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1. Titulo
“Identificacion y biocontrol de los microorganismos causantes de la Marchitez Vascular del
Babaco (Vasconcellea heilbornii Badillo) procedentes de Loja”



2. Resumen

La enfermedad Marchitez Vascular del Babaco (MVB), ocasionada por el complejo de
hongos del género Fusarium spp. es una de las enfermedades de mayor importancia econémica.
Ha provocado grandes devastaciones en las plantaciones del cultivo, lo que ha llevado a los
agricultores a recurrir a estrategias de control quimico e incluso a abandonar la actividad debido
a la disminucién del rendimiento. Existe una alternativa de control util ademés de amigable con
el ambiente, se trata del control bioldgico, que propone la bldsqueda de microorganismos
antagonistas para controlar los microorganismos patdégenos. El objetivo de esta investigacion
consistio primeramente en caracterizar los aislados asociados a la MVB, en Loja, para lo cual
se recolectaron muestras de raiz de Babaco con sintomas de MVB y se caracterizaron,
morfolégica y culturalmente, teniendo en cuenta aspectos como: pigmentacion de las colonias,
tipo de micelio, medicion del crecimiento radial, conteo de esporas, medicién de macro y
microconidios. Posteriormente, se evalud el antagonismo in vitro de Trichoderma spp.
Penicillium spp. y Lecanicillium spp. contra los 5 aislados de Fusarium spp. para ello se utiliz6
un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial y los datos se procesaron
estadisticamente comprobando supuestos de homogeneidad y varianza mediante pruebas de
Tukey. Los resultados obtenidos indican que los 5 aislados presentan caracteristicas
correspondientes al género Fusarium spp. en el cual se observé variabilidad, lo que refleja la
presencia de diversas especies de Fusarium spp. y segun la tasa de crecimiento radial se
identificaron dos categorias de clasificacion: 2 aislados con crecimiento medio y 3 con
crecimiento rapido. Referente al biocontrol los resultados indican que la cepa de Trichoderma
spp. mostré un potencial alto de PICR: >50 % de los aislados de Fusarium spp, por lo que se lo
clasifica como un buen controlador. Las cepas de Penicillium spp. y Lecanicillium spp.
demostraron un potencial menor como biocontroladores. Se concluye que Trichoderma spp. es
el mejor controlador, destacando por su eficacia en la inhibicion de Fusarium spp.

Palabras clave: Caracterizacibn morfoldgica, caracterizacién cultural, potencial de

biocontroles, antagonismo.



2.1 Absatract

Babaco vascular wilt disease (BVD), caused by a complex of fungi of the genus
Fusarium spp. is one of the most economically important diseases. It has caused great
devastation in the crop's plantations, leading growers to use chemical control strategies and
even to stop the activity due to the decrease in yields. There is a useful and environmentally
friendly control alternative: biological control, which proposes the search for antagonistic
microorganisms to control pathogenic microorganisms. The objective of this research was first
to characterize the isolates associated with BVM in Loja, for which samples of Babaco roots
with symptoms of BVM were collected and characterized morphologically and culturally,
taking into account aspects such as: colony pigmentation, mycelial type, measurement of radial
growth, spore count, measurement of macro and microconidia. Posteriorly, the in vitro
antagonism of Trichoderma spp. Penicillum spp. and Lecanicillum spp. against the 5 isolates
of Fusarium spp. was evaluated using a completely randomized design with bifactorial
arrangement and the data were statistically processed by testing assumptions of homogeneity
and variance by Tukey's tests. The results obtained indicate that the 5 isolates present
characteristics corresponding to the genus Fusarium spp. in which variability was observed,
reflecting the presence of various species of Fusarium spp. and according to the radial growth
rate, two classification categories were identified: 2 isolates with medium growth and 3 with
rapid growth. Regarding biocontrol, the results indicate that the strain of Trichoderma spp.
showed a high potential of PICR: >50 % of the isolates of Fusarium spp, so it is classified as a
good controller. Penicillum spp. and Lecanicillum spp. strains showed a lower potential as
biocontrollers. It is concluded that Trichoderma spp. is the best controller, standing out for its
efficacy in the inhibition of Fusarium spp.
Key words: Morphological characterization, cultural characterization, biocontrol potential,

antagonism.



3. Introduccién

El babaco (Vasconcellea x helbornii (Badillo) es considerado como una fruta exotica,
originario de las zonas andinas de Ecuador y Colombia, un hibrido del cruce natural entre
Vasconcellea cundinamarcensis (Chamburo) x Vasconcellea stipulata (Toronche), se lo
encuentra en nuestro pais en la zona central sur; provincia de Loja, por lo que se le denomina
fruta andina (Freire, 2015). Desde un punto de vista econémico y nutricional, tiene un gran
potencial como especie cultivable. Es una fruta de importancia, ya que presenta ventajas
competitivas en el mercado interno y perspectiva de exportacion, pues, sus caracteristicas de
sabor, aroma, carencia de semillas y buena capacidad de conservacién han dado lugar a que sea

demandada por el mercado exterior (Bejarano, 2003).

Sin embargo, a pesar de su importante potencial, el babaco enfrenta desafios
significativos relacionados con enfermedades entre las cuales se encuentran infecciones
bacterianas masivas causadas por Erwinia y Agrobacterium, asi como el hongo Fusarium
oxysporum. Vasconcellea, que hasta el momento es responsable de la Marchitez Vascular del
Babaco (MVB), el mismo que ha generado pérdidas significativas (Scheldeman et al., 2003).
Valencia (2014) menciona que la MVB ha disminuido muchas plantaciones y finalmente ha
sido la causa del abandono de las mismas, y efectivamente de la reduccion significativa del area
de cultivo, tanto a nivel provincial y nacional. Asi mismo esta enfermedad se caracteriza por la
obstruccion de los vasos conductores del babaco, lo que ocasiona la muerte de las plantas
afectadas, la misma que es causada por un complejo de hongos del género Fusarium que

interacttan con la planta (Robles et al., 2016).

Frente a la problematica una de las alternativas para contrarrestar los dafios causados
por patdgenos, se encuentra el control bilégico o biocontrol. Una alternativa sostenible y
respetuosa con el medioambiente para el control de enfermedades en los cultivos. La utilizacion
de organismos beneficiosos, como hongos o bacterias antagonistas, reduce la incidencia y
severidad de la Marchitez Vascular, sin generar problemas de resistencia 0 contaminacion.
Entre los microorganismos mas importantes se encuentran las bacterias de los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacteriaceas y hongos de los géneros Gliocladium, Penicillium
y Trichoderma, éste Gltimo el mas utilizado para el control de un grupo importante de patégenos
del suelo (Pérez, 2004).



Aunque se han llevado a cabo estudios previos sobre la enfermedad, aln existen algunas
dudas en cuanto a la caracterizacion de los microorganismos causantes de la misma. Segun
Ochoa & Ellis (2002), las limitantes mas importantes de la produccion del babaco estan
asociadas con la escasez de tecnologias de manejo de enfermedades, es por ello, que las
investigaciones y el uso de agentes de control bioldgico se muestra como una alternativa
ventajosa frente a la utilizacién del control quimico (Pérez, 2004), consecuentemente es
importante la busqueda y comprobacion de organismos diferentes capaces de controlar los

agentes patdgenos que causan considerables pérdidas.

La presente investigacion tiene el objetivo de evaluar la eficacia de los biocontroles
frente a los microorganismos causantes de la MVB procedentes de Loja. Al abordar esta
cuestion critica, no solo buscamos comprender la dinamica de la interaccion de los biocontroles
y los patégenos, sino también proporcionar informacion valiosa que pueda contribuir a
desarrollar estrategias de manejo méas efectivas para la gestion de la enfermedad, reducir las
pérdidas econdémicas y promover una produccién sostenible de babaco.



4. Marco teorico.

4.1 Origen, evolucion y distribucién geogréafica del babaco

El origen del babaco se encuentra en los valles interandinos de la provincia de Loja,
en Ecuador. En la actualidad el cultivo se encuentra presente en diversas provincias del
Ecuador, incluyendo Imbabura (Atuntaqui, Perucho y Otavalo), Pichincha (Tumbaco, San
Antonio de Pichincha, San José de Minas, Guayllabamba), Tungurahua (Patate, Bafios,
Pelileo), Chimborazo (Penipe, Pallatanga y Huigra), Azuay (El Valle de Cuenca, Paute,
Gualaceo), Loja (Loja, Malacatos y Vilcabamba), entre otros (Montenegro, 2009).

Muchas investigaciones sobre la clasificacion de V. heilbornii se han basado en
analisis filogenéticos y molecular; donde se destacan teorias sobre el origen y la ubicacion
taxonomica del babaco. Una de ellas se refiere a la hibridacion entre V. cundimarcensis
(Chamburo) y V. stipulata (Toronche), lo que indica que se produjo una hibridacién en una
etapa anterior de su evolucion; lo que permitid la aparicién de los primeros individuos de V.
heilbornii (Robles et al., 2016).

El sur del Ecuador esté considerado como centro de biodiversidad de las papayas de
montafia, especies andinas del reciente género Vasconcellea, familia Caricaceae
(Montenegro 2009). El hibrido natural V. x heilbornii , comercialmente Ilamado babaco, es
cultivado al nivel comercial en Ecuador y obtiene interés del mercado internacional que esta

expandiéndose continuamente con nuevas frutas subtropicales (Scheldeman et al., 2003).

4.2 Morfologia y taxonomia

Raiz. — Formada por raices principales, gruesas verticales, tipo carnosas, de estas salen

las raices absorbentes, que tienen una longitud de acuerdo con el diametro de las hojas de la

planta hasta de 90 cm de largo, y se encuentran superficialmente (Maldonado, 2011).

Tallo. - Es cilindrico, no lefioso, de color verde cuando joven y verde olivaceo cuando

maduro, este puede alcanzar mas de 2 metros de altura, es recto, esponjoso, no tiene

ramificaciones secundarias y solo emite brotes primarios (Maldonado, 2011).

Hojas. — Se distribuyen de manera alterna a lo largo del tallo, cada una con su respectivo

limbo. Inicialmente verdes, su color torna oscuro con el tiempo, de limbo lobulado, con cinco

a siete I6bulos (Maldonado, 2011).



Flores. — Se forman cuando la planta ha alcanzado cierta madurez y brotan de manera
continua en las axilas de las hojas, son de forma acampanada, femeninas, solitarias, pétalos de

color blanco-amarillento-verde y sépalos verde oscuros (Maldonado, 2011).

Frutos. - Es una baya alargada, con una pulpa jugosa, aromatica y de color crema, con
pocas semillas amarillentas e infértiles. Su &pice o extremo es semipunton de forma pentagonal,
su base es redondeada y concavas donde se articula el pediculo. Su tamafio varia de 20 a 30
centimetros de largo y de 6 a 11 centimetros de didmetros y su puede pesar hasta 2 kilogramos.

Tiene un sabor similar a la pifia, la fresa y la naranja (Maldonado, 2011).

Como manifiesta Badillo en la Gltima actualizacion que tuvo la clasificacion de dicha especie,
en la tabla 1 se muestra la taxonomia del babaco.

Tabla 1. Taxonomia del babaco (Robles, 2013).

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden: Brassicales

Familia: Caricacea

Género: Vasconcellea

Especie: Vasconcellea heilbornii var.

pentagona Badillo

4.3 Principal Enfermedad del Babaco
4.3.1 Marchitez VVascular del Babaco.

La aparicion de la enfermedad MVB tiene su origen en Ecuador durante la década
de 1990, coincidiendo con el auge en la produccidn y exportacion del babaco hacia mercados
internacionales, principalmente desde las provincias del sur del pais. En el afio de 1996 se
observo la presencia de una enfermedad relevante que atacaba las raices del babaco en
invernaderos de la Sierra centro del pais (Ochoa & Fonseca, 2000).

e Sintomatologia
Los primeros indicios de los marchitamientos vasculares en las plantas se manifiestan a

través de afectaciones en su sistema vascular. Estos sintomas incluyen la pérdida de turgencia
en la célula, clorosis, marchitamiento general y finalmente la muerte de la planta (Dean et al.,
2012).



En el caso singular de la enfermedad causada por Fusarium spp. los sintomas suelen
presentarse en etapas cercanas a la floracion; las plantas son raquiticas, con un amarillamiento

blanguecino ascendente y marchitamiento (Eraso et al., 2014).

4.4 Importancia econdémica y geografica de la MVB.

Las enfermedades de origen fungico son responsables de las considerables pérdidas en
diversos cultivos, incluyendo el babaco (Freire, 2015). La MVB es una enfermedad que ha
ocasionado la reduccién del cultivo en un 100 % (Ochoa & Fonseca, 2000). Fusarium
oxysporum, se destaca como una de las principales causas de mermas significativas en los
rendimientos de este fruto, lo que ha obligado a muchos agricultores a modificar sus practicas
de produccidn; sin embargo, los estudios actuales mencionan que existen mas patdgenos que
interacttan con la planta y ocasionan la enfermedad (Ochoa & Fonseca, 2000; Robles et al.,
2016).

4.5 Factores predisponentes y de propagacién de la MVB.

Segun Agrios (2005), los factores predisponentes son: propagacion mediante factores
bidticos y abidticos, la incidencia en cultivos mal manejados que puede llegar al 100 % vy
cultivos con sistemas de riego por aspersion.

Ademas el patdgeno se disemina entre plantaciones, principalmente por material de
siembra, a través del agua de riego, y ademas el viento (Fonseca & Ochoa, 1998; Ochoa & Ellis,
2002).

4.6 Microorganismos causantes de la Marchitez Vascular.
El género Fusarium spp. esta asociado con enfermedades que afectan las raices y el
sistema vascular de diversas plantas. Provoca la marchitez de varias especies vegetales,

incluyendo algunas gramineas (Silva et al., 2007).

4.6.1 Fusarium

Es un género de hongos saprofito y parésito de plantas de distribucion mundial, reside
de manera natural en el suelo y en materia organica en descomposicion. Es conocido por su
capacidad fitopatdgena que tiene un impacto en una amplia gama de cultivos.

Fusarium oxysporum es una de la especie de hongo fitopatogeno morfoldgicamente la
mas variable, pudiendo llegar a constituir entre el 8 y 10 % del total de la flora fungosa del
suelo (Fernadez, 1979). Una de las posibles causas por las que las estrategias de control para
dicha enfermedad son débilmente efectivas, segln algunas investigaciones recientes realizadas

por Robles et al. (2014) indican que la propagacion de la enfermedad no se debe Gnicamente a



la incidencia de F. oxysporum, sino que in volucra un sistema patolégico complejo que

interactta con la planta.

Segun Hoog et al., (2000) y Leslie & Summerell (2006), la clasificacion de Fusarium

es la siguiente (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Fusarium spp.

Division: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium
Especie: F. oxysporum

4.7 ldentificacion morfologica de especies de Fusarium.

Tradicionalmente, la identificacion de las especies de Fusariumse lleva a cabo
considerando caracteristicas morfologicas tales como la forma y el tamafio de los macro y
microconidios; asi como la presencia o ausencia de clamidosporas. Ademas, se evalla la
apariencia, forma y pigmentacion de las colonias, junto con la velocidad de crecimiento. Es
importante comprender las caracteristicas morfolégicas para identificar las especies de
Fusarium causantes de muerte en plantas de babaco (Renteria et al., 2020).

La morfologia de las colonias es altamente variable y puede presentar dos tipos, siendo
particularmente relevante la de tipo micelial, caracterizada por el crecimiento abundante de
micelio aéreo con una textura algodonosa. Las colonias muestran una coloracion variable, desde
blanco hasta tonos rosado durazno, pero usualmente presentan un matiz parpura o violeta mas
intenso en la superficie del agar y la presencia limitada de microconidias (Garcés et al., 2001).

Las estructuras representativas de la clase Deuteromycetes incluyen a los hongos
superiores, que poseen micelio tabicado, que no se conocen por reproducirse sexualmente, o si
lo hacen, es rara o simplemente no se ha documentado. Estos hongos se reproducen
asexualmente mediante la formacion de esporas Ilamadas conidios, que pueden ser de diversas
formas y tamafios, hialinos u oscuros, unicelulares o multicelulares, y pueden presentarse de

forma libre o agrupados en ramilletes o cadenas (Esteli, 2011).



e Etiologia

El hongo produce tres categorias de esporas llamadas: macroconidio, microconidio y
clamidosporas. Algunas especies producen los tres tipos de esporas, mientras que otras especies
no.
v El macroconidio es el 6rgano principal para la caracterizacion (Figura 1), no
solamente de las especies, sino también del género Fusarium; su forma y tamario
varia segun la especie (Leslie & Summerell, 2006).

v El microconidio es una caracteristica principal en la taxonomia del género Fusarium
y se considera su presencia o ausencia. Si el conidio esta presente, las caracteristicas
a considerarse son: forma, modo de formacion, si esta solo, en falsas cabezas o en
cadenas (Leslie & Summerell, 2006).

v’ Las clamidosporas si estan presentes, pueden estar solas, en pares, en grupos o en
cadenas. Su pared puede ser rugosa, gruesa o lisa. Esta es una espora que sobrevive
ante ambientes adversos que garantiza la supervivencia y supervivencia del hongo

cadenas (Leslie & Summerell, 2006).

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas para la identificacion de especies de Fusarium.
A-D: formas representativas de macroconidios. E-H: formas de la célula apical del

macroconidio. I-L: formas de la célula basal del macroconidio (Leslie & Summerell, 2006).

e Patologia

Los procesos de infeccidon de Fusarium inician con la germinacion de las clamidosporas
presentes en residuos de cosechas pasadas o el micelio presente en el suelo, el mismo que
penetra a mediante la raiz o por dafios mecéanicos al nivel de las raices de las plantas. EI hongo

extiende sus estructuras dentro de la corteza de la raiz, alcanza la endodermis y llega a los vasos
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xilematicos, desde donde asciende y se expande por toda la planta. EI micelio se multiplica y
crea sus primeras estructuras reproductivas (microconidios), que obstruyen los vasos, alterando
el volumen del agua disponible para las hojas y el funcionamiento general de toda la planta.
Esto conduce al cierre de los estomas, marchitamiento de hojas y la muerte de la planta (Dean
etal., 2012).

4.8 Métodos de diagnostico y deteccion de los microorganismos

4.8.1 Hongos fitopatdgenos

La mayoria de las especies de microorganismos son mesdfilas (20-30 °C), se desarrollan
mejor en pH entre 4-7 y en ambientes con humedad relativa 60 % (Granados, 2018).

Su cuerpo esta conformado de un talo vegetativo conocido como micelio, el cual esta
constituido por filamentos tubulares ramificados conocidos como hifas. La presencia o ausencia
de tabiques transversales en el micelio constituyen la primera caracteristica distintiva para su
identificacion; por lo tanto, si la hifa presenta tabiques (septos), se denomina micelio septado,
y si carece de ellos, se denomina micelio cenocitico. Esta distincion en la presencia de tabiques

transversales es crucial para diferenciar entre ambos tipos de micelio.

4.8.2 Aislamiento de hongos fitopatogenos

El aislamiento se refiere al proceso de separacion de microorganismos de su sustrato
natural (planta) para cultivarlos en un medio artificial. El aislamiento y cultivos tienen varios
propdsitos, el mas comun en un laboratorio de fitopatologia es encontrar la causa de una
enfermedad desconocida, pero también pueden tener fines didacticos o de investigacion sobre
taxonomia, fisiologia y genética microbiana. Es comln también cuando se desea tener cepas
puras, en la evaluacion de productos quimicos in vitro (Chile, 2016).

El método méas comln para aislar patégenos de hojas infectadas y otros érganos de la
planta implica seleccionar cortes pequefios de 5 a 10 mm? desde el borde de la lesidn infectada,
de manera que incluyan tejidos enfermos y aparentemente sanos (Agrios, 2005).

Para que el hongo crezca y esporule no solo se necesita un fragmento del material
hospedante, sino de medios de cultivos recomendados para hongos (Agrios, 2007).

4.8.3 Medios de cultivo

El medio de cultivo se refiere a una sustancia o solucion que proporciona las condiciones
necesarias para el desarrollo de microorganismos, mientras que el cultivo se define como el
resultado obtenido del crecimiento y proliferacion de un organismo en dicho medio (Cafiedo &
Ames, 2004).
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v' Agar Papa Dextrosa (PDA). Se utiliza como medio de cultivo para evaluar la
morfologia y pigmentacion de las colonias. Su elevado contenido de carbohidratos
promueve un mayor crecimiento, aunque puede retardar la esporulacion hasta por un
mes, lo que puede resultar en la formacion de colonias atipicas. La temperatura de

incubacidn de los hongos en este medio es de 25 a 28 ° C (Camacho, 2009).

4.9 ldentificacion de hongos
Para la identificacion de hongos fitopatdgenos es necesario la observacion de sus
estructuras somaticas y reproductivas. Para determinar el género y especie del hongo patdégeno
son necesarios el empleo de la técnica de camara himeda (aislamiento) y el uso de claves
taxondmicas (Calzada, 2002; Chile, 2016).

4.10 Biocontrol de la Marchitez VVascular

El control bioldgico o biocontrol, consiste en el uso de microorganismos para reducir la
densidad de poblacion o el impacto de un organismo plaga, y hacerlo menos perjudicial de lo
gue es. Los mecanismos mas estudiados han sido micoparasitismo, competicién y
antibiosis. Por otra parte, la capacidad de poseer diferentes modos de accion puede ser
responsables de controlar diferentes enfermedades en el mismo huésped o enfermedad en
distintos huéspedes (Sempere & Santamarina, 2008).

En el control biol6gico microbiano, se emplean esporas o filtrados de cultivos de hongos
antagonistas que actian mediante productos metabdlicos. Estos productos ejercen su accion
sobre la pared celular, membrana y los acidos nucleicos de los hospederos, o bien, mediante
micoparasitismo, matando directamente las estructuras invadidas. Este proceso contribuye a
reducir la concentracion de esporas o la densidad poblacional, lo que permite el ataque de
muchos hongos fitopatogenos de gran importancia econdmica (Cueva, 2007). Se han descrito
aislados de Trichoderma, Gliocadium, Talaromyces flavus, Aspergillus fumigatus, Stilbella
aciculosa, Acremonium zeae, Phomopsis spp. y especies de Penicillium como Penicillium
nigricans y otros hongos que producen antibioticos con actividad biocontroladora frente a otras
especies fungicas (Sempere & Santamarina, 2008).

Ademas, la presencia de metabolitos secundarios producidos por algunos
microorganismos, pueden inducir procesos de resistencia en las plantas, estimulando la
produccidn de substancias inhibidoras (Cueva, 2007). El uso de antagonistas, como los hongos
del género Trichoderma destaca por su versatilidad, adaptabilidad y facilidad de manipulacion,

lo que los convierte en una opcidn efectiva en el manejo de enfermedades causadas por
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patdgenos flangicos del suelo, como Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y
Fusarium, entre otros (Guédez et al., 2012).

El control biologico basado en hongos, como Trichoderma, es una alternativa eficaz a
largo plazo, debido a que implica la adaptacion del microorganismo al medio ambiente y su
establecimiento en los ecosistemas, un mecanismo muy diferente al de los productos quimicos,
que son compuestos inertes. En el manejo integrado de enfermedades, todos estos elementos
deben tenerse en cuenta (Guédez et al., 2012). Controladores biolégicos como Trichoderma
spp. han demostrado efectos positivos en el control de diversas enfermedades debido a su
interaccion sinérgica dentro de un consorcio (Sudheer et al., 2013). Estos hongos predominan
en los ecosistemas terrestres y acuaticos, beneficiandose de su alta capacidad reproductiva y
tolerancia a condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad, asi como la presencia de
materia organica y humedad (Argumedo et al., 2009).

Segun el estudio realizado por Martinez (2012), sobre la evaluacion y seleccién de cepas
de Trichoderma spp. para control bioldgico de Fusarium spp. en maracuya, en condiciones in
vitro. Se determind que la evaluacion del PICR (porcentaje de inhibicién del crecimiento radial)
tuvo un 50%, la cual corresponde al grado 2 de la escala de capacidad antagonica frente a la
cepa de Fusarium solani.

Penicillium es un género productor de polisacaridos y enzimas que degradan la pectina,
ademas de secretar glucanasas, celulasas, hemicelulasas y otras enzimas que degradan la pared
celular del patdégeno (Sempere & Santamarina, 2008).

Dentro de los mecanismos responsables de su capacidad antagonista incluyen antibiosis,
competencia (espacio-nutrientes), micoparasitismo, desactivacion de enzimas de los patogenos,
etc (Martinez et al., 2013).

Actualmente, no existen estudios de efecto de Lecanicillium spp. en la MVB, sin

embargo, datan algunos estudios de aplicacién en el hongo Hemileia vastatrix.
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5. Metodologia
5.1 Disefio metodologico

5.1.1 Descripcion de las Zonas Estudio
Loja esté situada en la parte sur del pais y es la provincia con la menor altitud entre las
10 provincias que compone la region interandina. Su topografia es notablemente variada, abarca
desde zonas montafiosas hasta areas de sabana, y posee una gran diversidad de climas.
v La Argelia: Es un barrio situado al sur de la hoya de Loja, perteneciente a la parroquia
Punzara, que forma parte del canton y provincia de Loja. Esta aproximadamente a 5 km
de la ciudad (Vera, 2019).
v" Tierras coloradas: Es un barrio ubicado en una topografia elevada perteneciente a la
parroquia San Sebastian y en los limites de la ciudad de Loja. Algunos sectores tienen
una topografia bastante pronunciada (Ponce & Michael, 2018).
v Consacola: Es una localidad ubicada en el norte de Loja, en la parroquia Sucre.
En la Tabla 3 se pueden cada una de las coordenadas geograficas de las localidades de
recoleccion de muestras.
Tabla 3. Origen de las muestras del Babaco para el aislamiento de microorganismos flngicos

de Loja

Coordenadas geograéficas
Canton Localidad Cadigo Latitud (S) Longitud (O)  Altitud (msnm)

Argelia M1R1 4°02° 47 79° 12’ 407 2135
Tierras M3R1
Loja Coloradas M3R2 4°0’ 45> 79° 14’ 297 2420
c | M5R2
OnSaCO a [V} b 2 (s} b 2
M5R5 ~ -3°58°217  79°12’56 2100

Leyenda: Argelia (M1), Tierras Coloradas (M3) y Consacola (M5).
5.1.2 Condiciones Climaticas

Las condiciones climaticas imperantes en Loja se caracterizan por una temperatura
calida y moderada. Incluso en el mes mas seco hay mucha lluvia. El clima aqui se clasifica
como Cfb (C: Templado, f: Precipitaciones constantes y b: Templado) por el sistema Koppen-
Geiger. La temperatura en este lugar es de aproximadamente 15.0 °C, segun determina el
analisis estadistico. La precipitacion anual en esta localidad es de aproximadamente 1453 mm.
La zona de vida a la que pertenece, segun Holdridge es bosque seco montano bajo (Cafadas,
1993).
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5.1.3 Localizacion y duracion del experimento
El desarrollo del proyecto se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Nacional
de Loja, en el laboratorio de Sanidad Vegetal correspondiente a la carrera de agronomia de la
Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables. La duracién del experimento tiene

un tiempo estimado de 5 meses (180 dias).

5.1.4 Tipo de investigacion

La investigacion es de caracter cuantitativo, cualitativo; la misma que permitio medir
los indicadores de los dos tipos como: Tasa de Crecimiento Radial (TCR) y color de colonias,
entre otros. Es descriptivo y explicativo, porque se describieron las caracteristicas de los
microorganismos causantes de la marchitez vascular del babaco, asi como la fundamentacién
de las posibles razones del nivel de incidencia o inhibicion de los microorganismos
fitopatdgenos frente a los antagonistas. El disefio es de tipo experimental debido a que se realiza
en condiciones de laboratorio.

5.1.5 Disefio experimental

Para el primer objetivo especifico se realizé un disefio experimental completamente al
azar, el cual estuvo determinado por aislados de microorganismos patdgenos asociados a la
MVB (Fusarium spp.) de las diferentes zonas. Para el segundo objetivo especifico se realizd un
disefio experimental con arreglo bifactorial con 20 tratamientos que corresponde a cinco
aislados de Fusarium spp. y cuatro antagonistas. Los tratamientos utilizados fueron: T1:
M1R1+Trichoderma spp. T2: M1R1+Penicillium spp. T3: M1R1+ Lecanicillium spp. T4:
M3R1+Trichoderma spp. T5: M3R1+Penicillium spp. T6: M3R1+ Lecanicillium spp. T7:
M3R2+Trichoderma spp. T8: M3R2+Penicillium spp. T9: M3R2+ Lecanicillium spp. T10:
M5R2+Trichoderma spp. T11: M5R2 +Penicillium spp. T12: M5R2+ Lecanicillium sp. T13:
M5R5+Trichoderma spp. T14: M5R5+Penicillium spp. T15: M5R5+ Lecanicillium spp. Los
respectivos testigos son: T16: M1R1, T17: M3R1, T18:M3R2, T19: M5R2, T20: M5R5.

Disefio experimental: DCA bifactorial

Unidad experimental: Cajas de Petri

Factores o variables independientes: 4 Antagonistas y 5 aislados patdgenos
Numero de tratamientos: 20 incluidos el testigo

Variable dependiente: % de inhibicién

Numero de replicas: 6 por cada tratamiento

Testigo absoluto: Uno
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5.1.6 Modelo mateméatico del disefio experimental

Yijk=-t + a; + B; + (aB);j + Vi + Eiji
Donde:
Yiji: Es la 1-ésima observacion de los i-j- ésimos tratamientos.

i: 1...a niveles del factor 1.

j: 1...b niveles del factor 2.

k: 1.... r nimeros de bloque.

u: es la media general.

a;: Es el i-esimo efecto del primer factor.

p;: Es el j-esimo efecto del segundo factor.

(ap);;: Es el ij-esimo efecto del primer factor y el segundo.

¥k Es el k-esimo bloque.

E;jx: Es el error aleatorio del ij-esimo efecto en el k-esimo bloque.

5.2 Metodologia general

5.2.1 Metodologia para el primer objetivo

“Caracterizar morfologica y culturalmente los microorganismos asociados a la MVB
procedentes de Loja”
e Colecta de muestras y aislamiento de los microorganismos asociados a la MVB.

Los muestreos fueron llevados a cabo desde el 26 de octubre al 11 de noviembre de
2023, en zonas de mayor produccién de babaco en el Cantdn Loja, Ecuador, (Tabla 4). Las
muestras recolectadas fueron obtenidas de plantas que presentaban sintomas tales como clorosis
en las hojas inferiores, decoloracién de los haces vasculares, pudricion en cuello y base del
tallo, asi como defoliacion. Los sintomas se caracterizaron, tanto en el campo como en el
laboratorio. El analisis de las muestras se realizé mediante cortes transversales y longitudinales
de las raices afectadas, utilizando observaciones visuales a simple vista y con la asistencia de
un microscopio estereoscopico de la marca Olympus, con objetivo de 10x.

Tabla 4. Areas de muestreo de la marchitez vascular del babaco en Loja

Total, de muestras

Cantones Parroquia Barrios colectadas
Punzara Argelia 1
Loja Sucre Tierras Coloradas 2
Carigén Consacola 2

Para el procesamiento de muestras, se realizaron cortes de explantes en la zona raiz y

tallo de lesiones en fases tempranas e intermedias de la enfermedad. Las muestras extraidas de
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las raices y los tallos de las plantas fueron sometidas a un lavado con agua corriente durante un
periodo de 3 minutos, con el fin de eliminar particulas de suelo del area recolectada.
Posteriormente, las muestras seleccionadas (secciones afectadas de tallos y raices) se cortaron
en segmentos de 0,3 a 0,5 cm de largo y se desinfectaron durante 2 min en hipoclorito de sodio
(NaClO) al 2,5 %, seguido de 1 min en alcohol etilico al 70 %. Ademas, se llevé a cabo un
enjuague de tres veces con agua destilada, cada una durante 1 min. El propdsito de este
procedimiento fue eliminar cualquier macroorganismos saproéfitos y no patogénicos presente en
la superficie del tejido vegetal.

A continuacion, el tejido vegetal desinfectado, se siembra en cajas Petri (90 x 15 mm),
empleando un medio de cultivo PDA (Difco). Luego, se procede a sellar las cajas Petri con
papel Parafilm e incubar durante 48 h a 28 °C.

Posteriormente, se tomaron cinco secciones del tejido vegetal previamente desinfectado
se colocaron en cajas de Petri (90 x 15 mm) que contenian medio de cultivo PDA (20 mm). Las
cajas de Petri se sellaron con papel Parafilm y se incubaron durante 48 h a £ 28 °C, tomando
en cuenta el procedimiento sugerido por Leslie & Summerell (2006). Los hongos que se
desarrollaron se transfirieron a medio de cultivo PDA utilizando la técnica de corte de punta de
hifa (Rojas, 2011). Finalmente, se realizaron observaciones al microscopio (40x) y se
efectuaron cortes de discos de agar que contenian esporas individuales germinadas. Estas
esporas se transfirieron a medio de cultivo PDA, para su incubacién (Nelson et al., 1983).

e Caracterizacion morfo-cultural

La caracterizacion morfologica y cultural de los hongos obtenidos de las raices del
babaco se realizO mediante el uso de claves taxondémicas propuestas por Barnett & Hunter
(1987), Watanabe (2002) y Leslie & Summerell (2006). Proceso que incluyo el andlisis de
diversas caracteristicas morfoldgicas, considerando el tipo y el color de la colonia [anverso y
reverso (de acuerdo con la tabla de colores propuesta por Rayner (1970)], asi como la
determinacion de la Tasa de Crecimiento Radial (TCR), la medicion y conteo de las estructuras
reproductivas.

Ademas, para el calcular de TCR, se sembraron 6 cajas de Petri (90 x 15 mm), con
medio de cultivo PDA por cada muestra. Se transfirié de forma aséptica un disco del cultivo
fangico (7,61 mm de radio) que contenian estructuras vegetativas al medio de cultivo PDA. Las
cajas se sellaron e incubaron a £ 28 °C en una incubadora digital (durante 72 h). El calculo de
la TCR (mm/dia) se llevé a cabo comparando el crecimiento a los cuatro dias con el de tres
dias, el de seis dias con el de cinco dias, y el de ocho dias con el de siete dias y asi

sucesivamente. La TCR se calculé segun la formula propuesta por Baldrian & Gabriel, (2002).
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(Df — Di)

TCR= ———
(Tf— Ti)

Donde:

Donde: TCR: Tasa de crecimiento radial; Df: Diametro final (mm); Di: Diametro inicial
(mm); Tf: Tiempo final (dias); Ti: Tiempo inicial (dias).

Los valores de diametros inicial (Di) y final (Df), asi como los tiempos iniciales (Ti) y
final (Tf) correspondieron a la variacion diaria en crecimiento y tiempo transcurrido. La toma
de medidas se realiz6 durante un periodo de ocho dias, ya que a partir de este tiempo varios de
los aislados cubrieron toda la superficie de la placa. Los aislados se agruparon segun las
categorias de crecimiento: lento (10 mm de crecimiento por dia), medio (10-12 mm de
crecimiento por dia) y rapido (>12 mm de crecimiento por dia) (Dubey et al., 2010).

Ademas, se procedié a medir y caracterizar las estructuras reproductivas, para lo cual
se hicieron microcultivos de cada aislado en medio de cultivo PDA, los cuales se incubaron a
+ 28 °C por 72 h. Después de la incubacion, se examinaron las muestras utilizando un
microscopio (40x) y para medir se utilizé el programa imagen J, en el cual se midio el largo y
ancho tanto de macroconidios como de microconidios. Se realizaron mediciones de 100
microconidios y 100 macroconidios, seleccionados al azar para determinar su tamafio promedio
(Castario, 1998). Ademas, se realizo el conteo de conidios en cada uno de los aislados, mediante
el método de conteo por cuadrantes en la camara Neubauer, con un aumento de 40x. Para el

calculo de la concentracion final de UFC se utiliz6 la formula descrita por Rojas-Trivifio (2011).

Numero de celulas x 10 000

Concentracion (UFC) = —
( ) Numero de cuadrantes contados

La identidad a nivel de género de los aislados fungicos se establecio, seguin las
caracteristicas morfoldgicas (macro y microscépicas) y culturales. Ademas, se utilizaron las
claves detalladas de Barnett & Hunter (1987), Watanabe (2002), Leslie & Summerell (2006).

5.2.2 Metodologia para el segundo objetivo
“Realizar pruebas de biocontrol con microorganismos antagonistas bajo condiciones in vitro.”
Los antagonistas fueron proporcionados por el laboratorio de sanidad vegetal y Biotecnhologia
de la UNL.
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e Pruebas de antagonismo in vitro a partir de cultivos duales

Una vez caracterizados los 5 aislados de Fusarium spp. se procedié a activar los tres
biocontroladores: Trichoderma spp. Penicillium spp. y Lecanicillium spp.

En el caso de antagonistas fungicos como Trichoderma spp. Penicillium spp. vy
Lecanicillium spp. se realizaron cultivos duales, segin Hassan et al. (2014), y se colocé un
disco de 3 mm de didmetro, tanto de la colonia del antagonista, como de la colonia del patégeno
(6 dias), enfrentados en cajas de Petri con medio de cultivo PDA. Se utilizaron tratamientos
controles, en los cuales se coloco un disco del hongo patdégeno de 3 mm de didmetro en el centro

de las placas, con medio de cultivo PDA. Todas las placas se incubaron a + 28 °C.

5.3 Pardmetros Evaluados

El anlisis estadistico se llevo a cabo con el paquete estadistico Infostat. Para analizar
la TCR, y realizar la cuantificacion y mediciones de las estructuras reproductivas, se utilizaron
disefios experimentales completamente aleatorios, con un total de 6 réplicas. En todos los casos,
se verificaron los supuestos de homogeneidad y normalidad de las varianzas, en caso de
cumplirse los supuestos, se realizaron pruebas paramétricas, con el analisis de varianza
(ANOVA) y la comparacién de medias mediante las pruebas de Tukey (a<0.05) (Leech et al.,
2005).

Las evaluaciones se llevaron a cabo cada 24 horas utilizando un calibrador digital tipo
pie de rey, y los valores se registraron en milimetros. La toma de datos no finalizé hasta que
colonizo toda la placa el tratamiento control. Se determind el porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial (PICR) (Suérez et al., 2008).

Formula 1

PICR — (R1 —R2)
N R1

lxlOO

Donde R1 es el radio del tratamiento control y R2 es el radio del tratamiento en cultivo dual

Se aplico un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial con 15 tratamientos
y 6 repeticiones (cajas de Petri) por tratamiento, que incluyd los tratamientos controles. Los
tratamientos utilizados fueron: T1: M1R1+Trichoderma spp. T2: M1R1+Penicillium spp.
T3: M1R1+ Lecanicillium spp. T4: M3R1+Trichoderma spp. T5: M3R1+Penicillium spp.

T6: M3R1+ Lecanicillium spp. T7: M3R2+Trichoderma spp. T8: M3R2+Penicillium spp.
T9: M3R2+ Lecanicillium spp. T10: M5R2+Trichoderma spp. T11: M5R2 +Penicillium spp.
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T12: M5R2+ Lecanicillium spp. T13: M5R5+Trichoderma spp. T14: M5R5+Penicillium spp.
T15: M5R5+ Lecanicillium spp.

Los resultados del PICR se analizaron mediante la utilizacion de la prueba del ANOVA
(0<0.05), previa comparacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas,

mediante el uso del programa Infostat.
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6. Resultados

6.1 Resultados para el primer objetivo
En el aislamiento de microorganismos asociados a la MVB de las diferentes zonas de
Loja, se obtuvieron 5 colonias. Los aislados se caracterizaron morfoldgica y culturalmente
utilizando claves taxondmicas de Barnett & Hunter (1987); Watanabe (2003); Leslie &
Summerell (2006). Estas claves detallaron analisis como el tipo de micelio (TDM), el color de
la colonia (CDC), la cuantificacion del crecimiento radial y las medidas de las estructuras

reproductivas.

6.1.1 Caracterizacion cultural de los aislados de Fusarium spp.

Al analizar la pigmentacion de los aislados, en el anverso de las cajas con medio de
cultivo PDA se observo que variaron entre blanco cremoso, y blanco anaranjado, excepto el
aislado M5R5 que presento tonalidad violeta en el centro. En el reverso la coloracion fue entre
crema, blanco, rosado, amarillo; el aislado M1R1 presento mayor variabilidad de pigmentacion
respecto al resto. Todos los aislados mostraron colonias con bordes redondeados y
regulares, con una textura afelpada y algodonosa. La formacion de anillos se evidenci6 en el
aislado M5R2. Se muestran los colores caracteristicos de Fusarium spp. de cada una de las

colonias de los diferentes lugares de aislamiento, después de 10 dias de crecimiento (Figura 2).

ANVERSO REVERSO

e

I

M1R1

M3R1

M3R2
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M5R2

M5R5

Figura 2. Caracteristicas culturales (Pigmentacién del anverso y reverso) de los aislados de Fusarium
spp. procedentes de Loja en medio de cultivo PDA.

Leyenda: La Argelia (M1R1), Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5).
Fuente: El autor

Para la respectiva caracterizacion cultural de cada uno de los aislados fangicos se ha

establecido una tabla con datos cualitativos (Tabla 6), la cual nos explica las caracteristicas del

color de cada una de las colonias y el tipo de micelio, en el cual podemos destacar variaciones

de micelio en los diferentes aislados de Fusarium spp. tal como se detalla en la tabla.

Tabla 5. Caracteristicas culturales de los aislados de Fusarium spp. colectados en zonas productivas
de babaco en Loja, Ecuador (Datos Cualitativos).

Aislado  Origen del
aislado

Color de colonias

Tipo de micelio

Anverso

Reverso

M1R1 Argelia

M3R1 Consacola

M3R2 Consacola

M5R2 Tierras
Coloradas

Color blanco a
amarillento

Blanco a color
crema

Color Blanco a
color morado
palido

Color blanco a
color
anaranjado

Amarillo verdoso
(Pantone PMS 121)

Color crema
(Pantone PMS
1485)

Color crema a
anaranjado
(Pantone PMS 719)

Color rosa palido
(Pantone PMS 706)

Aéreo escaso, o denso flocoso

Aéreo abundante, flocoso

Aéreo denso, algodonoso

Crecimiento radial con anillos
concéntricos, aéreo, denso,
algodonoso.
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M5R5 Tierras
Coloradas

Color durazno

a blanco

Color durazno a

naranja

(Pantone PMS 152)

Aéreo escaso o flocoso de
color durazno con tientes
purpura.

Leyenda: La Argelia (M1R1), Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5).

Como referencia de colores se empled colores Pantone PMS.

6.1.2 Caracterizacion morfoldgica de los aislados de Fusarium spp.

Seguidamente, en la tabla 7 (tabla de datos cuantitativos) se representa la tasa de crecimiento

radial (TCR) de los diferentes aislados. Cada dato representa el promedio de la medicion radial

en milimetros (mm) durante los intervalos de tiempo sefialados. En este parametro se observan

pequenfias variaciones entre los diferentes intervalos de tiempo.

También en la misma tabla podemos apreciar el conteo de las estructuras reproductivas, donde

se representa el conteo de los conidios por cada cuadrante de la cAmara Neubauer Doble. De

esta manera podemos evidenciar que los mejores resultados estadisticos corresponden al aislado
M5R2 procedente de (Tierras Coloradas), luego le sigue M3R1 (Consacola), M1R1 (La
Argelia), M5R5 (Tierras Coloradas) y finalmente M3R2 (Consacola).

Tabla 6. Caracteristicas culturales de los aislados de Fusarium spp. colectados en zonas productivas

de babaco en Loja, Ecuador (Datos Cuantitativos).

Tasa de crecimiento radial (mm)

Aislado Origen de Numero de
aislado Dia2 Dia4 Dia6 Dia 8 Dia10 conidios/mL
M1R1 Argelia 3,74 13,69 11,49 10,81b 13,11bc 5,35x10%ab
M3R1 Consacola 3,15 1420 1369 1342ab 16,54ab 5,53 x10°ab
M3R2 Consacola 2,77 14,32 14,97 1556a 14,68abc 3,43x10°Db
Tierras
M5R2  Coloradas  3.68 1493 1326 12,73ab 1688a 879x10°a
Tierras 2,66 1523 1251 11,79ab 12,06c 4,34x10°b

M5R5 Coloradas

Leyenda: La Argelia (M1rl), Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5).
Medias con letras distintas en cada columna difieren segln la prueba de Tukey (a<0,05) (n=30)

Segun prueba Tukey entre aislados existe poca diferencia significativa.
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En la Tabla 7 se puede determinar que el nimero de estructuras reproductivas no influye
en la tasa de crecimiento radial de los aislados, sin embargo, es evidente que existe pequefias

variabilidades en las evaluaciones de los aislados de cada localidad.

Continuamente se procedid a observar a nivel microscopico las estructuras de cada uno
de los aislados, en el cual se observo a nivel de macroconidias formas diferentes entre cada uno
de los aislados, para el M1R1 presento conidios curvados con una media de 2 a 4 septos, el
aislado M3R1 presento conidios ligeramente curvados con una media de tres septos y con un
pie basal, el aislado M3R2 presento conidios con extremos redondeados, rectas y una media de
septos de 2 a 4, el M5R2 presento conidios alargadas, curvadas, con parte apical de forma
puntiaguda y parte basal en forma de gancho, el ultimo aislado correspondiente a M5R5
presenta largos conidios con un mayor nimero de septos (7 septos), células apicales con ligera
forma de gancho y células basales con ligera forma de pie.
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-0 gy, g
- s Y
\\.‘;‘:
T
< ="
M3R1 M3R2
- P
e e u;en*’ 4 3
2:%' A

24



M5R2

o,
e

Pt

=
e

M5R5

Figura 3. Estructuras macrocanidios de los diferentes aislados de Fusarium spp., observados en

microscopio 40x.
Fuente: El autor

La tabla 9 presenta los datos de tamafio de macro y microconidios por cada aislado. Los

valores estan expresados en micras (um), y representan el promedio de las mediciones tomadas.

Ademas, se proporciona informacion sobre el nimero de septos correspondiente.

Dados estos resultados se define que el asilado con mayor tamafio de macro conidios es
el M5R5, luego el M3R1, M5R2 y finalmente el M1R1 y M3R2. El mejor valor estadistico

para los macroconidios correspondio al aislado M5R5, mientras que para los microconidios el

aislado M3R1.

Tabla 7. Tamafio de macro y microconidios de Fusarium spp., colectados en zonas productivas de
babaco en Loja, Ecuador (Datos Cuantitativos)

Aislado  Origen de Macroconidios Microconidios
aislado Talla (um) Forma Septo Talla (um)

2y4

M1R1 Argelia 24,083x4,727 ab Curvada septos 11,34x2,987 b

3 septos
M3R1 Consacola  26,74x4,500 ab Ligeramente 14,40x3,076 a
curvado

2y4

M3R2 Consacola  23,023x3,572 ¢ Ancha y redonda septos 10,01x3,282 b
Tierras 2y3

M5R2 Coloradas  25,142x3,660 b Curvado septos 10,04x1,934 b
Tierras Largas y curvadas, 2y 7

M5R5 Coloradas  32,338x3,239 a forma de pie septos 9,21x2,306 b

Leyenda: La Argelia (M1rl), Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5).
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Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey
(a<0,05) (n=200).

6.2 Resultados para el segundo objetivo
6.2.1 PICR
En las cajas de Petri se observa los diferentes crecimientos e inhibiciones de los aislados
de Fusarium spp. en contacto con los antagonistas: Trichoderma spp. Penicillium spp. y
Lecanicillium spp. a nivel anverso y reverso, en el cual a simple vista se puede apreciar que la
Trichoderma spp. ha funcionado mejor como controladora de Fusarium spp., colonizando las

tres cuartas partes de la caja de Petri.

26



Figura 4. Biocontroles de los diferentes aislados de Fusarium spp. con los antagonistas.

Fuente: El autor
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Las siguientes tablas (Tabla 8 y Tabla 9) presentan los datos correspondientes al PICR de los
diferentes tratamientos, expresado en porcentaje y su vez en milimetros. Cabe destacar que la tabla 8
indica los valores correspondientes a los dias: dos, cuatro y seis; la tabla 9 indican los valores
correspondientes a los dias siguientes: ocho, diez y doce en donde se complet6 el llenado de la caja de
Petri del tratamiento control. Las tablas 8 y 9 ademas nos resalta los valores representativos entre
los diferentes dias; Primeramente, observando en la tabla 8 de PICR, en el dia dos se reflejan
diferencias significativas entre los tratamientos, en donde destaca el tratamiento M3R1T (T4:
M3R1+Trichoderma spp) con un 25,87% de inhibicion. En el dia 4, el tratamiento M3R2T (T7:
M3R2+Trichoderma spp) con un 43,22%, y en el dia 6 el mejor biocontrol se obtuvo en el
tratamiento M3R2T (T7: M3R2+Trichoderma spp) con un 68,16%.

En latabla 9, correspondiente al dia 8 con un 76,69% para el tratamiento M5R5T (T13:
M5R5+Trichoderma spp), dia 10 con 76,51 % correspondiente al tratamiento M3R2T (T7:
M3R2+Trichoderma spp) y finalmente al dia 12 con 83,06 % para el tratamiento M5R2T (T10:
M5R2+Trichoderma spp). Los resultados traducen a la Trichoderma spp. como el

biocontrolador maés eficaz.

Ademaés, es importante resaltar que la inhibicion ya significativa por biocontroladores
empez6 desde el dia cuatro, es decir a la segunda medicion ya Trichoderma spp. empez6 a
controlar a los aislados de Fusarium spp. En cambio, para Lecanicillium spp. la inhibicién

significativa empez0 al dia 6 y para Penicillium spp. igualmente, al dia 6.
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (%) de aislados de Fusarium spp. con los
respectivos biocontroladores.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (%6)

Tratamientos | mm Dia 2 (%) mm Dia 4 (%) mm Dia 6 (%)
M1R1T 5,77 15,57 ab 11,97 29,70 abcdef 9,37 59,88 ab
M1R1P 6,78 2,00b 13,49 20,60 bedef 21,60 10,68 fg
M1R1L 6,58 4,45 ab 14,32 15,76 cdef 14,87 32,40 cde
M3R1T 591 25,87 a 10,90 35,97 abc 11,03 56,08 ab
M3R1P 7,32 9,48 ab 11,66 31,65 abcde 16,17 30,77 cdef
M3R1L 8,23 5,69 ab 16,85 9,89 f 20,59 17,25 efg
M3R2T 6,95 6,96 ab 10,33 43,22 a 8,99 68,16 a
M3R2P 6,62 10,66 ab 12,27 32,66 abcd 16,43 41,69 cd
M3R2L 6,94 3,02b 14,96 18,11 cdef 15,77 46,58 abcd
M5R2T 7,05 13,36 ab 9,66 41,03 ab 10,38 58,68 ab
M5R2P 7,51 7,25 ab 14,78 9,95 f 22,30 12,74 efg
M5R2L 7,66 8,75 ab 14,66 10,31 f 18,93 25,36 defg
M5R5T 5,35 11,39 ab 10,98 24,87 abcde 9,50 59,83 ab
M5R5P 6,06 2,15b 13,17 11,444 ef 22,43 571¢g
M5R5L 5,84 4,16 ab 12,76 13,98 def 21,78 8,79¢g

M1R1 6,55 16,52 21,61
M3R1 8,19 17,27 24,76
M3R2 6,8 18,34 28,4
M5R2 7,95 16,55 25,63
M5R5 6,02 13,77 23,85
EEX + 2,41 2,52 2,50

Leyenda: T1: Trichoderma spp. P: Penicillium spp. L: Lecanicillium spp. La Argelia (M1R1),
Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5). Medias con letras distintas en una
misma columna difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey (a<0,05) (n=90).
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Referente a la tabla 9, interpretando desde la perspectiva de los PICR por aislado durante el
ultimo dia de evaluacion (dia 12), se observa que para el primer aislado M1R1 se ha obtenido
un mayor biocontrol con la aplicacion antagénica de Trichoderma spp. con un porcentaje de
79,87 %; con la aplicacion de Lecanicillium spp. se ha obtenido un PICR de 51,64 %; mientras
que con la aplicacion de Penicillium spp. su porcentaje corresponde a 37,83 %.

Para el aislamiento M3R1 se ha obtenido un mayor control con el antagonista
Trichoderma spp. con 74,35 %, luego con Penicillium spp. con 42 % y Lecanicillium spp. con
un valor de 39,35 %.

Respecto a el aislamiento M3R2 igualmente el resultado mas positivo es con aplicacion
de Trichoderma spp. de (76,5 %), Lecanicillium spp. (48,01 %) y Penicillium spp. (33,56 %-
dia 10).

En cuanto al aislado M5R2 el mejor biocontrolador igualmente se aprecia que es
Trichoderma spp. con un porcentaje de inhibicion de 83,06 %, Lecanicillium spp. (51,50%) y
Penicillium spp (40,20%).

Y para el asilado M5R5 Trichoderma spp. ha controlado en un 77,30 %, Lecanicillium
spp. (48,73 %) y Penicillium spp. (30,53%).

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (%) de aislados de Fusarium spp. con
los respectivos biocontroladores.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (%6)

Tratamientos | mm Dia 8 (%) mm Dia 10 (%) mm Dia 12 (%)
M1R1T 13,82 59,90 abc 12,25 73,53 a 8,16 79,87 a
M1R1P 24,76 28,27 de 27,86 29,05 cd 24,86 37,83b
M1R1L 17,99 47,54 bede 25,79 34,86 bc 19,31 51,64 b
M3R1T 14,51 60,07 abc 13,10 72,33 a 9,18 74,36 a
M3R1P 17,57 50,97 bcd 23,34 44,63 b 21,37 36,41 b
M3R1L 22,79 36,88 cde 30,35 25,43 bc 21,63 39,35b
M3R2T 12,97 66,50 ab 11,57 76,51 a -
M3R2P 17,37 55,36 abc 23,77 42,82 be -
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M3R2L 20,07 48 bede 26,94 33,56 bc -
M5R2T 11,47 63,90 a 12,28 68,94 ab 6,69 83,06 a
M5R2P 24,42 549 e 27,38 23,62 be 23,47 40,20 b
M5R2L 21,65 27,77 de 30,30 17,28 ¢ 19,18 51,50 b
M5R5T 7,51 76,69 a 11,04 75,09 a 8,38 77,30 a
M5R5P 25,14 21,22 de 38,54 20,53 hc 25,54 30,53 b
M5R5L 20,61 35,60 cde 30,35 22,35 b 18,85 48,73 b
M1R1 32,77 35,05 40,74

M3R1 34,01 36,71 37,02

M3R2 38,71 36,41

M5R2 32,59 33,25 39,33

M5R5 32,55 33,13 36,91

EEX + 3,42 3,18 3,09

Leyenda: T1: Trichoderma spp. P: Penicillium spp. L: Lecanicillium spp. La Argelia (M1R1),
Consacola (M3R1) y (M3R2), Tierras Coloradas (M5R2) y (M5R5). Medias con letras distintas en una
misma columna difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey (a<0,05) (n=90).
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7. Discusiones

Un gran nimero de especies han sido descritas dentro del género Fusarium por diversos
autores, sin embargo 70 especies son consideradas por Leslie & Summerell (2006).

En el medio de cultivo PDA los aislamientos presentaron pigmentaciones entre
amarillentos, colores crema y rosa palido, estos resultados coinciden con los informados por
Villanueva et al. (2018), la existencia de algunas especies de Fusarium gque pueden presentar,
en medios de cultivo sintético, colonias blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo rojizo, rojo
carmin, rosa, purpura e incluso azuladas.

Adicionalmente, se detecto variabilidad entre aislamientos de una misma especie, lo que
sugiere la posible existencia de biotipos, aspectos en los que se debe profundizar en estudios
posteriores. Todo ello refleja la intensa evolucion que esta sucediendo en el género Fusarium
y la variedad de especies capaces de afectar el cultivo (Duarte et al., 2016).

La Tabla 9 muestra las medias de ancho y largo de los macroconidios segun el nimero
de septos y el promedio de células. El analisis estadistico reveld variaciones significativas en el
largo y ancho promedio de los macroconidios entre los aislados; sin embargo, la variabilidad
de tamafios dentro de las especies no permitio identificar diferencias entre ellos.

Dadas las caracteristicas morfoldgicas y culturales de los diferentes aislado se determina
que el aislamiento M3R2 presenta caracteristicas tipicas de Fusarium oxysporum, conforme a
lo encontrado en las investigaciones descritas por Renteria et al. (2018), en su aislamiento (Fo-
38); caracteristicas tales como macroconidios alargados y ligeramente curvados con tres septos,
siendo el extremo basal puntiagudo y la célula apical con ligera forma de gancho, junto con
microconidias ovaladas y sin septos. Ademas, presenta un rapido crecimiento de micelio aéreo,
con coloraciones blanco a anaranjado, estas caracteristicas coinciden con la investigacion
realizada por de Salazar et al. (2020), en sus aislados. Sosa et al., (2022) informaron que las
macroconidias de Fusarium oxysporum asociado a Nicotiana tabacum L. tienen una longitud
8,17-33,35 um y ancho de 1,45-6,30 um; y 3 septos lo cual coincidio con lo observado en el
presente estudio pues el tamafio de las macroconidias observadas de Fusarium oxysporum da
un promedio de 23, 023 x 3,572 pm.

El aislado M3R2 se observan macroconidias abundantes y redondos, con 2 a 4 septos,
de forma ancha y redonda, la célula apical es redonda y el pie basal carece de definicion, las
microconidias son abundantes y pueden o no presentar divisiones, con colores crema. Estos

resultados concuerdan con los hallazgos de resultados Salazar et al, (2020) en sus aislamientos
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PA (013, 014, 015). Los cultivos de Fusarium solani suelen ser de color blanco a crema con
escaso micelio (Leslie & Summerell, 2006). La forma de los microconidios coincide con
resultados reportados por Chehri et al.,(2011).

Los demas aislados presentan carcateristicas entre Fusarium brachygibbosum y
Fusarium falciforme, sin embargo, por la similitud de caracteristicas entre especies de
Fusarium es bastante dificil acertar de manera clara la especie de estos aislados. Es por ello que

para una mejor complementacion y concretar la especie se asignen los criterios moleculares.

Respecto a los resultados del segundo objetivo especifico, del efecto de los
biocontroladores, en su primer caso con Trichoderma spp. se ha obtenido valores de medias
PICR mayores al 50 % lo que significa segun la tabla de determinacion de capacidad antagonica
de Trichoderma Bell et al. (1982), que la inhibicién se encuentra en un nivel 2 en donde el
antagonista crece las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo, lo que es un nivel
significativo de inhibicion. Resultados semejantes se reportan por Martinez (2012) sobre la
evaluacion y seleccién de cepas de Trichoderma spp. para control bioldgico de Fusarium spp.,
en maracuya, en condiciones in vitro, donde se determind que la evaluacién del PICR tuvo un
50%, la cual corresponde al grado 2 de la escala de capacidad antagdnica frente a la cepa de
Fusarium solani. Otros estudios reportan una clase de antagonismo de sepas de Trichoderma
spp. en un nivel 2, con porcentajes de inhibicion entre el 70% y 95%, considerandose como
agentes potenciales del biocontrol de hongos patdgenos (Michel et al., 2019).

El buen desempefio de Trichoderma spp contra los aislados patdgenos sugiere que la
cepa tiene mecanismos de biocontrol activos. Las pruebas in vitro demostraron procesos de
competencia, antibiosis y parasitismo que logran la inhibir y destruir los patdégenos de interés.
La estructura celular de estos patégenos determina su nivel de afectacion.

En el control con Penicillium spp. los resultados reflejan un control medio de los
fitopatdgenos de babaco, se encuentra alrededor del 30%. Cal et al. (2008), destaca que especies
como Penicillium oxalicum tiene un amplio espectro de actividad contra diferentes hongos
fitopatdgenos en varios huéspedes. Se han informado la eficacia de Penicillium para diferentes
enfermedades en tomate dentro de ellas la Fusarium spp.

La actividad antagonista se atribuye a varios mecanismos, tales como competencia por
nutrientes y espacio, la liberacion de compuestos antifungicos, el parasitismo del patogeno, la
formacion de biopeliculas, la induccion de las defensas del huesped y la intervencion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) en la respuesta defensiva (Liu et al., 2013).
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Estudios de antagonismo asi mismo reflejan que se han observado reducciones altas del
crecimiento de patogenos en pruebas in vitro, confirmaron la antibiosis como penetracion,
progresion, colonizacion y esporulacion con otros hongos, igualmente en nuetro ensayo los
posibles mecanismos para explicar el antagonismo fueron la competencia.

En el caso del biocontrol con Lecanicillium spp. se obtuvieron resultados menores a los
evaluados con el antagonista Trichoderma, actualmente no hay estudios de aplicacion de
Lecanicillium en control de la Fusarium en Babaco, sin embargo, se ha obtenido un control en
nivel 3 segln la escala antagonica Bell et al., (1982), lo que indica que el antagonista y patdgeno
colonizan la mitad de la superficie del medio de cultivo y ninguno de los dos domina sobre otro.

Algunos estudios de control con Lecanicillium datan en la aplicacion en el hongo
Hemileia vastatrix en café.

Lecanicillium spp., se ha utilizado como agente de control biolégico en regiones
tropicales. En una investigacion reciente, Sanchez et al. (2024), resalta el potencial de
Lecanicillium como agente de control biol6gico contra la roya. Ademas, enfatiza la necesidad
de tomar en cuenta los factores abioticos, como la humedad relativa y la temperatura, para
optimizar su eficacia y adaptar su aplicacion a las condiciones especificas del entorno. EI género
Lecanicillium ha sido ampliamente estudiado, se ha registrado su utilidad como agente de
control bioldgico de mildius y uredinales. Se ha documentado que el porcentaje de parasitismo
de Lecanicillium spp. presenta variaciones dependiendo de las especies y aislamientos (Arriola
etal., 1998).

La penetracion del hongo en el huésped tiene lugar mediante la cuticula o a través de la
via oral. En el caso de la penetracion a través de la cuticula, intervienen enzimas como lipasas,
quitinasas y proteasas, las cuales se encargan de descomponer el tejido y facilitando asi la
penetracion de la espora. (Zambrano, 2019)

Diversas especies de hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de generar acidos
orgénicos, y algunos de ellos han sido involucrados al proceso infeccioso. Por ejemplo, se ha
reportado la produccion de acido oxalico entre los que se incluye al hongo Lecanicillium
(Verticillium. Este compuesto ha sido identificado como un factor de virulencia en hongos
fitopatdgenos (Asaff et al., 2006).

Es ampliamente conocido que pardmetros ambientales como los factores abiéticos (tipo
de suelo, temperatura del suelo, pH del suelo, potencial hidrico y similares) y bidticos (especies
y variedades de plantas, actividad microbiana del suelo), asi como otros factores como el
método y el momento de las aplicaciones pueden influir en la eficacia del control biol6gico
(Boughalleb et al., 2018).
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8. Conclusiones

Los cinco aislados obtenidos de los suelos rizosféricos del babaco de la ciudad de Loja,
presentaron caracteristicas morfologicas y culturales tipicas del género Fusarium spp.

La eficacia de los tratamientos se refleja notablemente en los resultados, especialmente en
T10 donde la combinacién de M5R5 con Trichoderma spp. logré un porcentaje de
inhibicién del 83,06%, seguido por T1, con M1R1 y Trichoderma spp. alcanzando un
79,87%. De esta manera se concluye que Trichoderma spp. podria ser un biocontrol efectivo
para reducir el crecimiento radial de Fusarium spp. debido a que represent6 el grado mas
alto de inhibicion.

El biocontrol con Lecanicillum spp. y Penicillium spp. si logro controlar la enfermedad,

pero a un menor nivel.
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9. Recomendaciones
e Se recomienda complementar la caracterizacion morfoldgica con técnicas moleculares para
obtener resultados mas definitivos y confiables.
e Obtener més aislados de la Marchitez VVascular del Babaco en diversas zonas del pais para
comprobar su variabilidad fenotipica y genotipica
e Aplicar el control bioldgico de la Marchitez VVascular del Babaco en condiciones de campo,
para evaluar su interaccion con diversos factores bidticos y abioticos y obtener resultados

mas asequibles para el agricultor.
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Anexo 3. Crecimiento de los aislados de Fusarium
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Anexo 7. Biocontroles finales de los aislados de Fusarium spp. con Trichoderma spp.
Penicillium spp. y Lecanicillium spp.
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Anexo 8. Tabulacién de datos en Excel de UFC
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1 MIR1 28305 3,533 100,00 15,089 3434 51,82
2 MIR1 27,848 4185 116,54 6,980 3,558 2483
3 MIR1 20,980 4164 87.36 18341 5,926 108,69
4 MIR1 26,809 4711 126,30 18341 5,870 107,66
5 MIR1 20222 4287 86.69 8,102 2,573 20,85
6 MiR1 24.562 4377 107 .51 9,157 1,756 16,08
7 MiR1 22.968 4417 101,45 0,635 2409 23.21
i MiR1 19,752 4347 85.86 11,140 2,721 30,38
9 MIR1 32,191 4,164 134,04 9.904 1831 18,13
10 MIR1 30.640 4.901 15017 11,173 2203 2562
1 MIR1 23,988 6,041 144,91 10255 2,171 2226
12 MiR1 20351 6,727 136,90 10,188 307 31.29
13 MIR1 22232 5.308 118,01 9710 2776 26,95
14 MIR1 19,747 5,889 116,29 2993 2409 24,07
15 MIR1 20,645 5.602 115,65 12,137 2,000 2427
16 M3R1 28,097 4348 12217 18343 4434 81,33

Anexo 9. Tabulacién de datos en Excel de tamafio de macro y microconidios

TRICHODERNA 08/02/2024 10/02/2024 120212024 140212024 16/02/2024 18/02/2024
M1R1 FUSARIUM DYTESTIGO FUSARIUM TESTIGO FUSARIUM TESTIGO FUSARIUK TESTIGO FUSARIUM TESTIGO FUSARIUM TESTIGO
1 834 9,57 13,27 19,52 11,51 2735 15,96 385 10,52 38,92 10,7 4497
2 887 9,01 16,39 2042 12,97 2357 19,78 373 16,2 36,53 16,94 4501
3 10,01 10,1 14,29 2017 13,15 2975 16,56 4382 13,09 4228 12,07 4422
4 5,44 11,17 12,95 19,78 1077 2787 16 39,29 10,38 38,03 958 4331
5 9,21 95 17,24 20,09 11,23 255 19,38 326 14,56 36,67 6,97 40
[ 776 10,13 15,67 20,03 14,49 2545 13,13 36,01 854 35,89 10,58 40,96
M3R1 [_____oemzoues I 1000202024 [_____tzmemoze I 1400202024 [_____1so2202e I 180022024
:-FUSARIJM TESTIGO FUSARIUN TESTIGO FUSARIUN TESTIGO FUSARIUM TESTIGO FUSARIUM TESTIGOD FUSARIUN
1 291 11,42 152 21,05 14,51 29,43 18 39,03 13,7 40,24 13,03
2 214 12,7 13,59 21,59 18,18 30,22 21,93 4352 17,89 38,83 15,67
3 915 915 13,81 20 13,17 248 16,62 35 12,57 39,56 12,44
4 10,33 12,01 13,13 15,63 12,34 243 14,89 36,96 9.1 38,8 10,74
5 795 945 12,8 21,52 12,22 29,82 15,8 4158 10,7 4273 277
[ 258 12,42 14,85 21,84 13,77 30,4 17,24 39,64 14,65 38,13 12,44
M3R2 08/02/2024 1040212024 1200212024 1410212024 16/02/2024 18/02/2024
FUSARIUNM !
1 a7 10,69 M77 222 954 32,62 13,99 41,59 2,54 37,83
2 944 994 13,11 2118 12,18 306 15,28 38,78 10,45 34 59
3 10,79 11 12,85 20 10,64 30 13,67 4124 11,22 ar41
4 967 987 14,82 21,01 13,74 30,61 17,52 4125 13,83 4121
5 10,07 10,3 15,66 20,45 13,98 30,44 18,88 4278 13,81 40,95
[ 11 11 11,76 2318 11,76 3413 16,49 44 53 11,15 44 51

Anexo 10. Tabulacion de datos en Excel de los biocontroles.

45



1 3 Resultados

EET 0 BPLASESwH

Error: 34,9575 gl: 75

Biocontrol Medias m  E.E.

M3ERI1T1 15,17 & 2,41 &

MIRIT1 S,06 6 2,41 2 B

MSR2T1 7,89 & 2,41 2 B

MSR3T1 6,25 & 2,41 A B

M3RZT2 6,17 & 2,41 A B

M3R1TZ2 5,47 6@ 2,41 & B

MSRZT3 5,06 © 2,41 8 B

MSRZ2TZ 4,20 6 2,41 2 B

M3RZT1 4,02 & 2,41 B B

M3R1T3 3,29 6 2,41 2 B

MIRI1T3 2,56 6 2,41 B

MSEST3 2,39 6 2,41 B

M3R2T3 1,74 & 2,41 B

MSRS5T2 1,24 & 2,41 B

M1R1T2 1,15 & 2,41 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p = 0,05}
30 MARAT? 2 743 0 8f 0 8Aa
:}R.ﬁu&ados
FEHT TBREEAL S SwE
Error: 38,0665 gl: 75
Bicocontrol Medias n E.E.
M3RZT1 25,78 & 2,52 A
MSERZT1 24,39 6 2,52 B B
M3RIT1 21,17 € 2,52 A B C
M3R2TZ2 19,20 & 2,52 A B C D
M3RI1TZ 18,65 © 2,52 A B C D E
MIRIT1 17,35 & 2,52 A B C D E F
MSRET1 14,45 € 2,52 A B C D E F
MIRI1ITZ 11,94 & 2,52 B C D E F
M3RZT3 10,51 & 2,52 C Db E F
MIR1T3 9,08 &6 2,52 C Db E F
MSRET3 8,05 & 2,52 D E F
MSRETZ 6,58 & 2,52 E F
MSRZT3 5,99 € 2,52 F
MSR2TZ2 5,76 & 2,52 F
M3R1T3 5,69 & 2,52 F
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

Anexo 11. Andalisis estadistico de biocontroladores.
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