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“BIOCONTROL DE LA MARCHITEZ VASCULAR DEL BABACO
(Vasconcellea heilbornii. var. pentagona) EMPLEANDO MICROORGANISMOS
ANTAGONISTAS.”



RESUMEN

El marchitamiento vascular del Babaco causado por Fusarium oxysporum constituye
una de las enfermedades destructivas en las areas cultivadas, es por ello que se planted
como objetivo: Evaluar el biocontrol de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB)
empleando microorganismos antagonistas bajo condiciones in vitro e in vivo sobre el
crecimiento del cultivo. La presente investigacion se llevd a cabo en el Centro de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja, los aislados de F. oxysporum (QUI2)
y (AML2) fueron proporcionados de la coleccién de microorganismos rizosféricos del
babaco del Centro de Biotecnologia, los aislados de Trichoderma viride (ECM®6) y las
rizobacterias (Enterobacter amnigenus, Kluyvera intermedia y Lelliottis amnigena). Se
realizaron dos ensayos triales hongo-hongo- bacteria (F. oxysporum-Trichoderma-E.
amnigenus, K. intermedia y L. amnigena). Se realizaron 7 tratamientos en laboratorio de
cada uno de los aislados de Fusarium oxysporum y 5 en invernadero. Para evaluar el
porcentaje de biocontrol de cada tratamiento, se midio el porcentaje de inhibicién de
crecimiento radial (PICR), empleando la férmula de Abbott. Para la evaluacion in vivo,
se emplearon 55 plantas de Babaco de 60 dias de edad, se procedio a la inoculacién con
una suspension de conidios de Fusarium y de Trichoderma de 1x10° UFC/ml, el
inbculo de la rizobacteria se prepar60 en forma de suspension ajustando a una
concentracion de 1x108 UFC/ml, con la Escala de McFarland. Se evalué el porcentaje
de biocontrol, tanto los ensayos de las pruebas in vitro como in vivo, fueron realizados
bajo un disefio completamente aleatorizado (DCA). El analisis estadistico se realizé con
el paquete estadistico SPSS version XXII. Para el analisis de varianza, se aplicé la
prueba de medias de Tukey, a fin de determinar los mejores tratamientos aplicados. El
control del marchitamiento vascular fue mas efectivo con el tratamiento de F.
oxysporum (AMLZ2) + Trichoderma + E. amnigenus, tanto en condiciones de laboratorio
como en la fase de invernadero. Se hizo evidente que las bacterias inoculadas en
solitario no son capaces de controlar la enfermedad. Estos resultados preliminares
permiten dilucidar el efecto controlador de diferentes combinaciones microbianas para

establecer una estrategia de biocontrol en el cultivo del Babaco.

PALABRAS CLAVE: Control biologico, antagonismo, Fusarium oxysporum,

Trichoderma spp.
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SUMMARY

Vascular wilt Babaco is caused by the fungus Fusarium oxysporum and is one of the
most destructive diseases in cultivated areas, and for this reason is the subject of this
research as to how to evaluate the biocontrol of Vascular Wilt Babaco (VWB) using
antagonistic microorganisms under in vitro and in vivo conditions on crop growth. This
research was conducted at the Center for Biotechnology at the National University of
Loja, isolates of F. oxysporum (QUI2) and (AML2) were taken from the collection of
babaco rhizosphere microorganisms from the Biotechnology Center as well as isolates
of Trichoderma viride (ECMG6) and rhizobacteria (Enterobacter amnigenus, Kluyvera
intermedia and Lelliottis amnigena). Two-industrial experiments on the fungus bacteria
(F. oxysporum-Trichoderma-E. amnigenus, K. and L. intermediate amnigena) were
conducted. 7 treatments were performed in laboratory of each of the Fusarium
oxysporum isolates and 5 treatments were conducted under greenhouse conditions. To
evaluate the percentage of biocontrol of each treatment, the inhibition percentage
pertaining to radial growth (IPRG) was measured using Abbott's formula. For the in
vivo evaluation, 55 x 60 day old plants were used, and inoculated with a conidia
suspension of Fusarium and Trichoderma 1x10® CFU / ml. The inoculum of
rizobacteria was prepared as a suspension adjusted to a concentration level of 1x108
CFU / ml on the McFarland scale. The percentage of biocontrol, both in vitro and in
vivo assays were conducted under a completely randomized design (CRD). Statistical
analysis was performed using SPSS version XXII. For the variance analysis the Tukey
test was applied to determine the best treatments applied. The control of vascular
wilting was more effective with the treatment of F. oxysporum (AML2) + Trichoderma
+ E. amnigenus, both under laboratory and greenhouse conditions. It became clear that
the bacteria inoculated on their own were unable to control the disease. These
preliminary results obtained clarified the controlling effect of different microbial

combinations in establishing a biocontrol strategy in the cultivation of Babaco.

KEYWORDS: Biological Control, antagonism, Fusarium oxysporum, Trichoderma

SPP.
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l. INTRODUCCION.

La marchitez vascular del babaco (MVB), causado por Fusarium
oxysporum, constituye una enfermedad importante y con mayor incidencia en
las zonas donde se cultiva el babaco, ocasionando graves pérdidas,
especialmente cuando se lo cultiva bajo invernadero, la cual es un ambiente

tipico para el desarrollo del patégeno (Ochoa y Fonseca, 2000).

En Ecuador, la mayoria de los suelos agricolas destinados a la produccion del
babaco, se encuentran altamente infestados con este patdgeno, el cual ha
ocasionado reducciones en la produccién de este cultivo hasta en un 100%
(Bravo, 2012).

Por lo expuesto anteriormente, la naturaleza saprofitica del patdégeno y su
gran capacidad de sobrevivencia, ha causado serios dafios de importancia
econémica en las zonas tradicionalmente productoras ubicadas en las
provincias de la zona norte y sur de la sierra ecuatoriana (Nufiez, 2008;
Jacome, 2011). La importancia de controlar al patégeno F. oxysporum f.sp.
vasconcellae radica en que el babaco se destina tanto al consumo fresco como
al procesamiento industrial, constituyendo ademas la fuente de sustento para
los agricultores dedicados a su produccion, que requieren de alternativas de
control favorables con el medio ambiente, que no pongan en peligro su salud y
gue controlen eficientemente los patégenos que afectan a este cultivo (Bravo,
2012).

Para el control de MVB, los agricultores han usado grandes cantidades de
plaguicidas, los cuales han resultado poco satisfactorios, debido a que
representan un riesgo para la salud humana y el ambiente ya que pueden
contaminar suelos, agua, sedimentos y aire (Ampuero, 2008). Ademas,
tomando en cuenta que los plaguicidas clasificados como extremadamente
téxicos por Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son de uso frecuente y la
importancia que representa el Babaco en el consumo y los altos niveles
aplicados para su produccion, particularmente en las zonas productoras, se

hace necesario la reduccion en el uso de estos productos por las razones



anteriormente expuestas. En base a ello, es importante sefialar que existe un
grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos antagonicos con
otros microorganismos y esta accion puede ser aprovechada como una forma
de control bioldgico de patdgenos vegetales. Entre los microorganismos mas
importantes se encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus
y Enterobacteriaceas y hongos de los géneros Gliocladium, Penicillum y
Trichoderma, siendo éste ultimo el mas utilizado para el control de un grupo

importante de patégenos del suelo. (Pérez, 2004; Druzhinina et al., 2011).

Dada la importancia del patégeno F. oxysporum f.sp. vasconcellae
causante de la MVB y con el propésito de hacer mas eficiente el control de la
MVB, surge la necesidad de utilizar diversos microorganismos para el control
biologico de enfermedades, los mismos juegan un papel importante en la
regulacion natural de las poblaciones de patdégenos. Sin embargo, las
investigaciones encaminadas en el Ecuador son muy escasas. Es por ello, que
las investigaciones y el uso de agentes de control biolégico se muestra como
un complemento o alternativa frente a la utilizacion del control quimico (Pérez,
2004), haciendo necesaria la busqueda de organismos capaces de controlar
los agentes patdogenos que causan considerables pérdidas a este importante

cultivo para las regiones andinas y en especial para la sierra ecuatoriana.

Los objetivos planteados en esta investigacion son los siguientes:

Objetivo general.
- Evaluar el biocontrol de la Marchitez VVascular del Babaco (MVB) empleando

microorganismos antagonistas.

Obijetivos especificos.
— Determinar la capacidad antagonista de microorganismos rizosféricos sobre los
diferentes aislados de Fusarium oxysporum en condiciones de laboratorio.
— Establecer la cinética del desarrollo de la enfermedad de la Marchitez Vascular
del Babaco (MVB), mediante la aplicacion de varios microorganismos

rizosféricos bajo invernadero.



1. REVISION DE LITERATURA.

2.1. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE BABACO.

La amplia biodiversidad en cultivos agricolas en el Ecuador incluyendo a sus
ancestros, encontrados en forma silvestre, hace que nuestro pais ofrezca posibilidades
Unicas para el cultivo de especies no tradicionales como el babaco cultivo de amplia

aceptacion en el mercado internacional (Kyndt, 2005; Uzcategui, 2007).

El babaco es originario de las zonas altas de Ecuador y Colombia, en forma natural,
se encuentra desde hace varios decenios en los valles abrigados del callejon interandino
y lugares secos de la costa, es un hibrido natural proveniente de las especies V.
cundimarcensis (Chamburo) y V. stipulata (Toronche). Esta especie debe establecerse

en zonas donde no exista una presencia fuerte de vientos y heladas. (Montenegro, 2009).

La especie V. heilbornii, "babaco" es actualmente la especie mas importante de las
Vasconcelleae. Se cultiva en algunos paises subtropicales y es considerada como
originaria de los valles de la provincia de Loja (Scheldeman, 2002).

En el Ecuador, las principales zonas del cultivo de babaco en invernadero y a campo
abierto son: las provincias de Imbabura (Atuntaqui, Perucho); Tungurahua (Patate y
Barios); Pichincha (Tumbaco); Azuay (Gualceo, Santa Isabel) y Loja (Vilcabamba,
Catamayo), constituyen las provincias representativas en la produccion de babaco
(Ampuero, 2004). Su produccion ha crecido favorablemente y segln datos reportados se
calcula que la superficie sembrada de babaco puede llegar de 150 a 200 ha,
representados en su mayoria por cultivos bajo invernadero (Nufiez, 2008).

El cultivo del babaco es de mayor difusién comercial, especialmente en Ecuador y
sur de Colombia, introducida a Nueva Zelanda, Australia, Israel, Italia, Grecia y Brasil.
En el pais se cultiva babaco, sin embargo, el problema principal es la forma de
reproduccion de las plantas. El fruto es partenocarpo, (no produce semillas) lo que
reduce su propagacion a una forma asexual es decir a la obtencién de clones por estacas
en otras plantas del mismo género, lo cual ha repercutido en la falta de diversidad
genética y la contaminacion masiva del Babaco con varias enfermedades. (Falcon y
Brito, 2006).



2.1.1. Produccién.

El periodo vegetativo del babaco desde la siembra hasta la recoleccion es de 14
meses. Su fructificacion empieza a partir del afio y medio segun la altitud y el clima. El
Babaco produce de 25 a 45 frutos/planta/afio, con una densidad de 2500 plantas por

hectéarea produce entre 50 y 80 toneladas por afio (Garcia, 2011).

Dentro de invernadero se puede llegar a obtener un rendimiento de 320 ton/ha (32 kg
de fruta/m2), con un total de 8,000 plantas por hectarea (0.8 plantas/m2) e inclusive se
ha llegado a obtener 600 ton/ha con densidades de 0.6 a 1 planta/m2, sistema en el que

el peso del fruto llegd a ser muy alto. (Garcia, 2011).

Segun la Corporacion de Promocion de Exportaciones e Inversiones (CORPEI,
2006), vale sefialar que el Ecuador exporto 5560,62 tn en promedio en los afios 2002-
2003.

2.2. LA MARCHITEZ VASCULAR DEL BABACO.

2.2.1. Descripcion de la enfermedad.

En el pais la marchitez vascular del babaco, es una enfermedad radicular importante
ya que puede llegar a una incidencia de hasta el 100%, ésta es transmitida facilmente a

través del material de propagacion contaminado (Falconi et al., 2006).

La principal causa por la cual esta enfermedad es dificil de controlar es por la
imposibilidad del Babaco para producir semilla (por ser un hibrido natural) y usar como
Unica alternativa la propagacién asexual mediante estacas, con la consecuente pérdida
de variabilidad genética y resistencia a enfermedades. De esta manera algunos
productores para disminuir las pérdidas econdmicas cortan plantas y producen estacas
contaminadas vendiéndolas a otros, propagandose de esta manera la enfermedad en

nuevos terrenos de forma acelerada (Galarza, 2002).



2.2.2. Sintomas

Los primeros sintomas que producen la marchitez es el amarillamiento de las hojas
bajeras, luego este se extiende a toda la planta con lo que provoca una defoliacion total
y destruccion de las raices. A nivel de la corona, el tejido se torna de un color café que
conforme avanza la enfermedad su consistencia se torna acuosa. La gran mayoria de los
frutos caen, pero unos pocos pueden permanecer en la planta, los cuales tiene un aspecto
rugoso y deshidratado. EI crecimiento de brotes nuevos se detiene; en el apice
vegetativo se observa un necrosamiento (pudricién blanda) descendente, el mismo que
puede alcanzar a todo el tallo, debiéndose béasicamente al ataque y movimiento vascular
de la enfermedad (Agrios, 2005).

Las estructuras del hongo (micelio o esporas) se adhieren en primer lugar a la
superficie externa de los 6rganos de la planta, a través de estas estructuras penetran
directamente a la raiz mediante heridas realizadas durante las labores agricolas, dafios

de insectos y nematodos (Agrios 2005).

El micelio del hongo se propaga dentro de las células de la planta de la corteza de la
raiz, cuando llega a los vasos xilémicos, entra y se mantiene exclusivamente en ellos,
comienza ascender por el tallo hacia el apice de la planta. ElI micelio se ramifica y
produce estructuras llamadas microconidias que son desprendidas y llevadas hacia la
parte superior de la planta con el flujo de la savia (Agrios 2005).

Las microconidias maduran o germinan en el punto donde se detiene su movimiento
ascendente. El micelio del hongo avanza dafiando las células vegetales, impidiendo el
paso de agua y savia. Por la escasez de agua de las células se mueren y el micelio del
hongo se expande por todos los tejidos de la planta para consumir rapidamente los
elementos disponibles, el patogeno llega a la superficie de los tejidos muertos y alli
esporula formando macroconidias (Agrios, 2005).

El hongo produce toxinas que pueden ser llevadas también hacia las hojas
ocasionando el amarillamiento, marchitez y finalmente la muerte de la planta (Agrios,
2005).



2.2.3. Agente causal.

La especie de Fusarium oxysporum fue descrita por el micélogo Von Schlechtend en
1824, este género comprende un amplio y diverso grupo de especies de distribucion
mundial, frecuentemente aislados como saprofitos en aguas, suelos y sustratos organicos
en descomposicion. La distribucion de este género se atribuye a su capacidad para
crecer en diferentes sustratos y a sus eficientes métodos de dispersion. (Dias de Castro
et al., 2007). Ademas es el agente causal de la Marchites Vascular, enfermedad que
afecta una gran variedad de cultivos econémicamente importantes alrededor de todo el
mundo (Ortoneda., 2004).

F. oxysporum se encuentra ampliamente distribuido en el suelo, en partes
subterraneas y aéreas de las plantas, plantas en descomposicion y sustratos organicos.
Los marchitamientos vasculares causados por este patdgeno son mas comunes y
destructivos en las regiones templadas mas calidas y en los trépicos y subtropicos,
llegando a ser menos dafinos o raros en climas mas frios, excepto en el caso de los
cultivos de invernaderos. Los factores como el clima, la vegetacion, el tipo o la
humedad del suelo influyen directamente en la distribucién y abundancia de este hongo
(Cook y Baker, 1995).

- Clasificacion taxonémica

Segln Agrios (2005), Fusarium se clasifica en: Reino: Mycatae, Division;
Mastigomicota, Clase: Dueteromycetes, Orden Moniliales, Familia: Tuberculariacwae,

Género: Fusarium, Especie: Fusarium oxysporum.

- Clasificacion morfoldgica

Las colonias Fusarium, crecen de moderada a profusamente, tienen diversos colores
(blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, puarpura, celeste, verde aceituna o pardo),
especialmente en el reverso de la colonia. EI micelio es ralo o denso, ya sea algodonoso,
0 copioso (Agrios, 2005).

Fusarium oxysporum presenta un micelio incoloro al principio, pero conforme
madura adquiere un color crema o amarillo palido y bajo ciertas condiciones adquiere

una coloracion rosa palido o algo purpura. Produce conidiéforos alargados en algunos



casos sblo constan de una célula conididgena, otros estdn ramificados, a veces en

verticilos, septados, individuales, agrupados en esporodoquios (Agrios, 2005).

Presenta conidias hialinas y variables; produce 3 tipos de esporas asexuales, los
macroconidios son estructuras largas en forma de media luna o elipticas, multiseptadas,
constituidos de tres a cinco células que se encorvan hacia ambos extremos, los apices
son puntiagudos y en muchas especies con una célula basal en forma de pie (Agrios,
2005). Los microconidios, que tienen de una a dos células y son las esporas que el
hongo produce con una mayor frecuencia, su forma pueden ser: elipsoidal, fusiforme,
claviforme, piriforme o subgloboso con una base redondeada o truncada, por lo general
formando cabezuelas, pero en algunas especies en cadenas basipetas. No siempre se

producen ambos tipos de esporas.

Las clamidosporas son el tercer tipo de espora que produce este hongo. Constituidas
por una o dos células, son de pared gruesa, pueden ser terminales, laterales o
intercalares, a veces formando cadenas. Las clamidosporas pueden permanecer largo

tiempo en el suelo debido a que estan adaptadas a condiciones adversas (Vizuete, 2000).
2.2.4. Ciclo de la enfermedad.

Primeramente el hongo penetra en la planta por las raices, invade luego algunos
vasos del xilema y pronto tapona todo el sistema vascular. EI primer sintoma es un
amarillamiento, méas adelante se observa la marchitez de las hojas por falta de nutrientes

y por ultimo la defoliacién de la planta (Agrios, 2005).

La infeccidn es el proceso mediante el cual los patdgenos entran en contacto con las
células o tejidos susceptibles de un hospedero y en el que se producen nutrientes
suficientes para ambos, durante la infeccidn, los patdgenos se desarrollan o se
reproducen dentro de los tejidos de la plantas, e invaden a estas de forma variable, de
esta manera, la invasion del patdgeno sobre los tejidos, el crecimiento y reproduccién
(Gomes y Macas, 2014). Cuando esta enfermedad infecta los tejidos de la planta
hospedante induce el mecanismo de defensa y provoca la secrecion de un gel seguido

por la formacion de tilosas en los haces vasculares, de esta forma se obstruye el



movimiento del agua a la parte superior (follaje) de la planta y ocasiona el
amarillamiento, marchitez y eventualmente, la muerte de la planta. (Leong., 2009).

2.3. CONTROL BIOLOGICO DE F. oxysporum.

El control bioldgico surge como una alternativa sustitutiva o complementaria a las ya
existentes empleadas para el manejo de enfermedades causadas por diferentes patégenos
en diversas especies de plantas. Se considera como un método importante para la
recuperacion del equilibrio de los agroecosistemas y para el aprovechamiento del
potencial antagonista natural de ciertos microorganismos contra patdégenos vulnerables
(Avendaiio et al., 2006). ElI control biolégico como un componente del manejo
integrado de enfermedades mediante el uso de organismos vivos con el fin de suprimir
la densidad poblacional o el impacto de un organismo patdgeno especifico, haciéndolo
menos abundante o menos dafiino de lo que pudiera ser (Eilenberg et al. 2001). En este
contexto, microorganismos como hongos, bacterias y virus son considerados como
Agentes de Control Biologico- ACB, los cuales reducen la incidencia y la severidad de

las enfermedades (Kloepper y Ryu, 2007).

Para el control de F. oxysporum, se han empleado plantas resistentes, fungicidas,
desinfeccion quimica de los residuos, entre otras, las cuales sin embargo no han tenido
la eficacia esperada, debido a la aparicion de nuevas variantes del patégeno en el caso
de plantas resistentes, generacion de resistencia a los diferentes agroquimicos, y a la
contaminacion que estos materiales producen en el medio ambiente, que en algunos

casos han sido reportados como cancerigenos para el hombre (Kloepper y Ryu, 2007).

Otras formas de control mas amables con el medio ambiente, son diferentes practicas
agricolas que sirven para disminuir el inoculo de varios fitopatdogenos del suelo,
incluyendo F. oxysporum. Una de estas es la solarizacion, la cual consiste en el
incremento de la temperatura del suelo por medio de la energia solar a niveles en los
cuales muchos patégenos mueren, o son debilitados, para obtener un control significante
de las enfermedades. Adicionalmente, aunque también modifica el balance microbiano
para favorecer microorganismos benéficos, como Bacillus sp., Pseudomonas sp.
(Kloepper y Ryu, 2007).



El método de inmersion de raices, se observa los signos de la enfermedad en menor
tiempo debido que en la inoculacion hay contacto directo de Fusarium con el sistema
radicular de la planta (Gomes y Macas, 2014).

La biofumigacion o biodesinfeccion, es otra practica agricola mejor adaptada a regiones
frias del planeta, que se basa en el cubrimiento plastico del suelo despues de la
incorporacion de materia organica fresca. Esta al fermentarse, genera condiciones
anaerdbicas y produccion de metabolitos toxicos (dependiendo de las especies vegetales
empleadas) en el suelo, contribuyendo a la inactivacion o destruccién de hongos
patogénicos. La rotacion de cultivos con plantas no hospedantes, es una medida de
manejo que evita el incremento de poblaciones especificas de patdgenos, lo cual resulta
en una disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad; de igual modo esta
practica puede estimular poblaciones de microorganismos antagonistas que afecte el
crecimiento o actividad del patdgeno (Weller, et al., 2002). Por altimo, el manejo de
residuos dejados sobre o cerca de la superficie del suelo es perjudicial, al preservar los
patdgenos y prevenir un decrecimiento en el indculo de este, como es el caso de las
especies del género Fusarium sp. Sin embargo, en otros casos, dejar residuos de cosecha
de otras especies e incorporarlos al suelo, promueven la descomposicion rapida y
liberacion de carbono en el suelo, favoreciendo un incremento en la actividad

microbiana y mejorando el nivel de supresion, (Weller et al., 2002).

El control bioldgico de F. oxysporum en numerosos cultivos es por la aplicacion de
bacterias y hongos antagonistas aislados a partir de suelos supresivos se ha investigado
durante las Gltimas dos décadas (Weller et al., 2002). Actualmente, existen varios
estudios que reportan diferentes cepas de PGPRs, principalmente del género Bacillus,
Pseudomonas y Paenibacillus como controladoras de este hongo, después de obtener
resultados inhibitorios en experimentos tanto in vitro como en la aplicacion de estos

biocontoladores a semillas de las plantas y sustrato donde se siembran (Liu et al., 1995).

Debido a los modos de accion de este hongo para invadir a la planta por la raiz y
permanecer en los suelos durante un tiempo prolongado, las PGPRs se han constituido
en controladores biolégicos importantes en la actualidad gracias a sus caracteristicas

metabolicas y biologicas particulares, donde incluso ya se tienen formulas comerciales



desarrolladas a base de este tipo de bacterias para el manejo y control de la marchitez
causada por Fusarium y otros patogenos (Haas y Défago, 2005).

Sin embargo, es importante aclarar que su implementacion a nivel mundial, con el fin de
reemplazar productos de sintesis quimica, ha sido un proceso lento, debido
principalmente a que los niveles de supresion de enfermedades no siempre alcanzan a
los obtenidos por fungicidas y bactericidas, al alto costo y menor viabilidad de los
productos, y en gran parte a la falta de conocimiento e implementacion de los mismos

por parte de los agricultores (Nakkeeran et al., 2006).

2.3.1. Agentes utilizados en el control biolégico de Fusarium

oxysporum..

En muchos ecosistemas de explotacion agricola, los patdgenos del suelo adaptados a
crecer y sobrevivir en el suelo, pero cuando entran en contacto con la rizosfera,
establecen la relacion parasitica con la planta. Existen cuatro grupos principales de
fitopatdgenos (hongos, bacterias, nematodos y virus), de los cuales los hongos
verdaderos y los oomycetes, son los mas importantes (Weller et al, 2002). La gran
mayoria de hongos fitopatdgenos son necrotréficos, lo cual significa que destruyen el
tejido del hospedero con enzimas y toxinas a medida que avanza la hifa y no requieren
de células vivas para obtener nutrientes (Raaijmakers et al., 2009).

Estos microorganismos se han descrito como agentes de control biologico de
enfermedades en cultivos. Practicamente todas las plagas y enfermedades son afectadas
en alguna medida por organismos antagonistas. En muchos casos estos entes bioldgicos
representan un factor importante en la regulaciébn de las poblaciones de

microorganismos fitopatdgenos en la naturaleza (Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006).

Hongo: Entre las especies de hongos mas ampliamente estudiadas y aplicadas como
control bioldgico, se encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz control,
capacidad reproductiva, plasticidad ecoldgica, efecto estimulante sobre los cultivos y
recientemente se detectd su accion como inductor de resistencia sistémica en la planta a
diferentes patdgenos (Infante et al., 2009). El género Trichoderma es un controlador
biolégico y antagonista natural de fitopatdgenos ya que muestra una amplia gama de

hospedantes y dentro de ellos estan los hongos fitopatdgenos de importancia, tales
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como: Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Alternaria spp., entre
otros (Rodriguez, 2012).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se caracterizan por ser hongos
saprofitos, que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los
cuales son capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser
anaerobios facultativos, lo que les permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las
especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las latitudes, desde las zonas
polares hasta la ecuatorial. Esta distribucién tan amplia y su plasticidad ecoldgica estan
estrechamente relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos. No obstante,
se han realizado pocos estudios acerca de la sobrevivencia, establecimiento y
proliferacion de este antagonista en la rizésfera de la planta, ademas el género
Trichoderma es un excelente modelo para ser estudiado debido a su facil aislamiento y
cultivo, réapido desarrollo en varios sustratos y por su condicién de controlador

biolégico de una amplia gama de fitopatdgenos (Aceves, 2001).

El género Trichoderma se ubica taxonémicamente segun Agrios (2005) en: Reino:
Fungi, Division: Ascomycota, Subdivision: Pezizomycotina, Clase: Sordariomycetes,
Orden: Hipocreales, Familia: Hipocreaceae, Género: Trichoderma, Especie:

Trichoderma viride.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se
tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. EI micelio es ralo en su
mayoria, y visto al microscopio es fino, los conidi6foros son ramificados, parecen un
arbol pequefio. Los mismos se presentan como penachos compactados que forman
anillos con un sistema de ramas irregular de manera piramidal. Estos terminan en
fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la
identificacion taxondémica a nivel de especies. Los conidios aseguran las generaciones
del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas. Son haploides y su
pared estd compuesta por quitina y glucanos. Ademas de los conidi6foros, estas se

pueden producir sobre fialides que emergen directamente del micelio (Tobar, 2008).
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La mayoria de las especies de Trichoderma presentan clamidosporas, las cuales
pueden ser intercalares y en ocasiones terminales. Las clamidosporas toleran
condiciones ambientales adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten que el
hongo pueda perdurar a través del tiempo, las clamidosporas recién formadas presentan
mas de 75% de germinacion, bajo condiciones Optimas de humedad (> 75%) vy
temperatura (28-300C) (Tobar, 2008).

Trichoderma puede estar influenciado por la temperatura del suelo en términos de su
distribucion mundial. T. viride se encuentran mayoritariamente en regiones temperadas-
frias. El rango de temperaturas en las que puede crecer Trichoderma es bastante
amplio; puede ser tan bajo como 0°C en el caso de T. polysporum y tan alto como 40°C
para T. koningii. Ademas de afectar el crecimiento de Trichoderma spp., la temperatura
puede afectar también su actividad metabdlica como la produccion de antibi6ticos
volatiles y enzimas (Bourguignon, 2008). Esta capacidad de adaptacion a diversas
condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma spp. la posibilidad de
ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnologicos (Paez et al.,
2007).

Trichoderma ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros hongos y
asi, aprovechar una fuente nutricional adicional. Se reporta varios mecanismos
demostrados recientemente, con los cuales Trichoderma actia como biocontrolador y
como colonizador de las raices. Entre los principales mecanismos antagonicos utilizados
por Trichoderma spp., se puede mencionar los siguientes: Antibiosis, Micoparasitismo,

Competencia y la Induccidn de resistencia secundaria en el hospedero (Cueva, 2007).

Bacterias: Las rizobacterias se benefician al tomar las sustancias secretadas por las
plantas, ademas de ejercer efectos positivos, directos o indirectos; en algunos casos
puede ocasionar una estimulacion en el crecimiento. En éste grupo de rizobacterias se
incluyen algunos géneros como: Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Azospirillum,
Herbaspirillum, Enterobacter, y Azotobacter, entre otros, Bacterias de éstos géneros se
han utilizado con éxito para el control de diferentes especies de Fusarium tanto, en la

parte aérea de la planta como en el suelo (Tobar 2008).
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(Bertona, 2005), reporta que el género Enterobacter incluye 22 especies o biogrupos
clasificados de acuerdo a caracteristicas bioquimicas o similitudes genomicas. Estas
especies son: E. helveticus, E. amnigenus, E. intermedius, E. arachidis, E.
nimipressuralis, E. kobei, E. aerogenes, E. cloacae, E. dissolvens, E. cowanii, E.
asburiae, E. hormaechei subsp. steigerwaltii, E. ludwigii, E. mori, E. sacchari E. soli,
E. hormaechei subsp. oharae, E. oryzae, E. asburiae, E. pulveris E. gergooviae y E.

pyrinus.

Enterobacter es un género de bacterias Gram
negativas facultativamente anaerdbicas de la familia de las Enterobacteriaceae. Muchas
de estas bacterias son patogenas y causa de infeccidn oportunista, otras
son descomponedoras que viven en la materia organica muerta o viven en animales y en
el ser humano como parte de una poblacion microbiana normal (Brooks et al., 2010).
Las colonias son grandes y mucosas; algunas cepas forman cépsulas. Como fuente de
carbonos pueden utilizar glucosa y lactosa, e incluso citratos. No forman sulfato de
hidrogeno (Bertona, 2005).

Estas bacterias son utilizadas como inoculantes bioldgicos que son productos
elaborados a partir de una o varias cepas de microorganismos eficientes y/o benéficos
de rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR, por sus siglas en inglés),
los cuales al aplicarse al suelo o directamente a las semillas, estimulan el crecimiento de
la misma, al favorecer la disponibilidad, toma, transporte y adquisicién de los nutrientes
en asociacion con la planta o su rizosfera, ademas colonizan la rizosfera de las plantas y
son capaces de producir hormonas vegetales como auxinas y giberelinas, citoquininas,
etileno (Ogbo y Okonkwo, 2012). Segun el ICA, estos bioindculos deben adaptarse a
los cultivos y tener una concentracion no menor a 1x105 UFC/ml (ICA, 2006). Los
biofertilizantes se pueden aplicar en suelos en donde se ha reducido la diversidad y
efectividad de los microorganismos o cuando, aunque existan microorganismos nativos
estos no se asocien efectivamente con la especie de planta cultivada (Ramirez, et al.,
2008). De igual manera su importancia también radica no solo en los beneficios
brindados a las plantas, sino también en su capacidad de unirse a particulas del suelo,
que al formar agregados estables, mejoran la estructura del suelo y reduce la potencial
erosion (Rivera- Cruz, et al., 2008). El empleo de inoculantes bioldgicos que contienen

células vivas o latentes de cepas microbianas en los sistemas productivos, es una
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alternativa viable para lograr un desarrollo agricola ecol6gicamente sostenible, ya que
permite una produccién a bajo costo, no contamina el ambiente y mantiene la
conservacion del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad (Jaizme-
Vega, et al., 2003).

Las comunidades microbianas del suelo son de vital importancia para el
mantenimiento del balance ecoldgico del mismo y por lo tanto de la sostenibilidad de
ambientes naturales o agroecosistemas. Estas comunidades microbianas se encuentran
en su mayor parte en la rizosfera conocida como la interfase donde interactian los
constituyentes del suelo, las raices de las plantas y los microorganismos ya sean
saprofitos, epifitos, endofitos, patdgenos o benéficos. Los microorganismos promotores
de crecimiento de las plantas pueden ser considerados microorganismos benéficos ya
que influencian la salud de la planta, estos efectos benéficos ya han sido reportados con
anterioridad para diferentes cultivos como herbaceas, papa, frijol, soya, citricos, banano,
entre otros, todo eso debido a diversos mecanismos como la produccion de
fitohormonas, solubilidad de fosfatos, fijacién de nitrégeno o control bioldgico sobre

patégenos (Rivera-Cruz, et al., 2008).

2.3.2. Mecanismos de accion de los agentes de control bioldgico.

En la naturaleza existe una continua interaccion entre los microorganismos
fitopatdgenos y sus antagonistas, de forma tal que ellos ayudan a la regulacion natural
de las enfermedades. En condiciones naturales los microorganismos estan en una
proporcion dinamica en la superficie de las plantas. No es facil establecer con precision
los mecanismos que actlan en las interacciones entre los microorganismos antagonistas
y los microorganismos fitopatdgenos sobre la planta. En general los antagonistas tienen
varios modos de accion y la combinacién de estos es importante para poder elegir un
antagonista ideal. Si estos poseen diversos modos de accion, se reducen los riesgos de
que los microorganismos fitopatdgenos adquieran resistencia, lo cual se logra mediante
el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de accion. Asi, se han
descrito varios mecanismos mediante los cuales los antagonistas ejercen su accion para
controlar el desarrollo de microorganismos fitopatdgenos (Aceves, 2001; Pérez, 2004;
Mondino y Vero, 2006; Ezziyyani et al., 2006).
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o Antagonismo

Los microorganismos antagonistas presentan una serie de mecanismos mediante los
cuales ejercen su efecto biorregulador, como son la competencia directa por el espacio y
los nutrientes; la secrecion extracelular de enzimas hidroliticas como quitinasas,
celulasas, etc.; el parasitismo directo; y la produccién de sustancias antibiéticas, ya sean
de naturaleza volatil o no volatil (Ezziyyani et al.,, 2006). Ademas, ciertos
microorganismos crean un ambiente favorable a la planta, con mecanismos como la
induccion de resistencia y la solubilizacién de nutrientes no accesibles en su forma

original por la planta (Mondino y Vero, 2006).

° Antibiosis

La destruccion celular debida a enzimas o metabolitos de otros organismos (exolisis)
se puede producir por la produccion por parte de un microorganismo competidor de
antibidticos, que normalmente actian a muy bajas concentraciones. Hay antibioticos
volatiles y otros productos toxicos también volatiles capaces de afectar el crecimiento
de las células, como el etileno o el cianuro de hidrégeno que también actlan a bajas
concentraciones, aunque estos productos no se consideran antibioticos en sentido
estricto. Los antibidticos son el mecanismo mas estudiado de antagonismo entre
microorganismos dada su importancia en medicina. La mayoria de los antibiéticos han
sido aislados de microorganismos del suelo, aunque también se han encontrado en
microorganismos que viven en las hojas 0 en otras partes de las plantas (Howell,
2003).

Los antibidticos mas comunes producidos por las diferentes bacterias antagonistas
incluyen al amonio, butirolactonas, 2,4-diacetil fluoroglucinol (DAPG), kanosamina,
oligomicina A, oomicina A, acido fenacin-1-carboxilico, pioluteorina, pirrolnitrina,
viscosinamida, xantobacina y zwitermicina. Muchos de estos antibidticos tienen un
amplio espectro de accion contra patdgenos, y el DAGP fue el mas potente y mas
ampliamente estudiado (Raaijmakers et al., 2009).

El papel que cada uno de los antibidticos tiene para suprimir a los patdgenos, ha sido

claramente establecido mediante andlisis de mutaciones y genética molecular. Por

ejemplo, mutantes de P. fluorescens con una sobreexpresion de DAGP ofrece una mejor
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proteccion contra las enfermedades causadas por Gaeumannomyces graminis var. tritici
y la marchitez bacteriana del tomate causada por Ralstonia solanacearum (Raaijmakers
et al., 2009).

o Competencia

La competencia surge cuando al menos dos organismos requieren la misma cosa y el
uso por uno reduce la cantidad disponible para el otro. La competencia puede ser por los
sitios de infeccion, donde la ocupacion de dichos sitios por un microorganismo impide
la colonizacion por otro o bien por determinados nutrientes. En la competencia por
nutrientes o bien un microorganismo posee un mecanismo de absorcion mejor o posee
enzimas extracelulares mas activos, de forma que uno obtiene mas nutrientes y crece,
mientras que el otro no obtiene nutrientes suficientes para crecer. Este mecanismo esta
demostrado en cuanto a las fuentes de carbono y de nitrogeno, y también es posible para
otros requerimientos como oxigeno, hierro y en el caso de autétrofos por la luz. Si hay
un exceso del nutriente de forma que hay para todos no hay competencia. En sitios
pobres la competencia es por los espacios reducidos donde es posible utilizar el
nutriente, no por el espacio total, como ocurre en las hojas de las plantas en climas
templados donde el espacio ocupado por microorganismos suele ser inferior al 1%. En
raices la cantidad de exudado producido permite el crecimiento de una cierta biomasa
de microorganismos, independientemente de que sean uno o varios si usan el mismo

nutriente (Infante et al., 2009).

o Fungistasis

Consiste en imponer condiciones de inactividad especialmente para las esporas de
hongos por limitacion en los nutrientes, generalmente se emplea limitacion en las
fuentes de carbono. Muchos patégenos producen estructuras de supervivencia que se
encuentran en el suelo a la espera de que exista una fuente de nutrientes para desarrollar
las formas activas del microorganismo. Los elementos saprotrofos pueden reducir las
fuentes de carbono e imponer la fungistasis a las esporas del patégeno impidiendo que
germinen y que infecten a las plantas. La disponibilidad de carbono en forma asimilable
permite la germinacion de esporas y la adicion de materia organica en forma de compost
o similares estimula la actividad microbiana de los saprotrofos, de forma que se origina

una intensa competencia, pudiendo producir limitacién de carbono para las esporas y
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fungistasis. Solo cuando se afiade carbono por encima de las necesidades de los
saprotrofos las esporas germinan y se rompe la fungistasis. Un ejemplo de fungistasis es
la competencia por carbono de diferentes especies de Fusarium en suelos donde los

saprotrofos impiden la infeccion por los aislados patogenos (Pérez, 2004).

o Resistencia sistémica adquirida

Consiste en la induccién del sistema de defensa que da resistencia al hospedador
frente a patdgenos por la interaccion con un microorganismo no patégeno, el agente de
biocontrol. Una vez puesto en marcha el mecanismo de resistencia es operativo ante el
ataque de un patégeno. Cuando se induce la resistencia la planta expresa una serie de
genes que confieren resistencia como 1,3-b-glucanasas, fitoalexinas, genes relacionados
con el refuerzo de la pared celular como peroxidasas y la deposicion de lignina, callosa
y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y proteinas relacionadas con patogénesis,
proteinas. Ademas radica en una o varias moléculas (no necesariamente antagonistas de
fitopatdgenos) con la capacidad de inducir autodefensas en las plantas frente a la accién
del cualquier microorganismo fitopatdgeno. Existen dos tipos de resistencia: la
constitutiva, propia de la planta y que se expresa en cualquier momento, y la inducida,
expresada solo ante determinados estimulos. Las interacciones planta-patégeno son de
dos tipos: compatible, cuando ocurre la enfermedad, e incompatible, cuando la planta
resiste. De ahi se sustenta la teoria del gen para el gen. (Pérez, 2004; Mondino y Vero,
2006).

o Micoparasitismo

Es la accion antagdnica entre dos hongos, el uno (hiperparasito) parasita al otro
(micoparasito) a través de una sintesis de exoenzimas hidroliticas para facilitar la
degradacion de la pared celular del hospedante. Un antagonista puede utilizar a un
hongo como fuente de alimento. Basado en el micoparasitismo se dividen en dos
grupos: biotrdpicos, tienen un rango restringido de hospedantes, y necrotropicos, matan
a la célula antes o después de la invasion, excretan sustancias toxicas y utilizan sus
nutrientes (Aceves, 2001; Pérez, 2004). Este mecanismo abarca diferentes interacciones
antagonista- patogeno. Consiste en que el hongo antagonista enrolla y penetra el micelio

del patdgeno. Las hifas del antagonista se multiplican y expanden dentro de las hifas del
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hospedero, provocando la pérdida total del protoplasma, dejando solo células vacias.
Durante este proceso el antagonista actia como parasito, forma diferentes estructuras
como abrazaderas, ganchos o apresorios que le permiten adherirse y provocar lisis y
huecos en las células del patdégeno. En el mecanismo de parasitacion entre Trichoderma
a otros hongos, se distingue cuatro estados: a) crecimiento quimiotroéfico, en el cual, el
estimulo quimico proviene del hongo objeto de control; b) reconocimiento especifico,
probablemente mediado por aglutininas (lecitinas) sobre la superficie celular tanto del
hongo antagdnico como del patdgeno; ¢) union y crecimiento de las hifas alrededor del
hospedero y d) secrecion de enzimas liticas que degradan las paredes celulares del
hospedero (Harman, 2006).

2.4, Estudios realizados con microorganismos de la rizésfera.

Cueva, (2007) evalto la produccion de bioformulados (inoculantes) a base de
Trichoderma spp para el control de Fusarium oxysporum f.sp. caricae en plantas de
Babaco(Vasconcellea heilbornii cv Babaco) injertadas en papaya hawaiana. Para lo cual
se aislaron diversas cepas de Trichoderma spp de tres provincias, tomando muestras de
suelo. En laboratorio se efectuaron pruebas de eficiencia in vitro (pruebas duales) entre
las cepas de Trichoderma spp y Fusarium oxysporum f. sp. caricae para medir el
crecimiento diametral y la capacidad antagonica, seleccionando asi las dos mejores
cepas, Trichoderma album y Trichoderma koningii. Luego se aplico bajo invernadero a
temperatura y humedad controlada mediante disoluciones las diversas concentraciones
de las dos mejores cepas de Trichoderma, a las plantas de Babaco injertadas en papaya
hawaiana y 15 dias después se inoculd artificialmente Fusarium oxysporum f. sp. Los
resultados demostraron que el mejor incremento diario de altura del injerto fue de 0.06
cm en el grupo de plantas tratadas con inoculante a base de T. album debido al efecto
positivo en el crecimiento, sin embargo las dos cepas de Trichoderma realizaron un

buen control sobre el fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. caricae.

Avendario et. al., (2006), en pruebas de antagonismo in vitro con Trichoderma spp.
encontraron igualmente inhibiciones del crecimiento de F. oxysporum con invasion total

del micelio de los patogenos siete dias después de la aplicacion.
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Martinez (2012), quien realizo el estudio sobre la evaluacion y seleccion de cepas de
Trichoderma sp. para control biolégico de Fusarium sp. en maracuyé, en condiciones in
vitro. Para lo cual, se aislaron ocho cepas de Fusarium de las raices de la maracuya y
una cepa de Trichoderma. La evaluacion del PICR (porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial) de 50%, la cual corresponde al grado 2 de la escala de capacidad

antagonica frente a la cepa de Fusarium solani.

Villa, (2015), realiz6 muestreos en suelos con plantaciones de Babaco en la provincia
de Loja, para obtener aislados de Trichoderma nativos, con el fin de hacer la
caracterizacion morfoldgica y conocer su efectividad biolégica como antagonista de
Fusarium spp., causante de la Marchitez VVascular del Babaco (MVB), donde realiza las
pruebas de antagonismo in vitro con Trichoderma spp como agente de biocontrol de la
MVB, mediante la caracterizacion morfoldgica se obtuvieron 12 cepas de Trichoderma,
teniendo a una de ellas como las mejor muestra, por su alto contenido de conidios y
capacidad antagonista, misma que se hizo cuatro tratamientos con cepas de Fusarium
obteniendo como mejor tratamiento la AML1-ECM6 por tener un porcentaje de
inhibicion de crecimiento menor 20,12%; que servira como un controlador biol6gico
para controlar la Marchitez Vascular del Babaco y mejorar su produccion en calidad y

cantidad.

Medina, (2015) evalu6 la cinética e interaccion de aislados fungicos del género
Fusarium, causante de la marchitez vascular en Babaco, en condiciones de invernadero
lo cual menciona que utilizo utilizé6 150 plantulas de Babaco de tres meses de edad,
sembradas en sustrato estéril. EI método de inoculacion fue por inmersién de raices,
para la evaluacion de la patogenicidad utilizo la escala de evaluacion propuestas por
Veintimilla (2000). Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos T2, T3, T4
y T5 presentaron sintomas tipicos de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB). Por lo
tanto, siguiendo los postulados de Koch, confirma que todos los cuatro tratamientos
fueron capaces de producir un alto grado de severidad de la enfermedad en el cultivo del
Babaco.

Renteria, (2015), en este trabajo de investigacion realiza con el fin de evaluar la
interaccion entre Fusarium-Trichoderma en Babaco, mediante estudios histoldgicos,

donde 42 plantas de Babaco de 60 dias de edad se las sometieron a infecciones
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inducidas en seis tratamientos, donde evalu6 la severidad de cada uno de los
tratamientos por un periodo de 40 dias, seleccionando los tratamientos: T1, T2, T4y T5.
Los resultados sugieren que la incidencia de la MVB, en la provincia de Loja se
encuentra en un rango comprendido de 66,7 al 100%. La cepa de Trichoderma spp.,
mostrd gran capacidad antagonica frente a las dos cepas de Fusarium sp., reduciendo su
severidad en un rango comprendido de 3,6 a 10,7% en el ultimo periodo de evaluacion.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS.
3.1 UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO.

El presente estudio se desarrollé en las instalaciones de la Universidad Nacional de
Loja, el cual constd de dos fases experimentales en condiciones controladas. La primera
fase de laboratorio se realiz6 en el Centro de Biotecnologia; mientras la fase de

invernadero se cumplié en el area de la Quinta Experimental “La Argelia”.

. ESMERALDAS

COLOMBIA

W - sucumsios =
GALAPAGOS

OCEANO*
PACIFICO

Ubicacion de
la
investigacion

=

Figura 1. Mapa de ubicacién del lugar de realizacién de la investigacion.
Fuente: CINFA, 2014.
3.1.1. Ubicacion politica.

La Universidad Nacional de Loja se encuentra ubicada en el barrio la Argelia;
parroquia San Sebastian, Cantén Loja, perteneciente a la provincia de Loja, en el sur del
Ecuador (Figura 1) (CINFA, 2014).

3.1.2. Ubicacién geogréfica.

Los laboratorios del Centro de Biotecnologia se encuentran ubicados al sur de la
ciudad y cantdn de Loja, en la parroquia San Sebastian. Geograficamente se encuentra
en las siguientes coordenadas: Latitud 04° 08 00” S, Longitud 79° 12’ 00” O y una
Altitud de 2134 msnm (CINFA, 2014).
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Como se ha hecho alusién, en nuestro estudio también se dispuso de las
instalaciones donde se encuentran los invernaderos de la UNL, los cuales se localizan en
las siguientes coordenadas: Latitud: 04° 08 04” Sur, Longitud: 79° 12° 4,3 “Oeste y
Altitud: 2170 msnm.

3.1.3. Ubicacién ecoldgica.

La temperatura promedio anual en la Universidad Nacional de Loja, es de 16°C, con
una precipitacion de 800 mm afio. Segin Holdridge (1971), se encuentra en una zona de
vida bosque seco montano bajo (bs-MB), clima temperado-Subhimedo.

3.2 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS UTILIZADOS EN LOS
EXPERIMENTOS

3.2.1. Material de Laboratorio.

Tubos de ensayo, estufa, matraz, espatula, cinta masking, algodén, alcohol potable,
alcohol industrial, bisturi, haza microbioldgica, pinzas, parafina, gradillas para tubos de
ensayo, matraz Erlenmeyer, vasos de precipitacion, cajas de petri, papel aluminio,
guantes quirdrgicos, mascarillas, papel de filtro, mango de bisturi, tubos eppendoff,

pipetas, probetas. (Veintimilla, 2007).

Bafio maria, vortex, cdmara de Neubauer, camara de flujo laminar, autoclave,

microscopicos, incubadora, balanza analitica, autoclave, Estufa, Balanza analitica,

3.2.2. Materiales de campo.

Libreta, camara, palas, podadora, fundas plasticas, baldes plasticos de 12, sacos,
material de aseo, bombas de fumigar, insumos quimicos, regaderas, carretilla de
desinfeccion al vapor, umbraculo 10 m x 1,5 m, invernadero, tierra, arena silica y

turba, escalas de evaluacion (Evaluacion internay externa). (Veintimilla, 2007).
3.2.3. Materiales de escritorio.
Computadora, libreta de campo, registros y documentos digitales, camara

fotogréafica, marcadores.
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3.2.4. Material biolégico

Se utilizaran 2 aislados F. oxysporum., y tres de bacterias de los cantones de Loja y
Saraguro, caracterizados morfo-cultural, molecularmente y patogénicamente (Armijos y
Salinas, 2014; Gomez y Macas, 2014). Una cepa de Trichoderma caracterizado por
Villa (2015). (Cuadro 1).

Cuadro 1. Aislados de Fusarium oxysporum y de Trichoderma viride, del suelo de la rizosfera de
babaco, identificados morfolégica y molecularmente.

Codigo de Pares de Medida de la conidia (LxA)

Aislado Bases Micro Macro Especie

QUI2 522 bp 2.38x1.00 11.02x1.97  Fusarium oxysporum
AML2 522 bp 2.64x1.02 16.18x2.01  Fusarium oxysporum
ECM®6 1729 bp 2,50 3,75 Trichoderma viride

Leyenda: Amable Maria (AML), Quisquinchir (QUI) y El Carmelo (ECM6).

Cuadro 2. Aislados bacterianos del suelo de la Rizosfera de Babaco de la provincia de Loja.

Cddigo Creci Color Elevaci6 Bor Tinci6 Pares

de mient n de n de Especie
Aislado 0 Gram  Bases
COP 1 +++  Opaco +++ Reg - 1392 Enter_obacter
bp amnigenus
COP 3 +++  Opaco +++ Reg 660 bp .Kluyverg
intermedia
cop7 Tt Opaco +++ Reg - 1392 Lelll_ottla
bp amnigena

Leyenda: Abreviaturas de las localidades de aislamientos: Cochapamba: COP1, COP3, COP7.
Crecimiento: +++ (rapido o abundante), Elevacion: (+++) convexa; Bordes: Reg: Regular (entero o
continuo), Tincién Gram: - (Gram negativo).

3.2.5. Reactivos

Medio PDA (Papa, Dextrosa, Agar), Medio AN (Agar nutriente), agua destilada.
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3.3. METODOLOGIA.

3.3.1. Metodologia del primer objetivo. “Determinar la capacidad
antagonista de microorganismos rizosféricos sobre los
diferentes aislados de Fusarium oxysporum en condiciones de

laboratorio.”
Pruebas de antagonismo directo (cultivos duales) en condiciones in vitro

Se cultivaron colonias puras de los dos aislados de Fusarium oxysporum (Cuadro 1)
en medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Estas cepas se encontraban
conservadas en aceite mineral y se sembraron en el medio de cultivo mediante la
extraccion aséptica de las estructuras infectivas (microconidias, macroconidias y

clamidosporas).

Las estructuras del patogeno fueron transferidas para inocular en cajas de Petri que
contenian PDA, seguidamente cada caja fue rotulada, registrada y sellada con papel
parafilm en condiciones asépticas en una cédmara de flujo laminar horizontal y
posteriormente incubado a 28°C por dos semanas (Poleko Series: SN5SE111205,

Polonia), para el crecimiento y esporulacion de las colonias de F. oxxysporum.

La colonia pura de Trichoderma viride. fue cultivada en medio PDA. Este aislado fue
caracterizada morfo-cultural por (Villa 2015). Al igual que para F. oxisporum, este
aislado se encontraba conservada en aceite mineral. Se hicieron réplicas de este aislado
y se cultivaron en cajas de Petri que contenian medio PDA. Cada caja de Petri fue
rotulada, registrada y sellada con papel Parafilm en condiciones asépticas en una cdmara
de flujo laminar horizontal y posteriormente incubado a 28°C por una semana (Poleko

Series: SN5SE111205, Polonia), para el crecimiento y esporulacion de las colonias.

Los aislados bacterianos se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo King B,
por el método de agotamiento por estrias. Luego de tener los cultivos puros se procedio

a la realizacion de la siembra de cada uno de los aislados independientemente.

Se procedio para la obtencion de cultivos puros, se realizé la siembra de los aislados

bacterianos para las pruebas de antagonismo. Seguidamente en la misma caja se
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deposito en el centro discos de sacabocados de los aislados fungicos pertenecientes a F.
oxysporum. Posteriormente las cajas se incubaron a 28°C y se observo cada 24h para
cuantificar el antagonismo de las cepas bacterianas frente a Fusarium oxysporum.Las
pruebas de antagonismo flngico y bacteriano consistieron en la siembra de los hongos
patégeno (F. oxysporum) y antagonista (T. viride) en cajas Petri con medio de cultivo
PDA. En estas cajas se sembrd previamente las bacterias aisladas y se depositaron en un
extremo discos de micelio de 4 mm de didmetro de las especies de Fusarium
oxysporum., con crecimiento activo, y al otro extremo se colocaron discos de 4 mm de
diametro de T. viride. en crecimiento activo. Una vez colocados ambos hongos en las
cajas se incubaron a 28°C y se observaron cada 24 h para cuantificar el nimero de dias
al primer contacto entre el antagonista y el patdgeno y el didmetro de la zona de

interseccion.

Disefio experimental

Estos ensayos se realizaron teniendo en cuenta un disefio experimental
completamente al azar con 10 réplicas por cada tratamiento (Figura 2 y 3). Los datos se
sometieron a un andlisis de varianza y prueba de significacion en el paquete estadistico
SPSS v.22. Las unidades experimentales fueron 70 cajas Petri agrupadas en los

siguientes tratamientos:

T1: F. oxysporum + Trichoderma + Enterobacter amnigenus
T2: F. oxysporum + Trichoderma + Lelliottia amnigena

T3: Fusarium oxysporum + Trichoderma + Kluyvera intermedia
T4: Fusarium oxysporum + Enterobacter amnigenus

T5: Fusarium oxysporum + Lelliottia amnigena

T6: Fusarium oxysporum + Kluyvera intermedia

T7: F. oxysporum.

25
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Figura 2. Distribucion espacial de los tratamientos de Fusarium oxisporum (QUI2).

REPETICIONES —_—>
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Figura 3. Distribucion espacial de los tratamientos de Fusarium oxisporum (AML2).

3.3.2. Metodologia del segundo objetivo. “Establecer la cinética del
desarrollo de la enfermedad de la Marchitez Vascular del Babaco
(MVB), mediante la aplicacion de varios microorganismos

rizosféricos bajo invernadero”

Obtencidn, desinfeccion y siembra de plantas de Babaco.

Las 55 plantulas de Babaco que se utilizaron en el ensayo en condiciones de
invernadero se obtuvieron del canton Saraguro. Se logré que todas las plantas tuvieran

la misma edad promedio (60 dias) y que presentaran claros sintomas de vigor y sanidad.

El sustrato para la siembra estuvo compuesto por turba-arena-tierra, en una
proporcion 2:1:1. El mismo se desinfecté en vapor himedo a + 200°C por dos horas.

Luego de la desinfeccion se llenaron fundas de polietileno de 5 kg y se sembraron las
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plantulas. Posteriormente estas se sometieron a un periodo de cuarentena durante 60

dias para descartar aquellas con sintomas cloroticos causados por hongos o virus.

Las actividades realizadas durante el periodo de cuarentena fueron las siguientes:

Cuadro 3. Actividades desarrolladas durante la cuarentena.

Tiempo  Objetivo Producto Dosis
10 dias Insectos (mosca blanca) Imidacloprid 25 % 1,5-2 kg ha'
Carbendazin 50 % 1,5-2 kg hat
15 dias Enfermedades
Metomil 90 % 1,5-2 kg hat
] e 1 Kg 200 L
30 dias Fertilizacion Abonagro .
agua’
7 dias Riego 2 veces/semana Agua 0,5 I planta
7 dias Control plantulas Ninguno -

Preparacién del inoculo e inoculacion de las plantas de Babaco por el método de

inmersion de raices.

Se realizd un pre-inéculo en 10 ml de medio de cultivo Caldo-Papa-Dextrosa (CPD)
en tubo de ensayo de 20 ml, en donde se sembr6 el aislado de F. oxisporum
(QUI2).(Cuadro 1), y la cepa de T. viride (ECM®6), luego se las incubaron por 5 dias a
+30°C y a 300 rpm en una incubadora orbital (Poleko Series: SN5SE111205). Después
de observado un buen crecimiento de cada una de las cepas, se transfirié todo el
contenido del tubo de ensayo a un Erlenmeyer de 500 ml con medio de cultivo CPD.
Trascurrido 10 dias de incubacién, de cada cultivo fangico se filtraron 2 ml en tubos
eppendoff con el objetivo de realizar el conteo de la cantidad de conidios de cada uno de
las muestras en la cdmara de Neubauer. Para ello se utiliz la siguiente férmula (Booth,
1971).
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CC=n(5X10000)
CC = Concentracion en la cdmara
>'n = Sumatoria de células en los cinco cuadrantes

(5 X 10 000) = Constante

Se ajustaron todas las concentraciones en una proporcion de 1 x 10° por mI't UFC
(Unidades Formadoras de Colonias), aplicando la siguiente formula citada por (Booth,
1971).

Vincial X Cinicial = Vfinal X Cfinal
Viniciat = Volumen inicial del in6culo que deseamos preparar
Cinicia= Concentracion inicial del indculo
Viinal = Volumen final del inoculo que deseamos preparar
Crinal = Concentracion final deseada del inoculo (1 x 10°)

En el ensayo de campo, se utilizd los aislados més eficientes como resultado de las
pruebas realizadas en laboratorio. Para la inoculacion se sacaron todas las plantulas del
sustrato y se sacudieron en agua comuln para evitar dafios mecanicos al sistema
radicular. Posteriormente se efectuaron pequefios cortes con la ayuda de tijeras a las
raices para crear la via de ingreso del agente causal de la marchitez vascular.
Seguidamente las plantulas se sumergieron por 5 minutos en la solucién fungica de 400
ml (segun el tratamiento), ajustada a una concentracion de 1 x 10® UFC. Este paso se
realizo para los 4 tratamientos. Para el tratamiento control (TO0), las plantas fueron
sumergidas durante el mismo tiempo en agua destilada estéril. Subsiguientemente, se
sembraron las plantulas inoculadas en el mismo sustrato y funda del cual se extrajeron
(Gomez y Macas, 2014). Finalmente, todas las fundas se regaron con 400 ml de agua

estéril.
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De la misma forma, se procedid para la inoculacién del aislado de T. viride.con un
aislado bacteriano (E. amnigenus), de acuerdo con la metodologia descripta. Los
tratamientos que se aplicaron fueron los siguientes T1: Agua estéril, T2: F. oxysporum
+ Trichoderma + E. amnigenus, T3: F. oxysporum + Trichoderma, T4: F. oxysporum

+ E. amnigenus y T5: F. oxysporum.
Evaluacion de la severidad o progreso de la enfermedad.

La evaluacion se realizé mediante la observacion directa a cada uno de las unidades
experimentales desde el segundo dia después de la inoculacion (ddi) hasta los 40 ddi.
Se evaluaron los tratamientos y las repeticiones segin la escala de evaluacion de la
severidad extrema (Cuadro 4). (Cueva 2007).

Cuadro 4. Escala de evaluacion (severidad externa) de la Marchitez Vascular del Babaco.

Nivel Sintomas
0 Planta sana
1 Clorosis inicial de las primeras hojas bajeras.

Clorosis intensa de aproximadamente el 50 % del follaje. Defoliacién
g moderada.

Clorosis total del follaje. Defoliacion severa. Bandas olivaceas
3 longitudinales y deprimidas en el tallo.
A Plantas completamente defoliadas. Necrosis descendente desde el apice

del tallo (muerte de la planta).

La severidad fue calculada con la siguiente formula:

Y.(axb)
0h) = ————x1
S(%) N K x100
Donde: S (%) = Incidencia, a = total de plantas en cada grado de la escala; b = grado de
la escala correspondiente; N = nimero de plantas total evaluadas K= grado méaximo de

la escala (K=5).
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IV. RESULTADOS

4.1. Capacidad antagonista de microorganismos rizosféricos sobre los
diferentes aislados de Fusarium oxysporum en condiciones de

laboratorio.

La Figura 4, muestra los resultados obtenidos en cada uno de los dias analizados,
observandose una tendencia de crecimiento homogéneo en aquellos tratamientos donde
se sembraron las bacterias y el hongo con potencial controlador; mientras que en el
tratamiento con F. oxysporum en solitario se observa que su crecimiento sobresale
desde el primer dia de evaluacion, finalizando con 19.5 mm mas de crecimiento que el
tratamiento F. oxysporum + K. intermedia (T6) y 19.9 mm con la inoculacién de F.

oxysporum + L. amnigena. (T5).

—_—T1 —T2 T3 ——T4 T5 T6 =—T7

45
40
35
30
25
20
15
10

Crecimiento radial {mm)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia & Dia 7

Figura 4. Crecimiento radial F. oxysporum (QUI2) frente a la inoculacion cepas bacterianas y
Trichoderma utilizadas en el ensayo.

Leyenda: T1: F. oxysporum + Trichoderma + Enterobacter amnigenus, T2: F. oxysporum +
Trichoderma + Lelliottia amnigena T3: Fusarium oxysporum + Trichoderma + Kluyvera intermedia,
T4: Fusarium oxysporum + Enterobacter amnigenus, T5: Fusarium oxysporum + Lelliottia amnigena,
T6: Fusarium oxysporum + Kluyvera intermedia, T7: F. oxysporum.

Segun los resultados obtenidos del crecimiento radial, se realiz6 el calculo del
antagonismo de los microorganismos inoculados. Para ello se tomé el crecimiento de
Fusarium oxysporum como patron de comparacion en la formula. En la figura 5 se

representa el efecto de los diferentes microorganismos utilizados como biocontroladores
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potenciales, donde se observa la correlacion positiva con el incremento del crecimiento
radial. Los tratamientos con mayor potencial antagonico son aquellos de co-inoculacién
hongo-bacteria, destacandose Trichoderma + E. amnigenus y Trichoderma + L.
amnigena, como los tratamientos de mayor reduccién del crecimiento de F. oxysporum

en los estadios tempranos.

Hasta los 4 dias después de la inoculacion se detecta el efecto beneficioso de las
combinaciones (hongo-bacterias) sobre la reduccion del crecimiento de Fusaruim,
observandose las diferencias estadisticas (p<0,05, Tukey HSD) respecto a los
tratamientos de inoculacion simple de las rizobacterias y sin la presencia de

Trichoderma.
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Figura 5. Antagonismo de aislados bacterianos y Trichoderma contra F. oxysporum (QUI2).

Letras desiguales en las columnas difieren para p<0.05 por Tukey HSD. Leyenda: T1:
F. oxysporum + Trichoderma + E. amnigenus, T2: F. oxyspurum + Trichoderma + L. amnigena T3: F.
oxysporum + Trichoderma + K. intermedia, T4: F. oxysporum + E. amnigenus, T5: F. oxysporum + L.
amnigena, T6: F. oxysporum + K. intermedia. oxysporum + Enterobacter amnigenus, T5: Fusarium

oxysporum + Lelliottia amnigena, T6: Fusarium oxysporum + Kluyvera intermedia, T7: F. oxysporum.
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Teniendo en cuenta la cinética del antagonismo en estas condiciones controladas, se
puede apreciar que la estimulacion del biocontrol por parte de la co-inoculacion de los
microorganismos se lleva especialmente en los primeros 4 dias despueés de la siembra. A
partir de esta fecha no existen diferencias significativas en ninguno de los tratamientos
evaluados. Estos resultados sugieren que el efecto de la inoculacion de Trichoderma se
ejerce en los primeros estadios del crecimiento y que este hongo actla sinérgicamente
con las bacterias E. amnigenus y L. amnigena, no siendo tan marcado el efecto con K.
intermedia. Es de notar que a partir de los 5 dias no existen diferencias significativas
entre los tratamientos, aspecto este que se debe al incremento del efecto de la
inoculacion de las bacterias en solitario, demostrando que el porcentaje de antagonismo

crece regularmente en el tiempo para estos tratamientos.

Se realiz6 el segundo ensayo en laboratorio donde se evaluo6 el segundo aislado de
Fusarium oxysporum (AML2). En la Figura 6, muestra los resultados obtenidos en cada
uno de los dias analizados, observandose una tendencia de crecimiento homogéneo en
los tratamientos donde se sembraron cada una de las bacterias con F. oxysporum (T4,
T5, T6) no hay diferencia significativa entre estos tratamientos, y los tratamientos donde
se sembraron el hongo con potencial controlador frente al hongo causante de la
enfermedad y cada una de las bacterias (T1,T2,T3), en cambio el tratamiento con F.
oxisporum podemos observar el crecimiento donde sobresale desde el primer dia de
evaluacion, finalizando en el dia cinco de evaluacion con 17,59 mm maés de crecimiento
que el tratamiento con F. oxispurum + Trichoderma + E. amnigenus (T1), lo que hace
notar un biocontrol de los antagonistas frente al patégeno y 2,99 mm el tratamiento
Fusarium oxismporum + K. intermedia (T6) en este no hay mucha diferencia debido a
que la bacteria en solitario no es un biocontrolador eficiente, encontrandose los otros

tratamientos intermedios a estos.
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Figura 6. Crecimiento radial F. oxysporum (AML2) frente a la inoculacion cepas bacterianas y
Trichoderma utilizadas en el ensayo.

Leyenda: T1: F. oxispurum + Trichoderma + Enterobacter amnigenus, T2: F. oxispurum +
Trichoderma + Lelliottia amnigena T3: Fusarium oisporum + Trichoderma + Kluyvera intermedia, T4:
Fusarium Oxisporum + Enterobacter amnigenus, T5: Fusarium oxismporum + Lelliottia amnigena, T6:

Fusarium oxismporum + Kluyvera intermedia, T7: F. oxispurum.

Obtenidos los datos del crecimiento radial, se aplicé el célculo de antagonismo de
los microorganismos inoculados, para esto se tomd el crecimiento de F. oxispurum.
como modelo de comparacion en la formula. La Figura 7, se puede observar el efecto de
los antagonistas utilizados como biocontroladores, donde representa que los
tratamientos de con E. amnigenus, L. amnigena y K. intermedia, (T4, T5, T6), no
ejercieron ningun biocontrol sobre el fitopatdgeno de F. oxisporum sp. En cambio los
tres tratamientos con Trichoderma viride, mas cada una de las bacterias: E. amnigenus,

L. amnigena y K. intermedia (T1, T2, T3), ejercen dicho biocontrol.

Como se puede observar, el tratamiento con Fusarium oxisporum. + Trichoderma.
+ L. amnigena, en el dia cuatro de evaluacion, tiene un porcentaje de 26,84% de
acuerdo a los resultados lo que hace suponer que las bacterias encontradas en la raices
del Babaco no pueden ser utilizadas como biocontroladores de F. oxisporum,
exceptuando el tratamiento con E. amnigenus que se podria realizar un estudio mas

profundo para validar los resultados obtenidos en esta investigacion.
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El buen desempefio de Trichoderma en los tratamientos es un indicador de la alta
actividad de los mecanismos de biocontrol disponibles por parte de esta cepa. En la
prueba in vitro se obtuvo evidencia de los procesos de competencia por nutrientes y la
desnutricion del patégeno (F. oxisporum). Llegando en el primer dia de evaluacién a un

53% de antagonismo el T1 y finalizando el dia quinto con un 40%.
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Figura 7. Antagonismo de aislados bacterianos y Trichoderma contra F. oxysporum. (AML2).

Letras desiguales en las columnas difieren para p<0.05 por Tukey HSD. Leyenda: T1: F. oxispurum + Trichoderma
+ Enterobacter amnigenus, T2: F. oxispurum + Trichoderma + Lelliottia amnigena T3: Fusarium oisporum +
Trichoderma + Kluyvera intermedia, T4: Fusarium Oxisporum + Enterobacter amnigenus, T5: Fusarium

oxismporum + Lelliottia amnigena, T6: Fusarium oxismporum + Kluyvera intermedia, T7: F. oxispurum.

No hay diferencias significativas entre los tratamientos que contienen los
antagonistas como son las bacterias y Trichoderma (T1, T2, T3), pero estos tres
tratamientos difieren significativamente de los tratamientos que solo tienen las bacterias
y F. oxysporum (T4, T5, T6), notdndose claramente que dichos antagonistas reducen
considerablemente el crecimiento del patdégeno estando en asocio mientras que la

bacteria en solitario no ejerce biocontrol alguno.
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4.2. Cinética del desarrollo de la enfermedad de la Marchitez Vascular del
Babaco (MVB), mediante la aplicacion de varios microorganismos

rizosféricos bajo invernadero.

Para la validacion de los resultados obtenidos en condiciones de laboratorio, se
realizd un ensayo en condiciones de invernadero. Este experimento se llevé a cabo con
el objetivo de evaluar los mejores tratamientos que se obtuvieron previamente en

presencia de la planta hospedera.

La Figura 8. muestra el porcentaje de severidad de cada uno de los tratamientos, de
acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion de severidad bajo condiciones de
invernadero se observa que el tratamiento inoculado con agua el porcentaje de severidad
es bajo ya que las plantas durante el periodo de evaluacion no presentaron ningln
sintoma todas las plantas estuvieron sanas y vigorosas, el mejor valor de reduccion de
la enfermedad se obtienen con el T2 que es la inoculacion con F. oxysporum + T.
viride + E. amnigenus con un valor del 28% Yy una severidad de la enfermedad del 30%.
Este valor obtenido muestra una compatibilidad entre los dos microorganismos
utilizados en el biocontrol tanto el hongo como la bacteria frente al hongo causante de la

marchitez vascular de babaco como es F. oxysporum.

En la inoculacién con F. oxysporum + Trichoderma (T3), se obtiene un valor de
reduccion de la enfermedad del 23% y una severidad del 35% en el dia 40 de
evaluacion. Ademas, en este tratamiento se puede observar el clasico biocontrol ejercido

por T. vidrie frente a F. oxysporum.

El tratamiento donde se obtiene el menor valor en la reduccion de Fusarium es el T4
que es con la inoculacion con F. oxysporum + E. amnigenus con un valor del 2% y una
severidad de 56% estos resultados, afirman que la bacteria utilizada no ejercié ningun
biocontrol frente a F. oxysporum, la cual existiria una contradiccion con lo descrito en el

T2; la Unica explicacion seria que para obtener un mejor biocontrol la bacteria debe
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estar asociada con otro microorganismo antagonista en este caso asociado con T. viride
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Figura 8. Progresion de la enfermedad de Marchitez Vascular del Babaco en condiciones de invernadero
segun los tratamientos evaluados.

Letras desiguales en las columnas difieren para p<0.05 por Tukey HSD.

T1: Aplicacion de agua estéril, T2: inoculacién con F. oxysporum + Trichoderma + E. amnigenus, T3:
inoculacidn con F. oxysporum + Trichoderma, T4: inoculacidn con F. oxysporum + E. amnigenus, T5:
inoculacidn con F. oxysporum (control).
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V. DISCUSION.

5.1. Capacidad antagonica de microorganismos rizosféricos sobre diferentes

aislados de fusarium oxysporum en condiciones de laboratorio.

Son muchos los estudios realizados en uso de aislados de Trichoderma para el
biocontrol de Fusarium oxysporum causantes de la MVB bajo condiciones de
laboratorio, entre los cuales podemos mencionar a los estudios realizados por Cueva
(2007), en la utilizacion de microorganismos antagonistas del género Trichoderma spp.
(T. koningii y T. album), para el control de F. oxysporum f. sp. caricae, en plantas de
Babaco lo cual demostro satisfactorios resultados en la reduccion de la MVB sobre
condiciones de laboratorio, alcanzando la escala 4 de capacidad antagonica. De igual
forma, Villa (2015), en la evaluacién del antagonismo in vitro de Trichoderma frente a
cuatro aislados de Fusarium oxysporum causantes de la MVB, redujo significativamente
el efecto antagdnico de una cepa de Fusarium en un 20,12%. lo que concuerda con los
resultados de esta investigacion donde la cepa de Trichoderma viride reduce el

crecimiento de F. oxysporum.

No obstante, hay diversos estudios sobre la utilizacion de asilados de Trichoderma
spp., en biocontrol de Fusarium en diversos cultivos de importancia econdémica bajo
condiciones de laboratorio; entre los cuales podemos citar a Martinez (2012) donde la
evaluacion del PICR (porcentaje de inhibicion del crecimiento radial) de 50%, la cual
corresponde al grado 2 de la escala de capacidad antagdnica frente a la cepa de

Fusarium solani.

Las especies de bacterias (E. amnigenus, L. amnigena y K. intermedia), son bacterias
gran negativas y cominmente son patégenas de seres humanos y animales (Brooks et
al., 2010). No obstante, muchas especies de bacterias del genero Enterobacter spp., se
han encontrado promotoras de crecimiento en trigo, albaricoque, maiz y también como
patogena en eucalipto y cebolla. No existen reportes, sobre el uso de E. amnigenus, L.
amnigena y K. intermedia. como controladoras de enfermedades en cultivos, ni en
asocio con Trichoderma. Sin embargo, el uso de estas rizobacterias puede considerarse
como PGPR (Plant growth Promoting Rhizobacteria, por sus siglas en inglés). Ogbo y
Okonkwo (2012), menciona que las bacterias PGPR que colonizan la rizosfera de las
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plantas son capaces de producir hormonas vegetales como auxinas y giberelinas,
citoquininas, etileno, etc. Los principales productores de estos compuestos son del
grupo de las Enterobacter que son capaces de promover el desarrollo de las plantas
debido a su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos hongos patdgenos. Es por este
motivo que en esta investigacion las bacterias del genero no realiza un biocontrol a la

enfermedad.

Tanto T. viride como bacterias crecen rapidamente en medios solidos, formando
endosporas y producen metabolitos secundarios que reducen la posibilidad de
desarrollar resistencia por parte del patdgeno. También presentan la ventaja de que se
degradan de forma paulatina. ElI grado de atague de estos antagonistas depende de
factores como el ambiente, el estado del tejido vegetal v, en el caso de los hongos, de la
cantidad y calidad del indculo (Aceves, 2001). Lo cual coincide con este trabajo que se

realizo las pruebas in vitro en medio PDA.

Con los resultados obtenidos de este trabajo, donde parece que cada una de las
bacterias utilizadas en este estudio (E. amnigenus, L. amnigena y K. intermedia)
inducen mecanismos diferentes, mismos que pueden ser directamente relacionados con
la nutricion, la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de fosfato y otros nutrientes,
donde pueden incidir factores tales como la edad de la planta, tipo de sustrato, humedad
del sustrato, temperatura, atmoésfera del sustrato, fertilidad, luz, efectos foliares y la
actividad microbiana. Parece ser que no pueden ser utilizadas como biocontroladoras de

enfermedades en plantas (Jaizme-Vega, et al., 2003; Rivera-Cruz, et al., 2008).

5.2. Cinética del desarrollo de la enfermedad de la Marchitez VVascular del
Babaco (MVB), mediante la aplicacion de varios microorganismos

rizosféricos bajo invernadero

Gomes y Macas (2014), sefialan que el método de inmersion de raices, se observa los
signos de la enfermedad en menor tiempo debido que en la inoculacién hay contacto
directo de Fusarium con el sistema radicular de la planta, es por este motivo que en esta
investigacion se utilizo este método ya que los patdgenos se desarrollan muy bien en
tejidos lacerados o destruidos antes de llegar a los tejidos sanos lo que coincide con lo
dicho por Agrios (2005).
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Los tratamientos inoculados con el patdgeno coincidié con los signos y sintomas de
Marchitez Vascular en plantas de Babaco segun las descripciones realizadas por Agrios
(2005), quien sefiala que todos los marchitamientos vasculares presentan caracteristicas
en comun; la planta infectada pierde turgencia, se debilitan, adquiere una tonalidad que

va del verde claro al amarillo verdoso, decaen y finalmente se marchita y muere.

En los resultados de esta investigacion en condiciones de invernadero, la cepa
utilizada de Trichoderma viride resultod positiva por lo cual inhibié el crecimiento del
hongo patdgeno causante de la Marchitez Vascular de Babaco lo que coincide con lo
observado por Martinez, (2012), quien menciona que especies de Trichoderma
producen substancias antifungicas que acttan inhibiendo el crecimiento de algunos

microorganismaos.

Las varias especies de Trichoderma han sido considerados buenos agentes de
control bioldgico contra un amplio rango de hongos fitopatégenos en invernadero y en
campo. Sin embargo la poca eficacia del biocontrol con Trichoderma en asocio con
E.amnigenus, puede estar limitada por la fungistasis del suelo dicho por Pérez, (2004), o
por la competencia por otros microorganismos del suelo. De acuerdo a los resultados se
observa un porcentaje de biocontrol en la plantula del Babaco en condiciones de

invernadero.

El control bioldgico utilizando microorganismos, asi como cepas fungicas del genero
Trichoderma para el control de enfermedades de plantas producidas por hongos,
constituye hoy en dia una alternativa que podria sustituir el control quimico sintético,
que ademas de su elevado costo, trae como consecuencia el desarrollo de resistencia por
parte del fitopatdgeno, y problemas de contaminacion y toxicidad (Rey et al., 2000;
Rodriguez, 2002). Lo que concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion
donde la cepa de Trichoderma inhibe el crecimiento del agente causal de la marchitez

vascular del babaco.

El tratamiento donde se inoculé Trichoderma virede frente a Fusarium oxysporum
produce un biocontrol eficiente lo cual concuerda con los estudios relizados por Medina
confirma que todos los tratamientos evaluados de Trichoderma frente a Fusarium

fueron capaces de producir un alto grado de severidad de la enfermedad en el cultivo del

39



Babaco lo mismo Renteria (2015) afirma que la cepa de Trichoderma spp., mostré gran
capacidad antagénica frente a las dos cepas de Fusarium sp., reduciendo su severidad en

un rango comprendido de 3,6 a 10,7% en el dltimo periodo de evaluacion.
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VI. CONCLUSIONES.

Los microorganismos, Trichoderma viride y E. amnigenus, en interaccion frente a F.

oxysporum obtuvieron un mayor porcentaje de control en condiciones controladas.

Las bacterias Enterobacter amnigenu, Lelliottia amnigena, Kluyvera intermedia,
utilizadas en cultivos duales frente a F. oxysporum, no demostraron efectividad como

biocontroladoras en condiciones in-vitro.

En condiciones de invernadero el tratamiento Trichoderma y E. amnigenus frente a

F. oxysporum demostr6 el mayor porcentaje de biocontrol.
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VII. RECOMENDACIONES.

Realizar ensayos a campo abierto con los mejores resultados obtenidos en la presente

investigacion.

Se debe realizar estudios histoldgicos y moleculares sobre la compatibilidad de los

aislados Trichoderma- E. amnigenus en plantulas de Babaco.

Se recomienda evaluar la produccion del Babaco con los mejores resultados obtenidos.
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IX. ANEXOS.

Anexos 1. Fotografias del proyecto de tesis de la fase de campo y de laboratorio.

Anexo 1.1. Plantas de Babaco en etapa de cuarentena. Loja septiembre 2015.

V-

Anexo 1.2. Actividades realizadas en la etapa de cuarentena. Loja septiembre 2015.
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Anexo 1.3. Siembra de Fusarium en laboratorio. Loja septiembre 2015.

Anexo 1.5. Cepas de Fusarium oxysporum (AMLZ2), Trichoderma (ECM®6) para la inoculacion de las

plantas en invernadero. Loja noviembre 2015.
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Anexo 1.6. Inoculacion de las plantas por emersion de raices. Loja noviembre 2015.
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Anexo 1.9. Toma de datos tomando en cuenta la escala de evaluacién (severidad externa) de la Marchitez

Vascular del Babaco. Loja diciembre 2015.

Anexos 2. Grados de escala de severidad externa de la Marchitez Vascular del Babaco a los 10 dias
luego de la inoculacion.

BIOCONTROL DE LA MARCHITEZ VASCULAR DEL BABACO (Vasconcellea heilbornii. var.
pentadgona). EMPLEANDO MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS.

Nombre del evaluador: Raquel Espinoza.

Fecha: Loja, 20 de noviembre de 2015.

TRATAMIENTOS | REPETICION 1 REPETICION 2 REPETICION 3
0|1 (2[3]|4|0 [1(2 |3 |4 0 |1 2 3 4
T1 X X X
T2 X X X
T3 X X X
T4 X X X
T5 X X X
REPETICION 4 REPETICION 5 REPETICION 6

0|12 (3}4/0 (1/2 |3 |4 o1 |2 |3 |4

T1 X X X
T2 X X X
T3 X X X
T4 X X X
T5 X X X
REPETICION 7 REPETICION 8 REPETICION 9

012 (3|40 |1|/2 |3 |4 o1 |2 |3 |4

T1 X X X
T2 X X X
T3 X X X
T4 X X X
T5 X X X

REPETICION 10 REPETICION 11

T1 X X

T2 X X
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T3

T4

TS5

Anexos 3. Conteo de estructuras conidiales de las cepas de Fusarium oxysporum (AML2) y Trichoderma

spp. (ECM®6).
PARTE SUPERIOR
MUESTRA AML2
FECHA Loja, 09 de noviembre de 2015.
Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5
18 46 27 18 21
24 42 19 16 27
28 37 15 11 23
44 22 13 21 10
28 18 27 8 9
33 36 30 32 16
31 27 24 17 15
17 16 9 23 15
31 13 22 35 28
34 26 15 26 23
33 17 25 24 13
32 22 19 23 12
21 27 20 14 20
29 19 28 27 24
28 23 39 37 18
27 17 16 38 12
440 362 321 352 16
19
13
11
20
14
10
20
17
426
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ANEXO 3. Continuacién......

PARTE SUPERIOR

MUESTRA ECM6
FECHA Loja, 09 de noviembre de 2015.
Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5
21 21 24 24 20
28 44 22 28 13
28 32 15 28 9
42 29 10 24 17
17 22 13 33 22
29 28 21 18 8
17 25 31 14 16
29 42 22 12 9
28 24 16 28 13
35 29 24 27 10
22 24 15 14 18
22 30 19 28 31
35 28 29 27 18
22 13 21 19 14
25 21 30 18 15
38 27 29 23 11
417 418 317 341 13
26
21
18
19
26
17
11
11
406
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Anexo 4. Continuacion...

INTRODUCCION.

+Fl babaco es un cultivo tradicional en todas las
provindas de la sermanis ecustorians, e
cakulado que la superfice sembrada puede
liegar de 150 a 200 ha, representados en su
mayoria por  culivos  bajo  Invemadero
Scheldeman (2002); Ndfiez (2008); Jcome
(2014),

o8 forma de propagecidn es ssexual, dando
lugar & diversas enfermedades, la principal
fimitante en el desarrollo y a peoduccidn, e la
Marchitez Vascular del Babaco (MVB), puede
causar hasta un 100% de pérdida en algunas
2038 productoras del pais y principalmente en
s provincla de Loja. «Ochoa y Fonseca (2000;)
Tobar 2008,

ol uso de agentes de control bioldgleo se
Muestra como un complemento o altemativa al
control quimico, haclendo necasaria la bisqueda

(e organismos capaces de controlar las principal
enfermedad de la Marchitez Vascular del

Babaco, «Pévez, 2004

"

OBJETIVOS.

QObjstivo ganeral.

o Evalar el biocontroi 62 3 Marehtez
Vaseuar Ol Babaco (WVB) empleando
microorganismos antagonistas.

Objsttvos espaciicos.

v Evallar el efzolo antagonlsta de bacteras
rizosféricas soore alslados de fusaum,

o Deteminar 3 efclencia antagenkea o¢ ios
Meores alsados bacteranos en condiclones
controladas.

METODOLOGIA

Ubicacion gl res de estuio

] prezente estugio ¢ cesamollo en s nctalcions
de n Universided Nacionelde Loja, & cusl consto de
dos fases expermentaies en  conciciones
controlades. L8 primera faze de laboratorio s
reizo en el Centr de Biotecnaloga; mientre:
fuze de invernacero z¢ cumplio en el bres o2 o
Quinta Experimentl *La Argei”.

Se ublizaron oz cepes de F. oxsporum , una ¢e
Trichodarma y tres capas de bacterias.

v Evaluar el efecty 3 ]
bactarias rizostéricos twm L]
fugarium.

At miseeo 4 procedid pana a obtunciea de caltives
puos, 5o ratzd b simbry do b mishdes
buctiimos pin I prbas do astagonismo,
Subsacusatieseats on by misa cajn 5o deponitd @ ol
caatro discos do sacabocados da Jos alado femgicos
ptagsciantss 2l gosso Fusarnm, Postaromments
s cajus w6 dncubaron 2 28°C y 5 obuand cada 24
pn custfar o wmngaimo & b copn
buctcianas frato 2 Fusarum spp.

Ly prushes do antagoniamo fngico y buctoriano
comuistorea & |y skanbra o los Bongon patogum
(Fusarnon) y antagoaisty (Trichoderma) s cajes
Petri con medio do cultivo PDA. En st cajns
wabet proviamaato s buctriys asladys ¥ w0
depositaren g ua extrmo discos do micalio do 4
s do ditmotro d las eapeciss do Fusarum gpp,
tn crecimisato activo, y ol oo extromo w
coboaron discor do 4 mm do ditmeto do
Trichadsrma spp. o0 crcimiant activo. Una vez
colocados ambos hoagos s cajys % incubarcn 3
WC y w obienarca cadh 24 b para cunntificar ol
stmer & dive ol primer coatacto ot ol

antagonisa y of patogeno y o didmotro di s 2ema de
YR

v Determinar '8 #fckencl antagénica de los
mejores  dsisdos  bcterianos e condclones
controlades,

Parn cumpllr este objetv sé obtabo S5 panad de bebaco
el Cantin Sarigure, 3o wtilzo sustro de proporciln 2.4
1{turba, 4w~ Sarra) pewvameets dsnloctade s vapor.
S sometieron les pants  una etaps de cusrentens,

Sa reallo of Inocsdo tanto del hengo costarte de le

Muchitee Vascular def Baboto como los peslbis
ntajenlsts an et caso Trichodenmo y o cope G
bucterles

Pata o Ionculicin 0 acseon lodas by plhossles el
vl y 4¢ sacucien o9 sgus b purs vt s
ko o st rdedle. Polrkesat
dlovtuaron pauedon cores oon % ayuds de teras o Iy
0 parn creaf I via de ngres el gente counal &
Medhler Vol Sepuidanente 1 plintolys 56
simergjeren ot § stk en b whcide fingpes & 400
o] (st el benicnlo), afstad & wns cotieniraci de
100" UPC Estpa 0 bt o 4 b
Fua ol intamionto control (T0), g plantas fosron
suncrpidis diesnle o mino asigo e aa Ay
okl Subsiguicniaments, 16 sembraron s plintulsy
boculides o o mamo st y fuoda del cual s0
axton (Gl Macs, 214) i, ot b
Ml ¢ reganon con 400 ml & agus el

La evaluodén se realicen medants cbsevadn direc
durants cusrenta dias después de la inoculuciéa.

Nl Slntomas

0 Mosta o

1 Clorests Inklal d las primres hojes bajerss,
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Anexos 5. Registro de asistencia, de la socializacién de resultados.

SEMINARIO TALLER DE SOCIALIZACION DE RESULTADOS DE TESIS (TERCERA VISITA)

TITULO: “BIOCONTROL DE LA MARCHITEZ VASCULAR DEL BABACO (Vasconcellea
heilbornii. var. pentagona) EMPLEANDO MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS.”

Autora: Ruth Raquel Espinoza Buele.
Director: Ing. Angel Robles, Mg. Sc.
Ciclo: Quinto Ciclo de Ingenieria Agronémica.

REGISTRO DE ASISTENCIA.
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Anexo 5. Continuacion....
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