Alternaria. Asi mismo, Sahu et al., (2013) determinaron que el
fungicida de estrobilurina Pristine 38 % es eficiente en el control de A. solani en tomate, mostrando
una eficacia de hasta un 31,88 %. Estudios previos corroboran la efectividad del tratamiento 5
(quimico), el cual es altamente eficaz en el control de A. solani, segun Garcia (2011), la
axozitrobina, al pertenecer al grupo de las estrobilurinas intervienen sobre la respiracion
mitrocondrial, lo que impide la germinacion de esporas y el crecimiento de micelios; mientras que
el grupo de los triazoles (Tebuconazole) inhibe la biosintesis del ergosterol, disminuyendo la

fluidez e integridad de la membrana celular del patégeno.

Finalmente, se pudo observar, en relacion con el indice de sanidaddel cultivo que, la enfermedad
se puede reducir en un rango de 2 a 4 dias, donde el tratamiento quimico presenta los mejores
indices de sanidad. La reduccidon de la enfermedad puede deberse principalmente a los mecanismos
de accion empleada tanto por las bacterias antagonistas, como por los principios activos del
tratamiento quimico. Chulze (2023), menciona que los agentes de control bioldgico de origen
micobiano pueden ejercer accidn directa o indirecta sobre los patgenos, directa afectando sus
procesos reproductivos, impidiendo su alimentacidén o causando la muerte, e indirectos cuando
estimulan mecanismos de defensa propios de la planta. Asi mismo, Miles et al. (2004),
determinaron que los triazoles y las estrobilurinas son eficientes para controlar enfermedades

fungosas y necesario para obtener frutos saludables.
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8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se determind que bajo condiciones in vitro, la capacidad
antagonica de Pseudomonas sp. y Azospirillum sp. es deficiente con un PICR de 33,92 % y
33,84 %, respectivamente, mientras que Azotobacter sp. tiene un PICR mayor al 60,70 %, el
mismo que ejerce un nivel de biocontrol bueno para Alternaria solani, en comparacion del
tratamiento control.

El tratamiento quimico presentd los indices mas bajos de severidad y de forma general fue el
méas eficaz en el control de la enfermedad, mientras que las bacterias Azotobacter sp.,
Azospirillum sp, y Pseudomonas sp., no presentan diferencias entre si al momento de controlar
la enfermedad; sin embargo, mostraron un biocontrol significativo en comparacion con el

testigo.
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9. RECOMENDACIONES

v’ En futuros ensayos probar diferentes concentraciones de suspensiones bacterianas e identificar
las bacterias a nivel de especie, para que se puedan encontrar especies mas eficientes en el
control de A. solani, ya que en el presente estudio solo se trabajé con una concentracion
bacteriana identificada en género, mas no en especie.

v Para la aplicacion del patégeno se puede experimentar con varias formas de aplicacion, por
aspersion, inmersion de raices, aplicacion edafica, etc.

v' Para el control bioldgico de A. solani se recomienda usar Azotobacter sp., Azospirillum sp. y

Pseudomonas sp. en concentraciones de 108 o superiores.
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11. ANEXOS

Anexo 2. Cultivo del patégeno (A. solani).
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Anexo 4. Técnica de difusion en medio de cultivo. a) Orificios en el medio de cultivo (PDA); b)

Aplicacidn de suspensiones bacterianas; c) Colocar el patdgeno en el centro del medio de cultivo.

Anexo 5. Sellar y etiquetar las cajas con los nombres de los tratamientos de estudio.
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Inch/mm

Anexo 6. Toma de datos, con calibrador digital.

Analisis de la wvarianza

Variakble H E=

R Aj CV

FICE 28 0,63

0,58 57,81

Cnadro de Analisis de la Varianza

(5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor |
Modela 5292,47 3 1764,16 13,47 <0,0001
Tratamiento 5292,47 3 1764,16 13,47 <0,0001
Error 3143,18 24 130,97
Total 8435,65 27

Anexo 7. Analisis de varianzas.

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=16,87T7465
Error: 130,9&587 gl: 24

Tratamiento Mediaz n E.E.

38,87 T 4,33 A

20,15 7 4,33 =
20,12 7 4,33 B
0,00 7 4,33 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

Anexo 8. Prueba Tukey.

(p = 0,05)
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Anexo 10. Sintomas caracteristicos de Alternaria solani, en hojas de tomate.
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