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RESUMEN
La uvilla (Physalis peruviana) se ha convertido en un producto de interés para mercados
internacionales por sus propiedades nutricionales y bioactivas. Su produccién es extensa en
varios mercados emergentes distribuidos alrededor del mundo. Este cultivo es propenso al
desarrollo de patologias como el moho gris (B. cinerea) y la mancha foliar (Cercospora sp.) que
afectan gravemente hojas y capachos. El control se basa en la utilizacion de productos quimicos
dafiinos para el ambiente, los cuales pueden ser reemplazos por microorganismos
biocontroladores. Estos ultimos pueden ser bacterias u hongos capaces de producir metabolitos,
fitohormonas, sustancias volatiles o utilizar otros mecanismos para promover el crecimiento
vegetal y/o inhibir el desarrollo de patdgenos dentro de la planta. En este estudio, se emplearon
cultivos duales para la evaluacion in vitro de cepas de B. subtilis, P. fluorescens, T. atroviride y
T. gamsii como posibles antagonistas de los patégenos B. cinerea y Cercospora sp. La mayor
inhibicion del crecimiento contra B. cinerea se obtuvo con B. subtilis (Porcentaje de Inhibicion del

Crecimiento Radial de 52,94%z5,88%). Mientras que entre los tratamientos evaluados contra
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Cercospora sp., B. subtilis, T. gamsii y T. atroviride sobrepasaron el 40% de inhibicién a pesar
de no representar diferencias significativas al compararlos entre ellos. Todos los
microorganismos ensayados mostraron capacidad antagonica frente a los patégenos B. cinerea
y Cercospora sp., a excepcion de la cepa de P. fluorescens.

ABSTRACT

The gooseberry is becoming a product of interest in international markets due to its nutritional
and bioactive properties. Its production is extensive in some emerging markets distributed around
the world. This crop is in danger of various phytopathologies such as gray mold (B. cinerea) and
leaf spot (Cercospora sp.). Those fungi severely affect leaves and clusters. In general, farmers
use harmful chemicals to control those diseases. However, biological control is an alternative that
employs harmless microorganisms. They can be bacteria or fungi capable of producing
metabolites, phytohormones, volatile substances, or other mechanisms to promote plant growth
or inhibit the development of diseases. The dual-culture methodology was used for in vitro assays
with B. subtilis, P. fluorescens, T. atroviride, T. gamsii, B. cinerea, and Cercospora sp. to search
for antagonisms. The greatest growth inhibition against B. cinerea was obtained with B. subtilis
(Percentage of Inhibition of Radial Growth of 52.94%z+5,88%). Meanwhile, among the treatments
evaluated against Cercospora sp., B. subtilis, T. gamsii, and T. atroviride surpassed 40%
inhibition despite not showing significant differences when compared to the control. All the tested
microorganisms exhibited antagonistic capability against the pathogens B. cinerea and

Cercospora sp., except for the strain of P. fluorescens.

Palabras clave
Physalis peruviana, actividad antifingica, PGPR, hongos fitopatdégenos, Trichoderma spp.
Keywords

Physalis peruviana, antifungal activity, PGPR, phytopathogenic fungi, Trichoderma spp.

1. Introduccion
La uvilla (Physalis peruviana) es una planta frutal nativa de los Andes sudamericanos que crece
entre los 1500y 3000 m.s.n.m. Se caracteriza por el desarrollo de un arbusto que puede alcanzar

una altura de 1,5 metros en un tiempo promedio de dos afios. El fruto es una baya que se
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encuentra protegido por un capuchén principalmente durante el tiempo de maduracién, que varia
entre los 60 y 80 dias. El fruto se caracteriza por su forma esférica y color amarillo (Fischer,
Almanza-Merchan y Miranda, 2014). Su importancia ha tomado revuelo durante los Ultimos afios
gracias a su alto valor nutricional caracterizado por un gran porcentaje de vitamina C, B-carotenos
y minerales, los cuales estan relacionados, directa e indirectamente con las propiedades
bioactivas de la uvilla. Por ejemplo, efectos antinflamatorios, antiasmaticos, diuréticos,
analgésicos, entre otros (Bazalar Pereda, Nazareno y Viturro, 2019; Puente et al., 2011). Dicho
antecedente ha incrementado la tasa de produccion de uvilla en Suramérica, sobresaliendo en
paises como Colombia, Ecuador y Pert, como también en Africa, en Zimbabue, Kenia y Egipto
(Bazalar Pereda, Nazareno y Viturro, 2019). Esto ubica a la uvilla dentro del mercado emergente
de exportaciones para varias naciones. En el caso de Ecuador, del 2012 al 2017 se registré un
crecimiento del 10% del cultivo de uvilla dentro de la region interandina. Esto significé una
cosecha de aproximadamente 4 000 toneladas del fruto que, en un 70% se destiné a
exportaciones y un 30% al consumo interno (Moreno-Miranda et al., 2019). Hasta 2018, los entes
de control contabilizaron 43 mercados distintos para el producto ecuatoriano, entre los que se
destacaron Francia, Paises Bajos y Canada (MPCEIP, 2019). Igualmente, en Colombia, el cultivo
de uvilla significo exportaciones por alrededor de 38 millones de ddlares en 2022 (Ardila y Murillo,
2023). El particular interés de los mercados internacionales constituye una gran oportunidad para
el aumento significativo de ingresos en pequefios y grandes productores de uvilla.

Uno de los condicionantes para el desarrollo de cultivos de uvilla es la falta de conocimiento en
torno al manejo de problemas fitosanitarios, sinbnimos de grandes pérdidas econdémicas en
pequefas y grandes empresas (Moreno-Miranda et al., 2020). Por ejemplo, las enfermedades
como el moho gris causada por Botrytis cinerea y la mancha foliar causada por Cercospora sp,
provocan grandes pérdidas en los cultivos por las graves afecciones en hojas y capachos
(Paredes, Yanez y Marcial-Coba, 2021). El desarrollo de las fitopatologias se combate con la
aplicacion de agentes quimicos de amplio espectro que provocan distintas afectaciones a la salud
humana y al ambiente entre el corto y largo plazo (Jiménez-Quintero, Pantoja-Estrada y Leonel,
2016; Ruiz-Gaitan, Castellanos-Gonzales y Jair-Villamizar, 2018). Uno de los casos mas graves
es la presencia de elementos quimicos en productos de consumo final. En Colombia, se

demostrd la existencia de residuos de distintos pesticidas en frutos de uvilla listos para
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comercializacion dentro del mercado colombiano, lo que representa un riesgo a la salud del
consumidor (Cadavid-Mufioz et al., 2017).

El biocontrol es una alternativa ampliamente utilizada para reducir el desarrollo de enfermedades
e incentivar el desuso de agroquimicos. Dicha estrategia, se basa en el uso de microorganismos
capaces de reducir el efecto del patégeno sobre las plantas, sin causar dafio en el ambiente,
dejar residuos o causar algun tipo de riesgo (Wang et al., 2021). Muchos de estos
microorganismos se clasifican como Promotores del Crecimiento Vegetal (PGPR). Este grupo se
caracteriza por ayudar a las plantas a aumentar su disponibilidad de nutrientes, mejorar su
sistema de resistencia a enfermedades o atacar directamente a los patdgenos. Tal es el caso de
Trichoderma spp., que se describe como uno de los mejores controladores de hongos patdgenos
(Ramirez-Olier et al., 2019). Por otro lado, se destacan a los géneros bacterianos Bacillus y
Pseudomonas. EIl primero resalta por la produccién de antibiéticos y enzimas y el segundo por
sintetizar compuestos antifiingicos que inhiben el crecimiento de varios fitopatégenos (Tejera,
Heydrich y Rojas, 2012; Wang et al., 2021). Los resultados de varias investigaciones se resumen
en efectos favorables para el combate de B. cinerea en plantas de mora y Cercospora sp. en
plantas de tomate con los agentes microbianos descritos anteriormente (Calvo-Araya et al., 2012;
Pincay et al., 2021). Estos efectos podrian comprobarse, también, en la uvilla. Por ello, se busca
con esta investigacion demostrar, mediante ensayos in vitro, la capacidad inhibitoria de distintos

microorganismos contra fitopatdégenos de la uvilla B. cinerea y Cercospora sp.

2. Materiales y Métodos

2.1 Reactivacién de cepas bacterianas y fungicas

Las cepas antagonistas y fitopatégenas se reactivaron de la coleccion del Laboratorio de
Fitopatologia de Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE). En total se reactivaron
cinco cepas: B. subtilis (B5-0JI), P. fluorescens (SnR6), T. gamsii (T25), T. atroviride (T3), B.
cinerea (OT-05-10) y Cercospora sp. (ET-24). Las bacterias se sembraron en el medio de cultivo
Agar Nutritivo (AN) e incubadas a 25+2°C por 72 horas. Por otro lado, los hongos fueron
inoculados en Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubados a 25+2 C por 7 dias. Se comprobaron

caracteristicas morfoldgicas y pureza de cultivos mediante tincion de Gram (bacterias) y tincion
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de Azul de Lactofenol (hongos) (Sosa et al., 2011; Ladino-Rey, Rubio y Chacin-Zambrano, 2016;
Paredes, Yanez y Marcial-Coba, 2021).

2.2 Productividad bacteriana en medios de cultivo

Se utilizé el método ecométrico desarrollado por Mossel et al. (1983) y modificado por Kornacki
et al. (2003) para evaluar la productividad de B. subtilis y P. fluorescens en medio Agar Papa
Zanahoria (APZ) (ATCC 335) mediante el célculo del indice de crecimiento absoluto (ICA) y el
indice de crecimiento relativo (ICR). Se utilizé un asa calibrada de 10 uL para inocular las
bacterias segun el modelo ecométrico propuesto, tanto en el medio evaluado como en PDA, el
cual se utilizé como medio referencial. Los cultivos se incubaron a 25+2 C por 48 horas. Luego
de este periodo se cuantificaron los resultados. Cada estria con crecimiento puntda como 0.2,
excepto la transversal que se ubica en el centro del plato, esta obtiene un valor de 1. Su suma
se representa como ICA. Se estima que si se obtiene un ICA < 2.5 el medio es bajamente
productivo, si se encuentra entre 2.5y 4.0 es medianamente productivo y si el ICA > 4.0 se trata
un medio altamente productivo (Michanie et al., 1992; Montilla-Escudero et al., 2011). Por otro
lado, el ICR se obtiene de la relacién entre el ICA del medio de prueba e ICA del medio referencia
con un resultado esperado de 1 (Lara Mantilla, Mendoza y Oviedo Zumaqué, 2010).

2.3 Pruebas de antagonismo

2.3.1 Cultivos duales bacterias contra hongos

Se emple6 el modelo de cultivo dual detallado por Slama et al. (2019) para comprobar la actividad
antifingica de B. subtilis y P. fluorescens. Las bacterias fueron inoculadas en agua peptonada al
1% a 25+2°C hasta alcanzar una concentracion bacteriana de 108 UFC/ml. Se utiliz6 un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 625 nm hasta obtener valores entre de 0.08 y 0.1
que corresponden al 0.5 en la escala de McFarland (Lozano Guzmén, 2018). Se utiliz6 medio
PDA en placas Petri de 90 mm para los enfrentamientos entre las bacterias y B. cinerea. Por otro
lado, se empled APZ para las pruebas que involucraron a Cercospora sp. En ambos casos, se
coloc6 un disco de micelio del fitopatégeno de siete dias de crecimiento con un diametro de 5
mm en el centro de plato. Se inocul6 una estria bacteriana por cada lado, a una distancia de 3
cm desde el disco como se indica en la Figura 1. Ademas, se establecié un control donde se
colocé unicamente el disco del fitopatégeno en el centro del plato. Cabe resaltar que, por cada

enfrentamiento y control se realizaron tres repeticiones. Los platos fueron incubados a 25+2°C



152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

183
184

por 10 dias en el caso de B. cinerea y 15 para Cercospora sp. Al culminar el periodo de
incubacion, se calcul6 el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento radial (PICR) con base en la
siguiente ecuacion propuesta por Alenezi et al. (2016), donde a hace referencia al radio de la
colonia evaluada y b al radio de la colonia control.

PIC =1—-(a/b) x 100% D
2.3.2 Cultivos duales hongos contra hongos

El modelo de cultivo dual propuesto por Pincay et al. (2021), con algunas modificaciones, se
empled para evaluar la capacidad antagonica de las cepas de T. gamsii y T. atroviride. Se utilizé
medio PDA para los enfrentamientos con B. cinerea y APZ en el caso de Cercospora sp. En una
caja Petri de 90 mm, se colocaron discos de 5 mm de diametro. Los discos se ubicaron de forma
opuesta, en los extremos de la caja sobre la linea media, cada uno en el borde como se muestra
en la Figura 1 (Rahman, Begum y Alan, 2009). Los cultivos de para B. cinerea fueron incubados
durante 10 dias y los de Cercospora sp. por 15 dias (Galleti et al., 2008) a 25+2 C. El control
consistio en una caja Petri con un disco de 5 mm del micelio del fitopatdgeno ubicado en el
centro. Cabe resaltar que, por cada enfrentamiento y control se realizaron tres repeticiones. Al
culminar el periodo de incubacidn, el antagonismo se evalu6 fenotipicamente en base a la escala
descrita por Bell, Wells y Markham (1982). Del mismo modo, se calculé el PICR con base en la
ecuacion descrita por Skidmore y Dickinson (1976):

PICR = [(C1—-C2/C1)] x 100 (2)
Donde C1 hace referencia al crecimiento radial del control y C2 al crecimiento radial del

fitopatégeno enfrentado.

A

Figura 1. Representacion grafica de los cultivos duales. A) Modelo propuesto por Slama et al.

(2019) en el caso de B. subtilis y P. fluorescens contra B. cinerea y Cercospora sp. B) Modelo

propuesto por Rahman, Begum y Alan (2009) en el caso de T. gamsii y T. atroviride contra B.
cinerea y Cercospora sp.
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2.3 Anélisis estadisticos

Se empled un disefio de bloques al azar. Los datos fueron transformados mediante funcién
logaritmica. Se comprob6 homogeneidad y normalidad entre los datos mediante las pruebas de
Levene y Shapiro-Wilks respectivamente. Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) y la
prueba post hoc de Tukey. Se determinaron diferencias significativas entre los tratamientos a un
nivel de significancia del 95%. Los analisis se ejecutaron en el software estadistico R con la

utilizacion de los paquetes ggplot2, dplyr, PASWR, car, multcomp vy tidyr.

3. Resultados y Discusién
Los microorganismos reactivados mostraron caracteristicas fenotipicas correspondientes a su
naturaleza, lo que coincide con lo descrito en la literatura (Villareal-Delgado et al., 2018; Alemu

y Alemu, 2013; Garcia-Nufiez et al., 2017; Zin y Badaluddin, 2020) (Fig.1).

== = ' o 5% —

Figura 2. Microorganismos biocontroladores evaluados. Imagen izquierda corresponde al
cultivo macroscopico y derecha a morfologia microscopica; bacterias bajo aumento de 100x y
hongos a 40x. A) B. subtilis, B) P. fluorescens, C) T. atroviride. y D) T. gamsii.

Del mismo modo, los caracteres de las cepas de los fitopatdgenos B. cinerea y Cercospora sp.
coincidieron con lo reportado en otras investigaciones (Figura 3). Se destaca la presencia de
esclerocios en las colonias de B. cinerea. Las observaciones microscopicas presentaron
conidiéforos largos y septados que portaban conidios redondos y elipticos (Terrones-Salgado et
al.,, 2019). La cepa de Cercospora sp. mostr6 un desarrollo lento en medio PDA,

aproximadamente dos semanas, con la presencia de colonias de forma irregular, micelio aéreo

de color blanco y bordes erosionados (Paredes, Yanez y Marcial-Coba, 2021). Esto represent6
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una complicacién para los enfrentamientos duales en la cuantificacién del crecimiento radial del
fitopatdgeno. Por ello, se empled para las pruebas de antagonismo el medio APZ, dénde
Cercospora sp. mostré un crecimiento fungico mas rapido, con la formacién de colonias circulares
de borde definido que se extendieron sobre toda la placa (Figura 3) (Paredes, Yanez y Marcial-

Coba, 2021; Pun, Kumar y Pandey, 2020).

Figura 3. Microorganismos fitopatégenos ensayados. Las imagenes de los paneles de la
izquierda corresponden a la morfologia macroscopica y los de la derecha a la morfologia
microscépica, ambos bajo aumento de 40x. A) B. cinerea en PDA y B) Cercospora sp. en APZ.
Los resultados de la prueba de productividad bacteriana determinaron que el medio APZ es
altamente productivo, tanto para B. subtilis como P. fluorescens (Figura 4). En ambos casos, se
cuantificé un valor de 5 para ICAy 1 para ICR. Los resultados significaron una tasa de crecimiento
bacteriano del 95 al 100% en el medio evaluado en comparacion al medio de referencia (PDA)
(Lara Mantilla, Mendoza y Oviedo Zumaqué, 2010). Existen estudios similares que definen la
productividad de dichos agentes, pero no en el medio anteriormente mencionado. El método
ecométrico de Mossel evalla efectivamente la calidad de un medio comercial o una formulacion
ideada en laboratorio, con la finalidad de determinar si los medios empleados son los correctos
para propiciar el crecimiento bacteriano o inhibir el mismo (Kornacki et al., 2003; Villalobos et al.,

2007).
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Figura 4. Prueba de productividad bacteriana en medio APZ. A) B. subtilis y B) P. fluorescens

Las pruebas de antagonismo se agruparon por fitopatégeno enfrentado. La cepa de B. subtilis
presentd el mayor efecto inhibitorio ante los patégenos de la uvilla B. cinerea y Cercospora sp.
seguido por las cepas de T. atroviride y T gamsii. En el caso de B. cinerea se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) al comparar los tratamientos frente al control. La cepa de B.
subtilis se situ6 como el mejor agente antagonico al registrar un valor de PICR del
52,94%15,88%. En cuanto a los tratamientos aplicados a Cercospora sp., estos resultaron
homogéneos al compararse con el control y obtenerse un valor no significativo (p=0.05). A pesar
de ello, B. subtilis, T. gamsii y T. atroviride representaron un porcentaje de inhibiciéon que supera
el 40% que los coloca como agentes antagonicos de Cercospora sp. Los valores se representan

en la Figura 5.
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Figura 5. PICR de B. cinerea y Cercospora sp. frente a los distintos agentes biocontroladores.
Letras distintas muestran diferencias significativas, con un valor de p < 0.05, segun la prueba
de Tukey.
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Los valores de PICR posicionan a B. subtilis como el agente biocontrolador con la mayor accion
antagonista ante los dos fitopatdégenos de la uvilla. Li et al. (2022) reporté como el mejor agente
antifngico a una cepa de Bacillus sp. que mostré un porcentaje de inhibicion del 78,42% ante
una cepa de B. cinerea aislada de una planta de vid. En el caso de Cercospora sp., Poornima y
Jagdish (2011) registraron un porcentaje de inhibicién del 55.07% en ensayos in vitro, al enfrentar
una cepa de B. subtilis frente a una de C. beticola, Mejores resultados fueron descritos por
Soldano et al., 2010, quienes reportaron una inhibicién 78,95% al enfrentar B. subtilis a una cepa
de C. kikuchii. Esto, al igual que en otras investigaciones, indica que las cepas pertenecientes al
género Bacillus son uno de los mejores antagonistas para dichos fitopatdgenos bajo condiciones

in vitro.

Se describe a Bacillus como un género con potencial para la agricultura al promover el
crecimiento vegetal y controlar varios tipos de patologias. Esto bajo distintos mecanismos de
accion como la induccion de resistencia sistémica en la planta, produccién de compuestos
antimicrobianos, fitohormonas, compuestos orgénicos volatiles, enzimas liticas y péptidos de
sintesis no ribosomal (NRPs) (Pedraza, Lopez y Uribe-Vélez, 2020). Estos ultimos compuestos
son relevantes para el control de fitopatologias producidas por agentes fungicos. En el caso
especifico de B. cinerea, Bacillus tiene la capacidad de sintetizar surfactina, un metabolito
perteneciente a los NRPs, con la capacidad de reducir el dafio causado por dicho patégeno en

plantas de tabaco y tomate (Cawoy et al.,2014; Pedraza, Lépez y Uribe-Vélez, 2020).

Trichoderma se constituye como uno de los mejores representantes fungicos para el control de
patégenos, promocién del crecimiento vegetal, descomponedor de materia organica y agente de
biorremediacién (Zin y Badaluddin, 2020). Entre sus mecanismos de accién ante patdgenos
resaltan el micoparasitismo y restructuracion de la arquitectura radicular que impide la entrada
de otro tipo de microorganismos (Bhat, 2017; Kumar et al., 2019). En los enfrentamientos contra
B. cinerea, los valores del PICR de las dos cepas de Trichoderma bordean el 19% y se ubican
en la escala Il de Bell, que indica que el microorganismo antagénico y el patogénico colonizan
aproximadamente cada uno la mitad del espacio dispuesto con poca o nula sobreposicion (Bell
et al., 1982; Pincay et al., 2021). Por otro lado, en los ensayos dispuestos para Cercospora sp.,
las dos cepas de Trichoderma obtuvieron un 42,41%+4,88% de inhibicion y se situaron en la

escala | de Bell que representa un desarrollo del antagonista por todo el espacio a disposicion



303 con una completa sobreposicion sobre la colonia del patégeno (Bell et al., 1982; Pincay et al.,
304  2021) (Figura 6). Otras investigaciones reportaron un PICR que se sitla desde el 40% hasta un
305 86% al enfrentar distintas cepas de Trichoderma contra C. beticola y C. malayensis. Por otro
306 lado, al enfrentarse cepas de B. cinerea con diferentes cepas de Trichoderma el PICR se sitlio
307  entre el 50% al 90% (Li et al., 2020; Calvo-Araya et al., 2012; Poornima y Jagdish, 2011; Vasava
308 vy Patel, 2020).

309
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317
318 Figura 6. Imagenes representativas de los enfrentamientos duales. Cultivos para B. cinerea en

319 medio PDA a los 10 dias de crecimiento. Cercospora sp. en medio APZ a los 15 dias de
320 crecimiento.

321 P. fluorescens tiene la capacidad de disminuir el efecto de enfermedades fangicas gracias su
322 interaccion directa con las plantas. Entre sus mecanismos de accion se describe la facultad de
323  formar biopeliculas, sintetizar metabolitos secundarios que incluyen sideréforos, antibidticos y
324  fitohormonas (Bhetwal et al., 2021; Kumar et al., 2017). A pesar de ello, la cepa utilizada en este
325  estudio no mostré inhibicién del crecimiento, tanto para B. cinerea como Cercospora sp. Datos
326 que discrepan de lo presentado por otros investigadores. Por ejemplo, Poornima y Jagdish
327 (2011), reportaron un porcentaje de inhibicion del 68.35% al enfrentar P. fluorescens con una
328 cepa de C. beticola.

329

330 4. Conclusiones

331 La cepa de B. subtilis resultd ser el microrganismo con el mayor efecto inhibitorio ante los
332  patdgenos de la uvilla B. cinerea y Cercospora sp. seguido por las cepas de T. atroviride y T
333  gamsii. En cuanto a la cepa de P. fluorescens, no mostr6 efecto inhibitorio sobre dichos

334 patégenos bajo los ensayos in vitro. Los efectos de estos microorganismos deben ser
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contrastados con el desarrollo de ensayos in planta que permitan definir cual es la mejor opcién

para el control biolégico de los patdgenos en cultivos de uvilla.
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