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1. RESUMEN

La uvilla (Physalis peruviana) ha logrado espacio en el mercado ecuatoriano,
Ilegando a convertirse en la fuente principal de ingresos de muchas familias en la serrania.
Uno de los principales problemas en la produccion es el marchitamiento vascular, generado
por el complejo fangico del fitopatdogeno Fusarium oxysporum. El control de esta
enfermedad usando fungicidas es ineficaz y puede afectar la calidad del fruto. El objetivo
de este estudio es el aislamiento, identificacion morfol6gica, molecular y deteccion de
actividad antagonista de Trichoderma spp. y Bacillus como alternativas bioldgicas
conjuntas para controlar a Fusarium oxysporum en ensayos in vitro. Se muestrearon 12
localidades productoras de uvilla pertenecientes a las provincias de Pichincha, Tungurahua,
Cotopaxi e Imbabura. Un total de 252 muestras de suelo fueron recolectadas y procesadas.
Se obtuvieron 25 aislados de Trichoderma spp. y 36 de Bacillus spp. identificadas por su
morfologia macro y microscopica. Después de la extraccion de ADN de los aislados, se
realiz6 la PCR usando los primers ITS 1y 4 para los hongos, y para las bacterias se utilizd
los primers PA forward y PH reverse dirigidos al gen 16s rRNA. Por medio de un
screening de antagonismo para Bacillus, se escogieron previamente 10 aislados, 6 con
antagonismo medio y 4 con antagonismo positivo. Las cepas escogidas fueron identificadas
molecularmente como Bacillus subtilis y Bacillus cereus. Mediante las pruebas de
antagonismo individual de Trichoderma se eligieron 7 aislados de diferente especie con
porcentajes de inhibicién superior al 50%. Se probd la compatibilidad de los
microorganismos elegidos de forma conjunta en platos Petri con PDA . Las cepas de
Bacillus cereus presentaron compatibilidad mientras que las cepas de Bacillus subtilis no.
En total se obtuvieron 14 combinaciones con Trichoderma. La compatibilidad y viabilidad
de ambos microorganismos fue comprobada por medio de microscopia y siembra del
crecimiento micelial. Las pruebas de antagonismo conjunto entre cepas compatibles de
Bacillus spp. y Trichoderma spp contra Fusarium oxysporum presentaron porcentajes de
inhibicion superiores a los obtenidos de forma individual. Los resultados exitosos plantean
nuevas pruebas conjuntas a nivel de invernadero y campo asi como aplicaciones
individuales de todos los microorganismos encontrados en este estudio por su destacable

potencial antagonista.



2. ABSTRACT

The golden berry (Physalis peruviana) has achieved space in the Ecuadorian market,
becoming the main source of income for many families. One of the main problems in the
production is the vascular wilting generated by the fungal complex of the phytopathogen
Fusarium oxysporum. The control of this disease using fungicides is ineffective and can
affect the quality of the fruit. The objective of this study was the isolation, the
morphological and molecular identification and detection of antagonistic activity of
Trichoderma spp. and Bacillus as joint biological alternatives to control Fusarium
oxysporum starting from in vitro assays. In the Ecuadorian highlands, 12 producing
localities were sampled, belonging to the provinces of Pichincha, Tungurahua, Cotopaxi
and Imbabura. A total of 252 samples were collected and processed. We obtained 25
isolates of Trichoderma spp. and 37 of Bacillus spp. identified by their macro and
microscopic morphology. After the DNA extraction of the isolates, PCR was performed
using the ITS primers 1 and 4 for the fungus, while for the bacterium the PA forward and
PH reverse primers directed to the 16s rRNA gene were used. Based on a screening of
antagonism for Bacillus, 10 strains were previously chosen, 6 with medium antagonism and
4 with positive antagonism. The chosen strains were molecularly identified as Bacillus
subtilis and Bacillus cereus. Through the individual antagonism tests for Trichoderma, 7
isolates were choose, each of different species with percentages of inhibition greater than
50%. The compatibility of the microorganisms chosen was tested together in Petri dishes
with PDA. Strains of Bacillus cereus showed compatibility while strains of Bacillus subtilis
did not. In total, 14 combinations with Trichoderma were obtained. The compatibility and
viability of both microorganisms was verified by microscopy and sowing of mycelial
growth. The joint antagonism test between compatible strains of Bacillus spp. and
Trichoderma spp. against Fusarium oxysporum showed percentages of inhibition higher
than those obtained individually. The successful propose new joint tests at the greenhouse
and field level as well as individual applications for all the microorganisms found in this

study for their remarkable antagonist potential.



3. INTRODUCCION

3.1. UVILLA

La uvilla (Physalis peruviana), es una especie fruticola andina clasificada como
maleza, originaria de valles interandinos bajos de Ecuador y Peru. Es tolerante a diferentes
condiciones ambientales y se adapta a cualquier tipo de suelo y condiciones agroecoldgicas
(Altamirano, 2010; Géngora y Rojas, 2006). Su fruto es pequefio, amarillo y con alto
contenido de vitaminas. Se considera diurético, depurativo, reconstituyente y beneficioso
para el organismo (Obando, 2013). La uvilla crece entre 1800 y 2800 m.s.n.m, con una
temperatura promedio anual entre los 13 y 18°C, precipitaciones entre 1000 a 2000 mm a lo
largo del afio y humedad relativa del 70 al 80%. Su floracién es inducida por dias cortos

con ocho horas de luz (Géngora y Rojas, 2006).

En el Ecuador, el 40% de agricultores cultiva la variedad de uvilla colombiana, un
13% la ecuatoriana y un 7% la keniana. EI 40% restante de agricultores desconoce la
variedad que cultivan. Las variedades se diferencian principalmente en su tamafio e
intensidad de color del fruto, abarcando la gama desde amarillo anaranjado al verdoso. En
Ecuador existen aproximadamente 20 ecotipos, que se diferencian por el lugar de siembra y
las caracteristicas antes mencionadas, incluyendo al ecotipo keniano y colombiano. Se
puede mencionar dos como los mas comunes, uno pequefio color verde, dulce al estar
maduro y un ecotipo de color anaranjado de tamafio mediano a grande que es el

comercializable conocido como ecotipo ecuatoriano (Altamirano, 2010).

La uvilla ha logrado espacio en el mercado ecuatoriano, llegando a convertirse en la fuente
principal de ingresos de muchas familias en la serrania, como es el caso de la organizacion
de productores de Patain, Salcedo en la provincia de Cotopaxi (Diario El Telégrafo, 2011).
El ecotipo de uvilla colombiano es el mas cultivado en el pais por ser la mas apetecida para
el comercio interior y exterior (Altamirano, 2010). Actualmente, se dedican 700 hectareas a
la produccién de uvilla para la exportacion, principalmente en Pichincha, Cotopaxi,
Imbabura y Carchi (Obando, 2013). El cultivo de uvilla se presenta como una alternativa
sustentable con miras a exportacion a mercados internacionales (Diario EI Telégrafo,
2011). Los productores de uvilla pertenecientes a la asociacion Sumak Mikuy en Imbabura,

han introducido su producto de uvilla deshidratada al mercado alemén, presentando un
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incremento de 160.4% en sus exportaciones del 2015 al 2016 (PROECUADOR, 2017).
Los principales destinos de la uvilla ecuatoriana son Alemania, Holanda, Espafa, Canada e
Italia (Altamirano, 2010).

3.1.1. LIMITANTES DE LA PRODUCCION

Debido a su origen silvestre, la uvilla es resistente de forma natural a varias plagas,
sin embargo, es vulnerable a pajaros, gusanos del fruto, &fidos, acaros, nematodos de
agallas (Meloidogyne sp), gusanos cortadores (Agrotis sp.) y pulguillas (Epitrix sp.). Entre
las enfermedades mas comunes se encuentran: la pudricion de las raices causada por
Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, y Phytophthora, la roya blanca causada por Penicillium
sp, Sclerotinia sp., y Sclerotium sp., y la lancha causada por Alternaria solani (Pacheco y
Nufiez, 2012). Los patdgenos que afectan el ciclo vegetativo de la uvilla pueden afectar
gravemente los costos de produccion e incluso provocar pérdidas criticas (Gongora y Rojas,
2006).

3.2. Fusarium oxysporum

Hongo ascomycete presente como saprofito del suelo o patdgeno especializado,
denominado segun la planta hospedante que afecte. Se caracteriza por producir colonias de
rapido crecimiento con morfologia variable, siendo relevante aquella de tipo micelial con
produccidn abundante de micelio aéreo, algodonoso, con una coloracién que va de blanco a
rosado durazno, usualmente tienen un tinte puarpura intenso en la superficie del agar
(Acurio, 2010). De forma microscdpica, se lo identifica por producir monofialides en
forma de botella, macroconidios en forma de media luna multiseptados y clamidosporas en
el micelio (Monzén y Rodriguez, s.f.). El patdgeno sobrevive en los restos de plantas
infectadas en forma de micelio y esporas, se propaga a cortas distancias por agua y equipo
agricola contaminado, a largas distancias por trasplantes infectados. Si un area ha sido
infectada se mantendréa asi por tiempo indefinido (Agrios, 2005). Los sintomas de infeccion
en plantulas incluyen una pérdida de turgencia, decaimiento e incluso marchitez. Los haces
vasculares afectados en la planta son la caracteristica tipica del marchitamiento vascular
causado por Fusarium oxysporum. En un cultivo establecido, los sintomas inician con una
clorosis generalizada, un marchitamiento y un secado lateral que finalmente causa la

muerte de la planta (Gongora y Rojas, 2006).



El marchitamiento vascular es considerado como una de las tres enfermedades
econdémicamente importantes en el cultivo de uvilla. Debido a los dafios severos, la
produccién es afectada y es comin que esto obligue a los productores a abandonar o
cambiar de cultivo para disminuir las perdidas econémicas (Fischer, Almanza y Miranda,
2014).

3.2.1. CONTROL

El control de esta enfermedad por medio de fungicidas es ineficaz y puede afectar la
calidad del fruto. Varios estudios reportan que Fusarium oxysporum ya es resistente a una
gran numero de fungicidas a nivel de campo, como es el caso del Benzomyl, comin para
controlar este hongo (Giulliana et al., 2008). La generacion de resistencia acarrea pérdidas
econdmicas para los agricultores y para los consumidores. La microbiota del suelo y el
ambiente en general, puede verse afectada si se incrementa la dosis, al tratar de controlar la
enfermedad (Ramirez y Mijangos, 1999). Esta situacidn hace necesario considerar medidas
de control alternativas que sean eficientes y amigables con el ambiente. Los
biocontroladores cumplen con estas caracteristicas y actualmente son una valiosa

alternativa para el agricultor.

3.2.2. BIOCONTROLADORES

Son organismos capaces de controlar o reducir las poblaciones de otro/s
organismo/s patdgeno/s, sean estas bacterias, hongos, nematodos entre otros. Estos
organismos son una alternativa natural para combatir plagas y enfermedades, no tienen
efectos adversos reportados sobre el ambiente y representan una opcién econdmica
(Universidad de Costa Rica, 2010). Los biocontroladores tienen diferentes mecanismos de
accion para inhibir el desarrollo de patdgenos. Entre estos se incluye, la competencia por
espacio y nutrientes, el micoparasitismo, antagonismo por antibiosis, secrecion de enzimas,
produccién de compuestos inhibidores, induccion de mecanismos de defensa fisioldgicos y
bioquimicos de la planta y creacion de un ambiente favorable para el desarrollo radical
(Infante, Martinez, Gonzéles y Reyes, 2009). El antagonismo es una relacion negativa que
implica la inhibicion, deterioro o muerte de un organismo por acciéon de otro, por la

produccion de sustancias toxicas (Pérez, Gonzélez, y Mufioz, 2014).



Los biocontroladores de Fusarium oxysporum incluyen hongos y bacterias. En el
primer grupo, Trichoderma harzianum se evalu6 como un controlador eficiente, capaz de
neutralizar la accion patdgena de Fusarium (Cubillos et al., 2011). En el grupo de bacterias,
Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens son eficaces inhibidores de micelio patdégeno

de Fusarium oxysporum (Constanza et al., 2011; Avendafio et al., 2006).
3.3. Trichoderma spp

El género Trichoderma se encuentra ampliamente distribuido en los suelos e incluye
especies que tienen papeles destacados en la ecologia microbiana (Vargas, Rueda y
Gilchrist, 2012). Sus colonias se caracterizan por un crecimiento rapido, coloracion blanca
y verdosa. Se aprecian anillos concéntricos en las areas que presentan conidias. El revés de
las colonias puede ser amarillo, &mbar o no estar coloreado. Microscopicamente se pueden
observar conidiéforos erectos, hialinos y ramificados en su mayoria. Las conidias son
unicelulares subglobosas u oblogadas, lisas o equinuladas, hialinas o verdes y se presentan

como masas en los apices de las fialides (Chavez, 2006).
3.4. MECANISMOS DE BIOCONTROL DE Trichoderma.

Los mecanismos de biocontrol de Trichoderma son diversos, complejos y capaces
de actuar de forma sinérgica contra patdgenos para lograr el control de enfermedades. Los
mecanismos pueden ser clasificados como indirectos, sea por competencia por nutrientes o
espacio, antibiosis produciendo metabolitos, modificando condiciones ambientales y por la
produccidn de sustancias promotoras de crecimiento vegetal, la forma directa de biocontrol
es por medio de micoparasitismo (Tovar, 2008). La competencia como mecanismo de
biocontrol se define como un comportamiento desigual entre dos 0 méas organismos frente a
un sustrato o nutriente, el uso de este requerimiento por uno de los organismos reducira la
cantidad o espacio para el resto. Las caracteristicas del biocontrolador como plasticidad

ecoldgica y velocidad de desarrollo favorecen este tipo de antagonismo.



Trichoderma se encuentra presente de forma natural en diferentes suelos y se
considera como un excelente competidor por espacio y recursos nutricionales segun su
especie, su alta velocidad de crecimiento y abundante esporulacién en una variedad de
sustratos lo convierten en un biocontrolador muy eficiente (Danay, Martinez, Gonzaéles y
Reyes, 2009).

El micoparasitismo es el ataque directo de un hongo a otro e incluye los siguientes
pasos, reconocimiento, ataque, penetracién y muerte del huésped. ElI micoparasitismo de
Trichoderma comienza por el crecimiento quimiotréfico del antagonista hacia el hospedero
estimulado por moléculas procedentes del mismo. El hongo se adhiere con carbohidratos
unidos a lectinas en la pared del patdgeno, una vez adherido se enrosca y forma un
apresorio. Una vez adherido produce peptaiboles y enzimas hidroliticas de pared celular
para facilitar la entrada de la hifa en el lumen del hongo parasitado. La pared celular sera
degradada por enzimas hidroliticas como celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y
quitinasas. Las quitinasas de Trichoderma son divididas en 1,4 a-acetil glucosaminadasas,
endoquitinasas y exoquitinasas. Las glucanasas inhiben la germinacién de esporas (Tovar,
2008).

Antibiosis, se define como la accion directa de un antibiético o metabolito
producido por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Las cepas de Trichoderma
producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, algunos de estos tienen la
capacidad de inhibir el desarrollo de otros microorganismos sin la necesidad de contacto
fisico. Entre los compuestos no volatiles se encuentran la trichodermina y metabolitos
peptidicos ademas de numerosos antibioticos como son: suzukacilina, alameticina,
dermadina, trichotecenos y trichorzianina. Los antibidticos volatiles tienen accion
fungistatica, debilitando al patogeno y haciéndolo mas sensible a los antibioticos no
volatiles, este proceso se conoce como hiperparasitismo de origen enzimatico (Danay et al.,
2009).

Los dafos visibles en estructuras de Fusarium son, presencia de macroconidios,
estrangulamiento y lisis de hifas. También se puede observar proliferacion de esporas del
biocontrolador sobre el micelio patdgeno provocando su enrollamiento para ser lisado a

nivel de septo (Quiroz, Ferrera, Alarcon y Lara, 2008).



3.5. Bacillus subtilis

El género Bacillus incluye méas de 60 especies formadoras de esporas, moviles y
rodeadas de flagelos peritricos, anaerobios o aerobios facultativos. Son catalasa positivos y
se encuentran en suelos y plantas, siendo habitantes comunes de aguas frescas y estancadas

y ademas activos en sedimentos (Cuervo, 2010).

Bacillus subtilis es una bacteria comunmente aislada de suelo y rizosfera. Sus
colonias en agar sangre y nutritivo son de aspecto liso o rugoso, apariencia seca, bordes
irregulares ondulados o extendidos en el medio. Microscopicamente son bacilos Gram
positivos de 0.8 mm de diametro por 2 a 3 mm de largo con sus bordes redondeados, posee
esporas esféricas y centrales que no deforman el bacilo (Realpe, Hernandez y Agudelo,
2002). Se caracteriza por una accion bactericida-fungicida y puede actuar como un
solubilizador bioldgico. Por sus caracteristicas, es usado para proteger una gran variedad de
cultivos gque incluyen, soya, camote, papa, chile dulce, café, pifia, tomate, melon, hortalizas,
flores y citricos. La eficiencia de Bacillus subtilis fue probada para controlar enfermedades
producidas por Rhizoctonia spp., Pythium spp., Fusarium spp., Erwinia spp., entre otros
(Universidad de Costa Rica, 2010). Ademas, Bacillus subtilis pertenece al grupo de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Estas bacterias benefician el
desarrollo de la planta por medio de varios mecanismos, como aumentar la disponibilidad
de nutrientes, suprimir organismos causantes de enfermedades y producir hormonas
vegetales o bioestimulantes (Almaghrabi et al., 2013). Las bacterias pertenecientes a la
clase Bacilli y géneros relacionados son eficaces contra organismos fitopatdgenos por su
capacidad de producir antibidticos extracelulares, toxinas, enzimas hidrolasas y
lipopéptidos antimicrobianos. Estos dltimos ejercen una amplia accion antifungica,
antibacteriana y antiviral, ademas son capaces de activar mecanismos de resistencia

inducida en la planta (Orbera, Serrat y Ortega, 2014).



3.6. CONTROL BIOLOGICO INDIVIDUAL Y COMBINADO CONTRA

Fusarium.

En el estudio de Cubillos, Paéz y Lauris (2011) se presenta a Trichoderma
harzianum como un controlador eficiente contra Fusarium solani en cultivos de maracuya
reduciendo el porcentaje de plantulas muertas tras la aplicacion. La accion de este
biocontrolador también ha sido probada en conjunto con Pseudomonas fluorescens contra
Fusarium oxysporum en cultivos de fréjol (Phaseolus vulgaris). Como resultado de este
estudio se observé la accion favorable de Pseudomonas fluorescens al aumentar el vigor de
las plantas y la mejora en su crecimiento y ademas, un efecto antagdnico aceptable, pero no
Optimo de Trichoderma spp. (Avendafio, Arbeldez y Rondon, 2006). Sin embargo, este
estudio sefiala la posibilidad de implementar un biocontrolador conjunto que aumente la
eficiencia de Trichoderma y permita un mejor control del patdgeno. Una alternativa es
combinar Trichoderma con Bacillus subtilis, un controlador que probo ser eficiente
inhibidor del micelio patdgeno de Fusarium oxysporum (Constanza et al., 2012). Bacillus
subtilis también actia como un promotor de crecimiento y su aplicacion en plantas jovenes
favoreceria el desarrollo 6ptimo de las mismas (Almaghrabi, Massoud y Abdelmoneim,
2013).

El uso conjunto de microorganismos rizosféricos ofrece tolerancia frente a
patégenos y favorece el crecimiento de la planta, como es mencionado en el estudio de
Jain, Singhl, Sarma y Singh2 (2011), donde incluye una combinacion de Pseudomonas
aeruginosa, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis contra Sclerotinia sclerotiorum en
plantas de guisantes. El uso conjunto de estos microorganismos desencadend un aumento
en las defensas de la planta y proporciond una mejor proteccion contra Sclerotinia (Jain,
Singhl, Sarma y Singh2, 2011). En Ecuador, el problema con Fusarium oxysporum se ha
extendido a cultivos comerciales como es el caso del banano. Se han realizado estudios in
vitro de Bacillus spp., contra Fusarium oxysporum, obteniendo resultados promisorios en
su control (Salas, 2015). Este estudio pretende aportar con alternativas bioldgicas para
controlar a Fusarium oxysporum en cultivos de uvilla partiendo de ensayos in vitro. Se
plante6 la hipdtesis, el uso conjunto de Trichoderma spp. y Bacillus spp. como
biocontroladores tiene efecto antagonista in vitro eficiente contra Fusarium oxysporum en

uvilla.
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De esta manera, surgen una serie de interrogantes que esta investigacion plantea
resolver como, por ejemplo: ¢Cuales son los biocontroladores mas efectivos entre los
aislados? ¢Cual seria la combinacion mas efectiva para controlar a Fusarium? ;Como
comprobar la eficacia de la accion conjunta de dos biocontroladores? ;Existen diferencias
de efectividad entre los biocontroladores escogidos de forma individual y conjunta?

3.7. OBJETIVOS

3.7.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la efectividad de un biofungicida nativo in vitro a base de Bacillus spp.
y Trichoderma spp. para combatir al fitopatdgeno Fusarium oxysporum aislado de

cultivos de uvilla en la serrania ecuatoriana.

3.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar Trichoderma spp. y Bacillus spp. de muestras de suelo en las diferentes zonas
productoras de uvilla de la serrania ecuatoriana.

e Identificar morfoldgica y molecularmente a Trichoderma spp. y Bacillus spp. de los
aislados obtenidos en plantaciones de uvilla.

e Detectar actividad antagonista contra Fusarium oxysporum de los dos
microorganismos en ensayos in vitro.

e Seleccionar los microorganismos compatibles para pruebas de antagonismo
conjunto in vitro.

e Analizar estadisticamente los datos obtenidos.
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4. MATERIALES Y METODOS

Se muestred6 12 localidades productoras de uvilla de la serrania ecuatoriana
pertenecientes a las provincias de Pichincha, Tungurahua, Cotopaxi e Imbabura (Anexo 1)
(Anexo 2). Se obtuvo informacion sobre el tipo de abono usado, aplicacion de
biocontroladores y el uso de agroquimicos. La cepa de Fusarium oxysporum obtenida de las
localidades productoras de uvilla fue suministrada por Martin Arellano, microbidlogo parte

del proyecto.
4.1. MUESTREO PARA OBTENER Trichoderma spp. y Bacillus spp.

El muestreo realizado fue estratificado al azar. En cada localidad se seleccioné al
azar 3 plantas saludables distribuidas a lo largo del predio, y alrededor de cada planta se
realizd el muestro de 3 plantas colindantes, dando un total de 9 plantas por localidad, con
excepcion de la Hacienda el Guapulo donde se muestred 12 plantas. De cada planta de
uvilla se extrajo 1 muestra de suelo y 1 muestra de la zona radicular para aislamiento de
Trichoderma spp., de igual manera se recolectd 1 muestra de suelo en pool para aislamiento
de Bacillus por planta saludable, en total 3 muestras de suelo (Moya, Garcia, Avilés,
Andujar, y NUfiez, 2014). Finalmente, se obtuvieron 259 muestras de las 12 localidades

muestreadas (Anexo 3).

4.1.1. OBTENCION DE Trichoderma spp.

Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad aproximada de 0-20 cm.
Para la muestra de raices se extrajo el sistema radicular de la planta (Moya, Garcia, Avilés,
Andujar, y Nufiez, 2014). Las muestras de suelo fueron homogenizadas y tamizadas en un
colador con una abertura de poro de 4.75 mm. Las muestras de raices fueron sacudidas,
cortadas y colocadas en un recipiente estéril con 150 ml de agua destilada estéril para
preparar una dilucién madre (se agitd por unos minutos para homogenizar bien la mezcla).
De igual forma, se prepar6 una solucion madre con el suelo tamizado, que consistio en 10 g
de la muestra en 90 ml de agua destilada. La solucion madre, tanto de raices como de suelo
fue diluida hasta 103, y se sembro las diluciones 102y 10 en cajas Petri de 90 mm con
medio agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) adicionado con 200 mg.l de

gentamicina.
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Para la siembra se colocd 100 pl de solucién madre en cada caja Petri y se esparcid
cuidadosamente con un asa de Digralsky. Las cajas fueron incubadas a temperatura
ambiente por 4 dias (Figura 1). Una vez que se observo crecimiento micelial se procedio a
realizar la identificacion macroscépica y microscopica para su aislamiento (Moya et al.,
2014).

4.1.2. OBTENCION DE Bacillus spp.

Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad de 10 cm, con un peso
aproximado de 50 g. De esta muestra previamente homogenizada, se extrajo 1 g para un
tubo con 10 ml agua destilada estéril y 1 g para un tubo con 10 ml de caldo peptona. Ambos
tubos fueron colocados a bafio Maria a 80 °C por 30 minutos y luego incubados a
temperatura ambiente por 24 horas. Se realizd diluciones de los tubos hasta 10-%, y se
sembro las diluciones 10, 10®, y 10 por superficie en cajas Petri con agar nutritivo. Las
cajas fueron incubadas a temperatura ambiente por 24 horas (Méarquez, 2007) (Figura 2).

4.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE Trichoderma spp.

Las caracteristicas comunes de Trichoderma a nivel macroscépico y microscopico
fueron consideradas. Las observaciones microscopicas de las hifas fueron realizadas usando
la técnica de la cinta adhesiva con azul de lactofenol como colorante (Figura 3). Se
realizaron cultivos nuevos con las colonias monosporicas (Figura 4) provenientes de una
sola conidia en medio PDA (Moya et al., 2014; Cafiedo y Ames, 2004).

4.3. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE Bacillus spp.

A las colonias bacterianas con la morfologia esperada se les realizd una tincién
Gram para determinar si se trataba de bacterias Gram positivas. Las pruebas bioquimicas
comunes para la identificacion de Bacillus, son positivo para catalasa por liberacion de
oxigeno y negativo para oxidasa en el caso de Bacillus subtilis y Bacillus cereus (disco de
oxidasa sin cambios de color) (Marquez, 2007; Cuervo, 2010; Laboratorios Britania, s.f.)
(Figura 5).
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4.4. CARACTERIZACION MOLECULAR POR SECUENCIACION

El kit Wizard Genomic DNA Purification de Promega fue utilizado para la
extraccion de ADN de Trichoderma y Bacillus. Para Trichoderma se usé cultivos de 7 a
10 dias de edad y para Bacillus cultivos de 1 a 2 dias. EI ADN extraido fue cuantificado
para determinar su pureza y concentracion utilizando el espectrofotometro Nanodrop,
especificamente se consider6 el parametro 260/280 dentro del rango 1.7-2-0 y 260/230 en
el rango 2.0-2.2 (Promega Corporation, s.f.). Para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se usaron los primers ITS1 e ITS4 en el caso de Trichoderma (Anexo 4),
esperando obtener bandas de 500 pb aproximadamente (Schoch et al., 2012). El protocolo
de reaccion fue basado en el expuesto por Castle, Speranzini, Rghei, Alm, Rinker y
Bissett (1998) (Anexo 5). Para Bacillus se uso primers PA forward y PH reverse dirigidos
a la zona 16S rRNA (Gomma y Momtaz, 2006) (Anexo 6), siguiendo el protocolo de PCR
descrito por Barghouthi (2011) (Anexo 7). Esperando obtener bandas de 1500 pb
(Dlamini y Ateba, 2014).

Los amplicones fueron purificados con Illustra ExoProStar GE-Healthcare, para su
envio y secuenciacion a Macrogen en Corea del Sur. Las secuencias fueron editadas en el
software MEGA 5.05 e identificadas usando la base de datos del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) (Tamura et al., 2011).
4.5. PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO.

Las pruebas para Trichoderma fueron realizadas en cajas Petri con PDA. De la caja
con Fusarium oxysporum se tomé un disco de 5mm con crecimiento fungico y se sembro
en una nueva caja con PDA a 1 cm de distancia del borde e incubado a temperatura
ambiente por 24 horas para acondicionamiento. Inmediatamente, Trichoderma se ubico en
el extremo opuesto a 1 cm del borde de la caja, manteniendo una distancia entre ambos
hongos de 5 cm aproximadamente. En cajas separadas se sembr6 un disco de agar de 5mm
de cada hongo antagonista y del patdgeno como control (Figura 8). Los halos de
crecimiento del patdgeno y del antagonista, fueron medidos durante 10 dias cada 24 horas a

temperatura ambiente (Barbosa y Meza, 2009; Hoyos et al., 2008; Tovar, 2008).
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El antagonismo fue comprobado segun las siguientes variables: radio de crecimiento
del antagonista (RCA), del patdgeno (RCP), y porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PICR). El radio de crecimiento del antagonista y del patégeno fue medido para
valorar la competencia por nutrientes y espacio comparando la velocidad de crecimiento de
cada uno. Durante 9 dias adicionales se observd si el patogeno fue parcial o completamente
cubierto por el antagonista o si solo inhibid su crecimiento. El porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial fue calculado empleando la formula de Ezziyyani et al. (2004), PICR =
(R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio del patdgeno testigo y R2 es el radio del
patdgeno en enfrentamiento (Barbosa y Meza, 2009; Hoyos et al., 2008).

También se evalué el micoparasitismo como un posible mecanismo de accion
antagonista. Para esto se realizd observaciones macroscépicas de la colonia del patégeno y
se escogio los cultivos que presenten crecimiento del antagonista sobre la colonia de F.
oxysporum. Se clasifico los cultivos segun la tabla de Elias y Arcos (1984) citada en
Barbosa y Meza (2009) que considera, invasion de la superficie, colonizacion y
esporulacion del antagonista sobre el patdgeno (Anexo 8). Los mejores Trichoderma
antagonistas fueron escogidos segun su PICR superior al 50%, basandose en la metodologia
de Barbosa y Meza (2009).

Para las pruebas de antagonismo de Bacillus se siguié el protocolo descrito por
Tejera, Heydrich y Rojas (2012). EI patogeno se sembrd en PDA vy se incub6 por 7 dias
aproximadamente para obtener crecimiento micelial abundante. Se tom6 una asada de cada
aislamiento bacteriano y se sembré en 5 ml de medio BHI en tubo, después de 1 hora de
acondicionamiento y se procedi6 a ajustar la concentracion a 1.5 x 102 cel.ml, usando como
referencia el tubo 0,5 de la escala de Mc Farland con una absorbancia de 0.072. Para las
diluciones necesarias se usd agua peptonada al 1%. Se uso el espectrofotometro Thermo
Spectronic Genesys 20 configurado en 546 nm para medir la absorbancia de los tubos y de
la escala Mc Farland (Figura 9). Se inocul6 100 ul de los aislamientos bacterianos con la
concentracion establecida en agar PDA y se esparcié completamente en la caja con un asa
de Digradsky. Un fragmento de 5mm del hongo patogeno fue extraido y colocado en el

centro de cada una de las cajas inoculadas con los aislados bacterianos.
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Las cajas fueron incubadas a temperatura ambiente y observadas durante 11 dias, en
los cuales se midi6 el halo de crecimiento del hongo patégeno en presencia de las cepas
bacterianas. Un cultivo puro de F. oxysporum en PDA se usé como control. Con las
mediciones obtenidas se procedi6 a calcular el porcentaje de inhibicion micelial usando la
siguiente formula: porcentaje de inhibicion = (D.C.C - D.C.P)/D.C.C* 100, donde D.C.C
corresponde al diametro de la colonia control y D.C.P es el didmetro de la colonia del

hongo que se encuentra en interaccion con las bacterias (Tejera, Heydrich y Rojas, 2012).

Los porcentajes de inhibicion seran agrupados segin lo expuesto por Constanza et al.
(2011):

e Negativo: ausencia de inhibicién o porcentaje menor al 10%, crecimiento fangico
similar al control.

e Bajo: ausencia de zona de inhibicion o porcentaje entre 10-39%, con una
disminucidn en el crecimiento de la colonia flngica.

e Medio: zona de inhibicién con un porcentaje entre 40-69%, con disminucion en el
crecimiento de la colonia fungica.

e Positivo: zona de inhibicidn definida con un porcentaje entre 70-100%.

En este estudio, se escogieron las cepas clasificadas como antagonistas positivos y

medios.
4.6. PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD.

Se realizaron pruebas de crecimiento conjunto con los dos biocontroladores
escogidos para garantizar que no exista inhibicion entre ellos. Se colocd un disco de
micelio de 5 mm de diametro con crecimiento activo de Trichoderma, en el centro de un
plato Petri con agar PDA. La cepas bacterianas de Bacillus subtilis y Bacillus cereus fueron
sembradas por estriamiento en un extremo de la caja. De cada combinacion se prepard un
control en PDA (Tabla 9). El crecimiento de Trichoderma fue medido después de 5 dias,
cualquier crecimiento sobre el aislado bacteriano sin una zona de inhibicion es considerado
como compatibilidad entre ambos microorganismos. Se repitio el proceso para los mejores
antagonistas (Jain et al., 2011).
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Adicionalmente, se realizé una resiembra de las bacterias cubiertas por el hongo en
agar PDA directamente de la caja para determinar la viabilidad de ambos microorganismos
a los 5 dias de incubacion, ademas de un Gram para constatar su presencia. Basandose en

las directrices establecidas en el protocolo de Chaves (2007).

4.7. PRUEBAS DE ANTAGONISMO CONJUNTAS IN VITRO.

Para las pruebas de antagonismo conjunto se usé la dilucion 50:50 de
microrganismos compatibles (Chaves, 2007). La dilucién para hongos y bacterias fue
ajustada a 1.5 x 108cel.ml en agua destilada, se coloc6 100 ul en una caja Petri y se esparcid
por toda la caja con ayuda del asa de Digralsky. Se colé un disco de agar con micelio
patdgeno de 5 mm de 5 dias de edad en el centro de la caja Petri y se incubd las cajas a
temperatura ambiente. Las observaciones respectivas fueron realizadas durante 11 dias en
los que se midié el halo de crecimiento del hongo patdégeno en presencia de los
microorganismos compatibles. Como control o testigo se us6é un cultivo individual de

Fusarium oxysporum en PDA (Tejera, Heydrich y Rojas, 2012
4.8. ANALISIS DE DATOS

Se realiz6 estadistica descriptiva para la organizacién y presentacion de los datos

obtenidos, utilizando el software Microsoft Excel 2010.
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5. RESULTADOS y DISCUSION

5.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Trichoderma spp. y Bacillus spp.

De las 259 muestras obtenidas, 222 fueron destinadas para la obtencién de
Trichoderma (Anexo 3). Se obtuvo 25 aislados de Trichoderma (Tabla 1) basandose en la

identificacion morfoldgica macro y microscopica (Figura 3).

La mayoria de los aislados obtenidos provienen de fincas que usan abono organico
como gallinaza para enriquecer su suelo, donde no aplican quimicos con frecuencia o
solamente en estadios tempranos de crecimiento de la planta. Sin embargo, la obtencién de
Trichoderma solo fue posible en 25 de las 222 muestras, pudiendo estar relacionado con el
uso de fungicidas quimicos (Anexo 1y Tabla 1). Leandro et al. (2007), menciona que el uso
de compostaje en el suelo puede servir como sustrato para establecer y promover la
supervivencia de Trichoderma, ademas menciona que la manipulacién quimica del suelo
también puede afectar la dindmica poblacional de especies autoctonas presentes en el

mismo Yy en las raices.

Se consiguid un total de 36 aislados de Bacillus (Tabla 2), estos aislados fueron
obtenidos de casi todas las zonas productoras muestreadas en las provincias de Pichincha,
Tungurahua, Cotopaxi e Imbabura demostrando la prevalencia de Bacillus spp. en el suelo
a pesar de tratamientos quimicos o condiciones adversas. Esta resistencia a los factores
ambientales esta ligada a la capacidad de formar esporas y también depende mucho de la
especie. Esporas de B. subtillis, B. cereus y B. licheniformes son capaces de persistir
incluso sobre hojas de plantas en periodos prolongados de tiempo, mientras que esporas de
B. thuringiensis son afectadas por varios factores ambientales y tienen una persistencia
limitada (Sanchez y Pefia, 2000).

El ADN extraido de Trichoderma y Bacillus tuvo concentracion y calidad aceptable
dentro de los parametros medidos 260/280, 260/230. En la electroforesis se obtuvo geles
con bandas de 500pb y 1500pb, tamafio esperado segun los primers usados (Figura 6 y
Figura 15).

La identificacibn molecular dio como resultado 7 diferentes especies de

Trichoderma en una frecuencia variada (Tabla 3), siendo Trichoderma harzianum,
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Trichoderma tomentosum y Trichoderma gamsii los mas abundantes, mientras que
Trichoderma hamatum y Trichoderma atroviride fueron los menos comunes (Figura 7).
Otras especies como T. asperellum y T. koningiopsis también se presentaron en menor
cantidad, dando un buen indicio de la poblacion microbioldgica beneficiosa de las zonas.
Las especies de Trichoderma se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes
ambientes y la presencia de materia organica o desechos vegetales en descomposicién
favorecen su desarrollo. Su presencia es comun en suelos con abundante materia organica.
Partiendo de esta caracteristica se puede relacionar la importancia del uso de compostaje
natural y abono orgéanico con la presencia y diversidad de hongos beneficiosos obtenidos

(Martinez, Infante y Reyes, 2013).

Los Bacillus aislados con una capacidad antagonista superior al 70% fueron
identificados como B. subtilis. Con una capacidad antagonista del 40%-50% se
identificaron 5 B. cereus y un B. subtilis correspondiente al aislado 16 (Tabla 7). Como se
citdé anteriormente la prevalencia de estas especies en el suelo es bastante prolongada a
pesar de factores ambientales adversos (Sanchez y Pefia, 2000).

En el estudio de Constanza et al. (2012), los Bacillus escogidos tuvieron porcentajes de
inhibicidn superiores al 50% Yy dentro del grupo se identificé a B. cereus y B. subtilis. Por
lo tanto, el screening previo dio un indicio de la posible especie bacteriana por su capacidad

controladora frente a Fusarium.
5.2. PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO, Trichoderma.

El PICR obtenido del enfrentamiento de Trichoderma contra Fusarium oxysporum
(Figura 10), permitio la eleccion de 7 aislados que superan el 50% de inhibicion micelial
patogena (Tabla 4). Los aislados escogidos fueron 3, 8, 12, 16, 17, 23 y 26. Todos tuvieron
contacto con el patdgeno en el dia 5 y presentaron una velocidad de crecimiento muy
cercana a la de sus testigos, los cuales llenaron la caja para el mismo dia (Tabla 4). Los
aislados escogidos incluyen las siguientes especies: T. atroviridae, T. gamsii, T. tomentosun
y T. hamatum. Los mejores antagonistas provienen de las provincias de Pichincha,
Cotopaxi e Imbabura. Entre los 7 mencionados destacan T. atroviridae aislado 3, T. gamsii
aislado 8 y T. hamatum aislado 26, con un PICR de 59,26%, siendo los antagonistas mas

eficientes del grupo (Figura 11).
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Todas las cepas obtenidas tienen actividad biocontroladora reconocida contra varios
fitopatdgenos. T. atroviridae uno de los aislados que obtuvo el mejor PICR contra F.
oxysporum también es considerado un biocontrolador efectivo contra Rhizoctonia y
Macrophomina phaseolina en cultivos de papa, soja, garbanzo y mani (Pérez, Mufioz,
Blengini, Cavaglia, Caballero, y Pinnoti, 2015), por lo tanto su aislamiento de zonas

autoctonas tiene una amplia gama de aplicaciones futuras.

Los porcentajes de inhibicion micelial obtenidos no siguen un patrén relacionado a
la especie, como es el caso de T. tomentosum que presenta PICRs bajos de 25,93% en la
cepa 25 proveniente de Imbabura, mientras que la cepa 16 de la misma especie y provincia,
pero de diferente finca presenta un PICR de 55,56% (Tabla 4). De igual manera todos los
aislados de T. harzianum tienen un PICR inferior al 50%, a pesar de que este
biocontrolador ha sido reconocido como altamente eficiente contra F. oxysporum (Cubillos
et al., 2011). Estos resultados apoyan lo expuesto por Hoyos et al. (2008), ya que no se
puede generalizar la capacidad antagonista de una especie de Trichoderma por que esta
depende del aislado obtenido segln la zona y la cepa especifica de patdgeno al que se va a
enfrentar. Considerando estos parametros, es altamente recomendable obtener y probar
cepas autdctonas como prioridad frente a cepas foraneas para tratar de controlar un

patégeno.

Adicionalmente, se evalud cualitativamente el micoparasitismo de 18 aislados que
presentaron algun tipo de crecimiento sobre el patdégeno (Tabla 5), segun la tabla de Elias y
Arcos (1984). En este grupo, se incluian los 7 escogidos con mayor PICR. El
micoparasitismo fue evaluado de forma microscopica y se documentd las muestras que
presentaban adherencia, apelotamiento, deformacion y estrangulamiento (Figura 12). La
deformacion en las estructuras de Fusarium, asi como la formacién de clamidosporas como
estructuras de resistencia, estd relacionada con la produccion de enzimas quitinasas,
celulasas y proteasas por parte de las cepas de Trichoderma en el proceso de
micoparasitismo (Quiroz et al., 2008). Los 7 aislados con mayor PICR presentaron
micoparasitismo frente a Fusarium oxysporum como mecanismo antagonista. Las pruebas
sefialaron 9 cepas que no presentaron ningun crecimiento sobre el patdgeno y ademas
tuvieron actividad antagonista menor del 50%. En estos casos se puede considerar la

presencia de mecanismos de antibiosis a distancia como sucede con Trichoderma
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harzianum productor de metabolitos volatiles y no volatiles como pirones, isocianatos y

trichocinas (Barbosa y Meza, 2009).

La presencia de micoparasitismo microscopico sefiala una potente actividad
enzimatica en los aislados obtenidos, en especial de la enzima b-1,3 glucanasa, este tipo de
enzimas se encuentran directamente relacionadas con la capacidad controladora del hongo.
De esta forma se explica que los 7 mejores aislados de Trichoderma con PICR superior
también presentaron algin tipo de micoparasitismo. La observacion microscopica y
clasificacion segun el tipo de parasitismo es necesaria para determinar la presencia del
mismo. El crecimiento de Trichoderma sobre la colonia de un patégeno en cultivo dual no
es una garantia de una capacidad parasitica alta, las hifas de ambos pueden llegar a
compartir espacios en el sustrato sin producirse el parasitismo (Martinez, Infante y Reyes,
2013). Este comportamiento se observd en los aislados 6, 11 y 13, los cuales tuvieron
crecimiento sobre el patdgeno, sin presencia de micoparasitismo microscopico evidente
(Tabla 5).

5.3. PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO, Bacillus spp.

El screening previo (Figura 13) permitié que se escojan cuatro aislados con
porcentajes de inhibicion cercanos o superiores al 70% considerados como positivos y seis
aislados con porcentajes de 40% a 50% clasificados como antagonismo medio segun lo
expuesto por Constanza et al. (2011) (Figura 14) (Tabla 6). En total se us6 10 aislados para
pruebas de compatibilidad y subsecuente identificacion molecular. Los aislados positivos
escogidos del screening inicial pertenecen a las zonas de Cotopaxi e Imbabura, mientras
que los aislados con inhibicion media pertenecen a Imbabura, Pichincha y Tungurahua.

Salas (2015), obtuvo un porcentaje de inhibicion maximo de 56,18% perteneciente a
Bacillus subtillis contra el patdgeno del banano Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza
tropical 1 y Fiallos (2009), obtuvo porcentajes de inhibicion del 65%. En el screening
realizado se escogieron cepas con un porcentaje de inhibicion sobre el 70% (Tabla 6). Estas
cepas fueron identificadas como Bacillus subtilis y clasificadas como muy efectivas,
resaltando en el grupo, el aislado 5 con un porcentaje de inhibicion del 84,85%. Este alto
porcentaje de efectividad podria ser aprovechado en aplicaciones preventivas a plantulas y
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a nivel de semilla en otro tipo de cultivos, donde se ha demostrado que su aplicacion es

capaz de reducir la incidencia de varias enfermedades (Ashwini y Srividya, 2013).

Las cepas 1, 8, 10, 14, 20 con un porcentaje de inhibicion del 40-50% fueron
identificadas como Bacillus cereus, y la cepa 16 de este mismo grupo como Bacillus
subtillis (Tabla 7). El aislado 20 de Bacillus cereus posee el porcentaje de inhibicion mayor
de todo el grupo, con 51,52%. Esta especie ya ha sido mencionada como biocontrolador
efectivo contra Fusarium oxysporum en pruebas in vitro, obteniendo un porcentaje de
inhibicidn del 45,27%, atribuyendo su potencial antagonista a la capacidad de producir
zwittermicin A, un antibidtico similar al quitosano, con una fuerte accién contra
fitopatdgenos, capaz de suprimir enfermedades en la planta e inhibir el crecimiento
bacteriano y fungico (Constanza et al., 2011). En otro estudio, Castafieda y Consuelo
(2016) probaron diferentes especies de Bacillus contra Fusarium sp., obteniendo

porcentajes de inhibicion del 79,37% para B. subtillis y 61,2% para B. cereus.

La variedad de aislados obtenida supone una buena aplicabilidad futura con la
identificacion de cada especie y su utilidad individual como paso prioritario, debido a que
muchos aislados presentaron una inhibicién nula en el screening realizado. La utilidad
individual puede incluir potencial entomopatégeno como Bacillus thuringiensis y Bacillus
sphaericus (Soberén y Bravo, 2007), biocontroladores de patdgenos variados o efectivos

promotores de crecimiento.
5.4. PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD.

Se probaron 28 combinaciones de siete aislados de Trichoderma con antagonismo
superior y cuatro Bacillus subtilis con potencial antagonista >70% (Tabla 8). Como
resultado se observo incompatibilidad e inhibicion en todos los casos probados (Tabla 10)
(Figura 16). Se observo inhibicién desde el dia 3 en la mayoria de las combinaciones, en
consecuencia el crecimiento de Trichoderma se detuvo o fue ralentizado y no llegé a tener
contacto con la colonia bacteriana con excepcion del aislado 16 de T. tomentosum cuyo
contacto fue leve con las cuatro cepas bacterianas en el dia 5. EI mismo comportamiento se

pudo observar en las combinaciones 17-24, 17-25, 23-22 de T. gamsii (Figura 17).
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Para los seis Bacillus con potencial antagonista del 40-50% se probo 42
combinaciones, con los siete aislados de Trichoderma (Tabla 8). Se observé crecimiento
conjunto y contacto entre las colonias de ambos microorganismos en la gran mayoria de los
casos desde el dia dos y tres. Como resultado se obtuvo compatibilidad y crecimiento
fangico sobre la bacteria sin halos de inhibicion para el dia cinco, en 14 combinaciones
(Tabla 11). En nueve combinaciones se observo contacto del hongo con la bacteria y leve
crecimiento sobre la colonia, sin embargo, no llegd a cubrirla y se mantuvieron pequefias
zonas de inhibicion, por esta razon no fueron considerados como compatibles, 19
combinaciones presentaron inhibicion y fueron clasificados como incompatibles (Figura
18) (Tabla 12). El aislado bacteriano 16 de Bacillus subtilis lleg6 a tener contacto en las
combinaciones 12-16, 17-16, 23-16, y 26-16 pero no tuvo compatibilidad ni crecimiento
del hongo sobre su colonia en ningln caso y mostré marcadas zonas de inhibicion con el
resto de combinaciones, siendo el menos compatible del grupo de bacterias. El aislado
bacteriano 14 de Bacillus cereus presentd cubrimiento de su colonia sin halos de inhibicion
en todas las combinaciones, excepto la 26, siendo el mas compatible de este grupo (Figura
18). El aislado fangico 26 correspondiente a la especie Trichoderma hamatum fue el menos
compatible y present6 inhibicion con los seis aislados bacterianos. El aislado 16 que
corresponde a Trichoderma tomentosum y el aislado 23 perteneciente a Trichoderma
gamsii fueron los que presentaron mayor compatibilidad con los aislados bacterianos
(Figura 18) (Tabla 11). Las 14 combinaciones compatibles de Bacillus cereus que fueron
repicadas, tuvieron crecimiento y ambos microorganismos estuvieron presentes, tanto en el
medio de cultivo como en la tincion Gram (Figura 19). Esto confirma la viabilidad y
compatibilidad de las bacterias y el hongo.

Las pruebas seflalaron nuevamente antagonismo entre Bacillus subtilis y
Trichoderma, sin embargo, se obtuvo compatibilidad con las cepas de Bacillus cereus. Los
resultados de compatibilidad obtenidos con Bacillus cereus son un buen indicador para
pruebas de antagonismo conjunto tanto in vitro como in vivo. Las cepas fungicas de
Trichoderma gamsii del aislado 16 y Trichoderma tomentosum del 23 también fueron las
unicas en tener contacto con la bacteria al combinarlas con Bacillus >70%. Por lo tanto, son
las cepas fungicas que tuvieron mejor compatibilidad y las méas aptas para ser usadas en

pruebas de antagonismo conjunto in vitro y a nivel de planta (Chen et al., 2016).
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La inhibicion entre biocontroladores puede estar relacionada a sus mecanismos de
accion y produccion enzimatica. Las cepas probadas de Bacillus y Trichoderma poseen una
elevada capacidad inhibitoria y una variedad de mecanismos de control. EI uso combinado
de ambos en un mismo medio de cultivo pudo llevar a la competencia por nutrientes, siendo
el tipo y grado de interaccion entre ambos un factor importante a ser elucidado para
entender su antagonismo (Xu, Jeffries, Pautasso y Jeger, 2011). Xu et al. (2011) también
menciona que en un combinado de agentes biocontroladores, las interacciones antagonistas
son mas propensas a tener lugar frente a las interacciones de sinergismo, por lo antes
expuesto. El estudio realizado por Ali y Nadarajah (2014) sefiala que la inoculacién dual
de Trichoderma sp. y B. subtilis contra Magnaporthe grisea en arroz bajo condiciones de
invernadero fue muy efectiva y la accion antagonista conjunta fue significativamente
superior a la aplicacion individual del biocontrolador. Ademas, menciona que la efectividad
contra el patdgeno fue aumentada por la combinacién de compuestos activos producidos
por ambos organismos. De igual forma Ruth et al. (2002) sefiala que la combinacion a nivel
de planta de Pichia guilermondii y Bacillus mycoides como biocontroladores de Botrytis
cinerea fue eficiente y con una actividad superior debido a la combinacion de los
mecanismos de biocontrol. Ademaés, sefiala que los microorganismos combinados tienen
diferentes requerimientos nutricionales, por lo tanto, no competirdn por nutrientes y no
afectaran su desarrollo mutuo.

Estos resultados abren la posibilidad de probar las 28 combinaciones incompatibles
in vitro, en condiciones de invernadero, donde la interaccion entre ambos microorganismos
sea dirigida segin su ubicacion en la planta, reduciendo el riesgo de competencia por
nutrientes y antagonismo entre ellos. En este aspecto, Yobo (2005) menciona que la
compatibilidad de Trichoderma y Bacillus si es posible, debido a que ambos
microorganismos tienen requerimientos ecologicos diferentes, nichos distintos pero
complementarios y zonas de actividad focalizada en la planta. Bacillus es mas activo en la
zona rizosférica de la planta hospedera mientras que Trichoderma se encuentra a nivel
general del suelo y en la rizésfera. De esta forma Bacillus no interfiere con la captacion de
nutrientes por parte de Trichoderma y su actividad saprofita. En cuanto a la produccion
enzimatica, el estudio de Yobo (2005) mantiene que la combinacion de los diferentes
mecanismos de biocontrol y promotores de crecimiento en la planta, da como resultado un

aumento en el espectro de efectividad y no un antagonismo. Las pruebas realizadas en el
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estudio mencionado tuvieron como resultado compatibilidad entre ambos microorganismos

en pruebas duales in vitro y a nivel de invernadero.
5.5. PRUEBAS DE ANTAGONISMO CONJUNTO IN VITRO.

Al enfrentar las 14 combinaciones compatibles entre Trichoderma spp. y Bacillus
cereus contra Fusarium oxysporum, se observé el control total sobre el patdgeno con
diferentes porcentajes de inhibicién segun las cepas combinadas (Tabla 13). Los
porcentajes de inhibicion conjuntos fueron superiores al 50% en todas las combinaciones.
El porcentaje de inhibicion de la combinacion 16 y 14 fue la mas alta del grupo, seguida de
16y 1, 23y 8, 3y 20. Las cepas mencionadas corresponden a Trichoderma tomentosum,
Trichoderma gamsii y Trichoderma atroviride. La combinacion 8 y 1 de Trichoderma
gamsii tuvo el porcentaje de inhibicion menor de todo el grupo con 66,67%. Sin embargo,
el porcentaje conjunto obtenido, es superior al individual de la cepa 8 de Trichoderma con
59,26% y al de la cepa 1 de Bacillus cereus con 42,42% (Tabla 14).

Los porcentajes obtenidos son clasificados como positivos en su mayoria
(Constanza et al., 2011), marcando un notable incremento desde su clasificacion individual
como antagonistas con potencial medio, en el caso de Bacillus cereus (Tabla 13). De igual
forma para los hongos, al comparar los porcentajes de inhibicion conjunta con el
antagonismo individual de Trichoderma en las especies compatibles, se observa un
incremento en el porcentaje hasta llegar a un 80,95%, superando el 59,26%, establecido
como el mayor PICR del grupo en antagonismo individual de hongos (Figura 23). Al quinto
dia de observacion se aprecidé el crecimiento de Trichoderma junto con diferentes
mecanismos de control macroscopicos sobre el patégeno (Figura 21). Se observé al
patogeno cubierto por el antagonista en su totalidad en las combinaciones 3y 14, 3y 20, 12
y14,16y 1,16y 8, 16 y 10, 16 y 14, 17 y 14. Ligeramente cubierto y completamente
rodeado por el hongo y la bacteria en las combinaciones 8 y 14, 8 y 1. Con su crecimiento
frenado y la presencia de pequefias colonias de Trichoderma con exudados en las
combinaciones 23y 1, 23y 10, 23y 14, 23 y 8 (Figura 22).
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Los porcentajes de inhibicion conjuntos y superiores a los individuales, sefialan una
accion eficiente y combinada de los compuestos activos bacterianos y fungicos de ambos
antagonistas. La combinacion de mecanismos de control, enzimas, fungistaticos y
compuestos inhibidores dio como resultado un espectro de accion aumentado, frenando el
crecimiento del patdégeno por completo y reduciendo el tiempo de efectividad in vitro
(Yobo, 2005). La capacidad de inhibicidon conjunta depende de factores como, la relacion
entre ambos microorganismos antagonistas in vitro. Bacillus cereus modifica la
composicion idnica del medio, aumentado el pH y excretando amonio. Estas condiciones
son desfavorables para ciertos patdgenos como los oomycetes, siendo un importante
mecanismo de control (Emmert y Handelsman, 1999). Por otro lado, estas caracteristicas
podrian favorecer el crecimiento de Trichoderma, el cual tiene un rango de pH dptimo
bastante amplio entre 4.0 y 7.0, siendo capaz de soportar hasta 2.0 y 9.0. Ademas, es capaz
de asimilar como fuente de nitrégeno a compuestos como amoniaco y sulfatos de amonio,
que estimulan e incrementan su crecimiento, aprovechando de esta forma los productos del

metabolismo bacteriano (Cruz, 2007).

El comportamiento de las diferentes cepas de Trichoderma frente al patdgeno esta
relacionado con las caracteristicas de control previamente identificadas y observadas, como
es el micoparasitismo. El aislado 23 mostr6 un comportamiento diferente al ser usado en
conjunto con Bacillus contra Fusarium, con la presencia de exudados en la superficie de
sus colonias. Estos exudados posiblemente corresponden a enzimas o compuestos
inhibidores presentes por la cercania con el patdgeno y la competencia por nutrientes in
vitro (Infante et al., 2009).

La presencia de compatibilidad y antagonismo conjunto abre la posibilidad de su
aplicacion a nivel de planta, especificamente en raiz. El uso de Bacillus cereus a nivel de
campo requiere consideraciones previas, debido a la capacidad de producir enterotoxinas
que lo convierten en causante de intoxicaciones alimentarias (Pérez, 2011). Sin embargo,
no todas las cepas poseen el mismo nivel de virulencia y no todas son causantes de
intoxicacion. La cepa de Bacillus cereus UW85 conocida por su capacidad para frenar el
marchitamiento fungico en la alfalfa y su produccion de zwittermicin A y kanosamina, ha
sido estudiada, analizada y probada a nivel de campo. Silo et al. (1994) mencionan a esta
cepa como una fuente de antibidticos con capacidad fungistatica en especial contra
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Phytophthora medicaginis. La base de datos de biopesticidas de la Universidad de
Hertfordshire clasifica a la cepa de Bacillus cereus UW85 como un biopesticida natural sin
riesgo para el ser humano (Universidad de Hertfordshire, 2016). Por lo tanto, la
incapacidad de producir toxinas eméticas o diarreicas junto con la identificacion adecuada
de la cepa, deben ser factores claves previos a la aplicacién de Bacillus cereus como
biopesticida (Rubin, 2010).

Maés all& del género y la especie se debe considerar las caracteristicas individuales
de la cepa obtenida y el grado de interaccion que puede tener in vitro y a nivel de suelo con
otros biocontroladores. Este grado de interaccion esta determinado por factores como, la
disponibilidad de nutrientes, mecanismos de accion antagonista individuales, ubicacion en
la planta y requerimientos nutricionales. Por lo tanto, las pruebas de compatibilidad y
antagonismo conjunto deben ser realizadas in vivo e in vitro para complementar los datos

obtenidos y tener un panorama completo de su efectividad en la planta.

Los resultados obtenidos de las dos especies de Bacillus aportan informacion
importante para futuras pruebas conjuntas in vivo, de igual manera las cepas individuales

representan eficientes biocontroladores con una amplia aplicabilidad.
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6. CONCLUSIONES

Las especies de Trichoderma obtenidas e identificadas con capacidad antagonista
fueron T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. tomentosum, T. gamsii, T.
koningiopsis, T. hamatum y las especies bacterianas fueron Bacillus cereus y
Bacillus subtilis.

Las pruebas de compatibilidad fueron negativas para Bacillus subtilis en todas las
combinaciones con Trichoderma, pero positivas para Bacillus cereus.

El mayor grado de compatibilidad fue observado en el aislado 14 de Bacillus
cereus, el aislado 16 de Trichoderma tomentosum y el aislado 23 de Trichoderma
gamsii.

Las pruebas de antagonismo conjunto in vitro entre Trichoderma y Bacillus cereus
contra Fusarium oxysporum dieron como resultado un control eficiente sobre el
patdgeno en todas las combinaciones y datos de inhibicion micelial superiores a los
obtenidos en pruebas individuales.

Se observo diferentes mecanismos de control de Trichoderma frente a Fusarium,
relacionados a su especie y previamente analizados en pruebas de antagonismo

individual.
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8. FIGURAS

Figura 1. Proceso de obtencion de Trichoderma. (A) Solucion madre de suelo y raices
para siembra en diluciones. (B) Cajas Petri sembradas con las diluciones 102y 103 (C) (D).
Seleccion y aislamiento de posibles colonias de Trichoderma.
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Figura 2. Proceso de obtencién de Bacillus. (A) Tubos de agua peptonada y agua
destilada estéril con 1 g de suelo (B) Cajas Petri sembradas con las diluciones 10*, 10, y
107 (C) Gram de posibles colonias de Bacillus (D) Aislamiento de las colonias escogidas.
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Figura 3. ldentificacion morfologica de Trichoderma. (A) Macroscépica: colonias
verdosas, presencia de anillos concéntricos en el area con conidias, micelio ralo y fino. (B)
Microscopica: fialides en forma de botella. (C) Conidiéforos hialinos ramificados en forma
de arbol, conidias subglobosas presentes como masas en los apices de las filides.
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Figura 4. Cultivo monosporico. (A) Lavado y dilucion con Tween 0,1% previo a la
siembra en agar PDA. (B) Hifas observadas al estereo microscopio a las 24 horas de
incubacidn (C) Cultivos monospdricos por duplicado.
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Figura 5. Identificacién morfoldgica de Bacillus y pruebas bioquimicas. (A) Colonias
rugosas, apariencia seca, bordes irregulares, de color blanquecino (B) Bacilos Gram +,
medianos, bordes redondeados con presencia de esporas esféricas y centrales que no los
deforman. (C) 1, prueba de catalasa positiva; 2, prueba de catalasa negativa; 3, prueba de
oxidasa positiva; 4, prueba de oxidasa negativa.
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noderma hamatum isolate itce ref 10.129.16 intemal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and intemal trant

oderma hamatum isolate VGTH15-1 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribec

Trichoderma hamatum isolate WGTH16-1 intemnal iranscribed spacer 1. parfial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribec

Trichoderma hamatum strain US10g 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene. ¢

Trichoderma hamatum isolate MB151 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA gene, complete sequence: and it

Trichoderma hamatum isolate D2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and

Trichoderma hamatum voucher XZ N135-2 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and intemnal transcribe

Ooooooao

Trichoderma hamatum voucher XZ N193-1 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 585 ribosomal RNA gene and internal transcribe

Figura 6. Identificacion molecular de Trichoderma sp.

la especie Trichoderma hamatum.
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(A) Electroforesis en gel de
agarosa al 2% por 45 minutos a 90 voltios; M, marcador de peso molecular 100 pb; 1,
bandas producto de la amplificacion de la region ITS, con un peso molecular aproximado
de 500 pb. (B) Limpieza y alineamiento en el software MEGA de las secuencias obtenidas
previo a determinar su especie en la base de datos del NCBI. (C) Identidad del 100% para
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B Trichoderma hamatum

B Trichoderma tomentosum

H Trichoderma gamsii

B Trichoderma harzianum

B Trichoderma koningiopsis
H Trichoderma asperellum

Trichoderma atroviride

O L N W b U1 O N
|

Especies de Trichoderma

Figura 7. Frecuencia de la diversidad de especies obtenidas de Trichoderma.

Figura 8. Pruebas de antagonismo individual in vitro, Trichoderma. (A) Parametros y
medidas para la preparacion de las pruebas de antagonismo, T3, Trichoderma atroviride;
T25, Trichoderma gamsii; 1, rango de medida del radio para determinar el crecimiento
micelial.



44

Figura 9. Pruebas de antagonismo individual in vitro, Bacillus. (A) 1, escala 0.5 de Mc
Farland; 2, espectrofotémetro configurado en 546 nm; 3, tubos de agua peptonada para
escalar la absorbancia deseada (B) 1, crecimiento de la cepa de Bacillus a ser probada; 2,
corte de micelio del patdégeno y rango de medida del radio para determinar el crecimiento
micelial.
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Figura 10. Observacion de antagonismo individual in vitro de Trichoderma. (A)
Testigos y enfrentamientos dia 2 (B) Testigos y enfrentamientos dia 5. (C) Enfrentamientos
dia 10.
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Figura 10. Observacién de antagonismo individual in vitro de Trichoderma
(continuacién). (D) Aislado 3 con el mejor PICR y rango de micoparasitismo, 1, contacto
con el fitopatdgeno a los 5 dias; 2, cubrimiento del fitopatdgeno sin esporulacion a los 8
dias; 3, cubrimiento total y esporulacion sobre la colonia de Fusarium oxysporum a los 15
dias. (E) Aislado 1 con el PICR menor de todo el grupo y ausencia de micoparasitismo, 1,
sin contacto entre las dos colonias a los 5 dias; 2, primer contacto con el fitopatdégeno a los
8 dias; 3, sin sefiales de crecimiento sobre la colonia de Fusarium oxysporum a los 15 dias.
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W JS2A 10-2 R +YC3 FUSARIUM

B RB3 AR 10-2 +YC3 FUSARIUM
H RB3 BS 10-2 +YC3 FUSARIUM

B VM2 CR 10-2 +YC3 FUSARIUM
 YC1 BS 10-2 +YC3 FUSARIUM

B RB1 CS 10-2 +YC3 FUSARIUM

B VM2 BR 10-2 +YC3 FUSARIUM
B RB1 10-1 AS +YC3 FUSARIUM
B RB2 S 10-2 +YC3 FUSARIUM
 DA4 C10-3R1 +YC3 FUSARIUM
1 DA4 C10-2 R2 +YC3 FUSARIUM
B RB2 BS 10-2 +YC3 FUSARIUM
VM2 AS 10-2 +YC3 FUSARIUM
VM2 CS 10-2 +YC3 FUSARIUM
1 YC2 AR 10-2 +YC3 FUSARIUM

Figura 11. PICR de los diferentes aislados de Trichoderma. 7 aislados superan el 50% y

son escogidos como potenciales antagonistas.
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Figura 12. Evaluacién del micoparasitismo de Trichoderma sobre Fusarium
oxysporum en los aislados obtenidos. (A) Aislado 20, enrollamiento de las hifas de
Fusarium. (B) Aislado 23, 1, enrollamiento; 2, micoparasitismo. (C) Aislado 26, 1,
micoparasitismo; 2, lisis de hifas patégenas. (D) Aislado 3, 1, micoparasitismo.
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Figura 12. Evaluacién del micoparasitismo de Trichoderma sobre Fusarium
oxysporum en los aislados obtenidos (continuacién). (E) Aislado 26, 1, formacién de
clamidosporas. (F) Aislado 23, 1, micoparasitismo; 2, esporulacion.
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Figura 13. Observacién de antagonismo individual in vitro de Bacillus. (A) 1,
enfrentamientos dia 2; 2, enfrentamientos dia 5; 3, enfrentamientos dia 7; 4,
enfrentamientos dia 11.
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Figura 13. Observacion de antagonismo individual in vitro de Bacillus
(continuacion...). (B) Aislado 3 con un porcentaje de inhibicién positivo, 1,
enfrentamiento a los 3 dias; 2, enfrentamiento a los 5 dias; 3, enfrentamiento a los 7 dias; 4,
enfrentamiento a los 11 dias.
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Figura 13. Observacion de antagonismo individual in vitro de Bacillus (continuacion).
(C) Aislado 30 con un porcentaje de inhibicién 0 o negativo, 1, enfrentamiento a los 3 dias;
2, enfrentamiento a los 5 dias; 3, enfrentamiento a los 7 dias; 4, enfrentamiento a los 11

dias. (D) Control Fusarium oxysporum.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion de Bacillus sobre Fusarium oxysporum. 3 aislados
superan el 70% de inhibicion y fueron clasificados como positivos. Adicionalmente se
escogio el aislado 22 con un 69,70%
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100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

0i[1008808555]KT921421.1
01[544166164(KF548121.1
0il1307257783)KY 9779381
0i[1314535310/CP025308.1
0i[1304837193|MFO61811.1
i|1314231625|CP025258.1
0[1304112045MG654733.1
0i[1296483489|MGG45241.1

Figura 15. Identificacién molecular de Bacillus sp. (A) Electroforesis en gel de agarosa
al 2% por 45 minutos a 90 voltios; M, marcador de peso molecular 100 pb; 1, bandas
producto de la amplificacion de la region 16s rRNA, con un peso molecular de 1500 pb.
(B) Alineamiento y edicion de las secuencias obtenidas en el software MEGA previo a
determinar su especie en la base de datos del NCBI. (C) Identidad del 100% para la especie

Bacillus subtilis en el aislado 16.
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Figura 16. Pruebas de compatibilidad Bacillus 70%, grupo. (A) 1, combinaciones dia 1;
2, combinaciones dia 3; 3, combinaciones dia 5. (B) 1, combinacién 12-22 y 12- 5 dia 5,
presencia de halos de inhibicion; 2, combinaciones 23-24 y 23-25 dia 5, presencia de halos
de inhibicion.
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Figura 17. Pruebas de compatibilidad Bacillus 70%, individual. Leve contacto entre
hongo y bacteria, dia 5. (A) Trichoderma tomentosum, 1, combinaciones 16-24 y 16-25; 2,
combinaciones 16-22 y 16-5 (B) Trichoderma gamsii, combinaciones 17-24 y 17-25 (C)
Trichoderma gamsii, 1, combinacién 23-22.



Figura 18. Pruebas de compatibilidad Bacillus 40-50%. (A) 1, combinaciones dia 3; 2,
combinaciones dia 4; 3, combinaciones dia 5.
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Figura 18. Pruebas de compatibilidad Bacillus 40-50% (continuacion...). (B)
Combinaciones 12-1, 12-8, 12-10 incompatibles. (C) 1, combinacién 8-16 incompatible; 2,
combinaciéon 8-14 compatible; 3, combinacion 8-20 leve crecimiento. (D) Aislados
fangicos mas compatibles de todo el grupo, 1, combinaciones 23-1, 23-8, 23-10
compatibles; 2, combinaciones 16-1, 16-8, 16-10 compatibles.
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Figura 18. Pruebas de compatibilidad Bacillus 40-50% (continuacion). (E) 1, aislado
bacteriano 16, menos compatible del grupo, correspondiente a Bacillus subtillis; 2, aislado
bacteriano 14, mas compatible del grupo, correspondiente a Bacillus cereus. (F) Aislado
fangico 26, menos compatible del grupo, correspondiente a Trichoderma hamatum.
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Figura 19. Comprobacion de compatibilidad con Bacillus cereus. (A) Gram directo de
la colonia bacteriana cubierta, 1, esporas fngicas y capsulas bacterianas en la combinacion
16-1; 2, hifas y capsulas bacterianas a su alrededor en la combinacién 16-14. (B) Repique
de la colonia de Bacillus cubierta, 1, combinacion 8-14 crecimiento de Trichoderma gamsii
y Bacillus cereus; 2, combinacién 3-14 crecimiento de Trichoderma atroviride y Bacillus

Cereus.



61

Figura 20. Pruebas de antagonismo conjunto. (A) Combinaciones compatibles contra
Fusarium oxysporum dia 1. (B) Combinaciones compatibles dia 3. (C) Combinaciones
compatibles dia 6. (D) Combinaciones compatibles dia 11.
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Figura 21. Pruebas de antagonismo conjunto. (A) Combinacién compatible 16 y 14, dias
3, 6, 11, a, patdgeno cubierto completamente. (B) Combinacién compatible 3 y 20, dias 3,
6, 11, a, patdgeno cubierto y esporulacion de Trichoderma. (C) Combinacion compatible
23 y 8, dias 3, 6, 11, a, crecimiento del patdgeno controlado y rodeado de pequefias
colonias de Trichoderma con exudados.
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Figura 21. Pruebas de antagonismo conjunto (continuacion). (D) Combinacion
compatible 8 y 1, dias 3, 6, 11, a, patdgeno rodeado por el antagonista y ligeramente
cubierto.

Figura 22. Combinaciones con presencia de exudados de Trichoderma. Exudados color
marrén en la superficie de las colonias de la cepa 23 de Trichoderma gamsii.
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u3 g m12 16 u17 m23 1 =8 =10
14 20 m3yl4 m3y20 m8yl mg8yl4 ml2yl14 mleyl ml6y8
ml6yl1l0 wml6yl4 mil7y14 m23yl m23y8 m23y10 m23yl4

80,95

78,57 78,57 8,5
76,19 76,19 76,19 76, 19 76 19 76,19
71,43 71,43
69,05
66,67
59,26 59,26
55,56
51,85 51,85 51,85 51,52
48,48
44,42 45,45
| 42,42

<

< ><

Trichoderma Bacillus Antagonismo conjunto

Figura 23. Comparacion entre el porcentaje de inhibicion micelial invidual y conjunto
de las cepas compatibles. La inhibicién micelial del patégeno Fusarium oxysporum por
antagonismo conjunto es superior a la inhibicion por antagonismo individual de
Trichoderma y Bacillus con valores superiores al 50%.



9. TABLAS

Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia.
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- Ambato

No | Codificacion Localidad | Anverso
1 Ma 1 AR 10" | Pichincha-
2 Ascazubi
2 | Tol AR 102 | Pichincha-
Tomalon
3 |SP2AS 102 | Cotopaxi-
Salcedo-
Patain
4 | DA3B10? | Tungurahua

Reverso
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Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia (continuacion...).

5 Fabiola Tungurahua-
Ocafa 2 Quero

DA4 C 10 | Tungurahua-
6 R3 Ambato

7 PIAR 102 | Pichincha,
San lIsidro-
Pintag

8 PIAS Pichincha,
San Isidro-
Pintag

9 FabiolaO | Tungurahua-
Al Quero




Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia (continuacion...).

10 | SP2B 10 | Cotopaxi-
R Salcedo-
Patain
11 [JS2 A 102 | Tungurahua —
R Quero
12 | RB3 AR Cotopaxi-
1072 Latacunga
13 | RB3BS Cotopaxi-
1072 Latacunga
14 | OJ3A 102 | Cotopaxi—
Salcedo- San

Marcos
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Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia (continuacion...).

15 | VM2 CR 10?2 | Imbabura-
Quiroga
16 | YC1BS 102 | Imbabura-
Quiroga
17 | RB1CS 102 | Cotopaxi-
Latacunga
18 | VM2 BR 102 | Imbabura-

Quiroga

68




Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia (continuacion...).

19 | RB1 102 AS | Cotopaxi-
Latacunga
20 | RB2S 102 Cotopaxi-
Latacunga
21 | DA4C10° | Tungurahua
R1 - Ambato
22 | DA4C 102 | Tungurahua
R2 - Ambato
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Tabla 1. Aislados de Trichoderma por morfologia (continuacion).

23 | RB2BS 102 | Cotopaxi-
Latacunga
24 | VM2 AS 107 | Imbabura-
Quiroga
25 | VM2 CS 102 | Imbabura-
Quiroga
26 | YC2 AR 107 | Imbabura-

Quiroga
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas.
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Anverso

No Codificacion | Localidad
Imbabura-Quiroga
YC3AP10*A
Cotopaxi-Salcedo
RB1AP 103
Pichincha -San Isidro-
Pintag
PIAD10® R
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos
OJ3 AP 10*B

0J1Ag 10*a

Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos




Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion..

Imbabura-Quiroga

6 | VM1 AP10°C
Tungurahua-Quero
7 | Bp10®
Imbabura-Quiroga
VM1 Ap 10°®
8
B
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos
9| 0J1Ap10*B
Imbabura- Quiroga
10 | VM1 Ap 10° a

D).
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion...).

Tungurahua- Quero

11 | Bp10®R
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos
12 | 0J2 Ap 10*a
Tungurahua- Quero
13 | Bd 10°
Tungurahua- Quero
14 | Ap 10’3
Imbabura- Quiroga
16 | YC1 Ag 10°
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion...).

Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos

17 | 0J2 Ap 10°a
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos

0J1 Ap 10*a

18 AS
Cotopaxi- Salcedo

19 | RB2 Ap 10"
Tungurahua- Ambato-
Hacienda el Guépulo

20 | DA2 101
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos

21 | 0J6Ap 10°°B
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion...).

Cotopaxi- Salcedo

22 |RB3Ap10°1
Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos
23 | 0J1 Ap10°B
Imbabura- Quiroga
24 | BSVM 1
Imbabura- Quiroga
25 | BSVM2
Tungurahua- Ambato-
Hacienda el Guapulo
27 | DA2 10* 2

75
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion...).

Pichincha- Tomalén

28 | To3 10*

Cotopaxi-Salcedo- San
Marcos

29 | 0J3 Ap 10*d

Cotopaxi- Salcedo

30 | RB2 A10® 2

Tungurahua- Ambato-
Hacienda el Guépulo

31 |DA1P 107

Tungurahua- Quero

32 | Bd 10°




Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion...).

Tungurahua — Quero- Pilco

33| JS1 Ap 10°
Cotopaxi- Salcedo

36 | RB3 Ap 1042
Cotopaxi- Salcedo

37 |RB2 A 10° 2
Pichincha- San Isidro-
Pintag

38 | PIAd 10°
Pichincha , San Isidro,
Pintag

39 | Pi Ad 10°

77
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Tabla 2. Aislados de Bacillus por morfologia y pruebas quimicas (continuacion).

40

Ap 10

Tungurahua- Quero

Tabla 3. Especies de Trichoderma obtenidas por identificacion molecular.

ID Codificacion Identificacion # Gen Bank Request ID
molecular

1 Mal AR 1032 Trichoderma KY397967.1 01VUYB3G015
asperellum

2 Tol AR 107 Trichoderma KX681721.1 01GF57G0014
asperellum

3 SP2 A102S Trichoderma KX421474.1 01F260VKO1N
atroviride

4 DA3B 107 Hypocrea lixii/ HQ259985.1 01EG7F6801N
Trichoderma
harzianum

5 Fabiola O 2 Trichoderma KY358077.1 01UZ15KF015
asperellum

6 DA4 C 10°R3 Trichoderma KT959280.1 01UM7823015
harzianum

7 Pl AR 102 Trichoderma MF470187.1 01TRWCRTO014
tomentosum

8 Pl AS Trichoderma MF061792.1 01T3GT60014
gamsii

9 Fabiola O Al Trichoderma KC428393.1 019AE8PX015
koningiopsis

10 SP2 B 102?R Trichoderma KX632479.1 01HN1R36014
harzianum

11 JS2A 102R Trichoderma KT959280.1 01SBUXVNO015
harzianum

12 RB3 AR 102 Trichoderma KX343105.1 01RZBU9R014
gamsii

13 RB3 BS 107 Trichoderma KX343105.1 01RPN6KO0015

gamsii



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01F260VK01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01TRWCRT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01T3GT60014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01HN1R36014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01RZBU9R014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01RPN6K0015

Tabla 3. Especies de Trichoderma

(continuacién).

obtenidas por
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identificacion molecular

15 VM2 CR 107

16 YC1BS 102

17 RB1 CS 102

18 VM2 BR 1072

19 RB1 10t AS

20 RB2 S 10

21 DA4 C 10°R1

22 DA4 C 102R2

23 RB2 BS 102

24 VM2 AS 102

25 VM2 CS 1072

26 YC2 AR 1072

Trichoderma
tomentosum

Trichoderma
tomentosum

Trichoderma gamsii

Trichoderma
koningiopsis

Trichoderma
harzianum

Trichoderma gamsii

Hypocrea lixii/
Trichoderma
harzianum

Hypocrea lixii/
Trichoderma
harzianum

Trichoderma gamsii

Trichoderma
tomentosum

Trichoderma
tomentosum

Trichoderma hamatum

KC561062.1

HQ115667.1

KX343105.1

KY381959.1

KY795990.1

KX343117.1

HQ259985.1

HQ259985.1

KY381956.1
mycobank

MF470187.1

MF470187.1

KY569445.1
mycobank

01RE6G6CO015

01R56CNMO014

01PGA2BX014

01378DA1015

01INBH50F014

018AASVDO014

01MWXDFGO014

01KENTZZ014

017R66S3015

01JVSRMZ015

01JC1FKFO014

013XKMG8015



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01RE6G6C015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01NBH50F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=018AASVD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=017R66S3015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=01JVSRMZ015

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion micelial de Trichoderma sobre Fusarium oxysporum.
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Dia 0: 08-11-2017 Unidades cm

Enfrentamiento 1 2 3 4 5 6 8 9 10 dia 10
ID [ Combinaciones RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP |RCA |RCP %

Mal AR102

1|+YC3

FUSARIUM 06| 07| 15 1| 23 1| 28| 11| 32| 15| 35| 15| 37| 16| 3,7| 16| 37| 17| 37 2 25,93
) Tol AR 10%+ YC3

FUSARIUM 06| 09| 19| 14| 26| 12| 29| 14| 34| 17| 35| 17| 37| 17| 37| 17| 37| 17| 37| 17 37,04
3 SP2 A102S +YC3

FUSARIUM 1| 06 3| 09 41 11| 41| 12| 44| 12| 44| 12| 44| 12| 44| 12| 44| 12| 44| 11 59,26
4 DA3B 102+YC3

FUSARIUM 1,2| 08| 21| 12| 27| 13| 33| 16| 38| 17| 38| 17| 38| 1,7| 38| 1,7| 38| 1,7| 38| 17 37,04
5 Fabiola O 2 +YC3

FUSARIUM 06| 08| 14| 12| 17| 11 2| 12| 26| 15| 28| 18| 31| 19| 33| 19| 32| 19| 35| 19 29,63
DA4 C 10° R3

6[+YC3

FUSARIUM 08 09| 19| 12| 27| 14| 32| 16| 35| 17| 35| 17| 35| 17| 35| 1,7| 35| 17| 35| 17 37,04
7 Pl AR 102+YC3

FUSARIUM 06| 07 2] 11 3| 12| 38| 16| 42| 17| 43| 17| 43| 17| 43| 17| 43| 17| 43| 1,7 37,04
8 Pl AS +YC3

FUSARIUM 07| 06| 18| 09| 27| 11 3 11| 41| 11| 41| 11| 41| 11| 41| 11| 41| 11| 41| 11 59,26
Fabiola O Al

9|+YC3

FUSARIUM 06| 07| 12| 11| 29| 11| 34| 12| 36| 15| 37| 15| 37| 15| 37| 15| 37| 15| 37| 15 44 44
SP2 B 10?R
10]+YC3

FUSARIUM 06| 07| 18 1 3| 11| 41| 12| 41| 15| 41| 15| 41| 15| 41| 15| 41| 15| 41| 15 44,44
11 JS2A 102 R +YC3

FUSARIUM 1| 1| 21| 14| 26| 14| 31| 17| 34| 17| 34| 18| 34| 18| 34| 18| 34| 18| 34| 18| 3333
RB3 AR 1072
12]+YC3

FUSARIUM 1| 07| 28 1 41 11| 42| 13| 42| 13| 42| 13| 42| 13| 42| 13| 42| 13| 42| 13 51,85
13 RB3 BS 102+YC3

FUSARIUM 1| 07| 22 1| 33| 11| 41| 14| 44| 14| 44| 14| 44| 14| 44| 14| 44| 14| 44| 14 48,15




Tabla 4. Porcentaje de inhibicion micelial de Trichoderma sobre Fusarium oxysporum (continuacion...).
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15

VM2 CR 107
+YC3
FUSARIUM

0,7

2,5

1,1

3,7

1,3

3,9

14

14

14

14

14

14

14

48,15

16

YC1BS 102+YC3
FUSARIUM

11

0,6

3,1

4,2

4,5

1,2

4,6

1,2

4,6

1,2

4,6

1,2

4,6

1,2

4,6

1,2

4,6

1,2

55,56

17

RB1 CS 102+YC3
FUSARIUM

0,7

3,2

4,3

1,2

4,5

1,3

4,5

13

4,5

13

4,5

13

4,5

1,3

4,5

1,3

4,5

1,3

51,85

18

VM2 BR 1072
+YC3
FUSARIUM

0,7

2,5

1,1

3,6

13

14

4,2

15

4,2

15

4,2

15

4,2

15

4,2

15

4,2

15

44,44

19

RB1 10t AS
+YC3
FUSARIUM

1,5

0,6

2,8

1,2

3,5

3,9

1,3

15

15

15

15

15

15

44,44

20

RB2 S 102+YC3
FUSARIUM

0,9

0,8

1,1

3,7

13

4,2

14

4,5

1,4

4,5

1,4

4,5

1,4

4,5

14

4,5

1,4

4,5

1,4

48,15

21

DA4 C 10°R1
+YC3
FUSARIUM

1,2

0,6

2,3

11

3,4

14

3,7

15

3,8

15

3,9

1,6

1,6

1,6

1,6

40,74

22

DA4 C 102R2
+YC3
FUSARIUM

0,8

0,8

1,8

1,2

2,6

1,2

3,3

1,6

3,6

1,7

3,6

1,7

3,6

1,7

3,6

1,7

3,6

1,7

3,6

1,7

37,04

23

RB2 BS 102+YC3
FUSARIUM

1,3

0,7

3,7

1,1

1,2

4,1

1,3

4.4

13

4.4

13

4.4

13

4.4

1,3

4.4

1,3

4.4

1,3

51,85

24

VM2 AS 102
+YC3
FUSARIUM

1,2

0,9

14

1,4

1,6

1,6

1,6

1,6

1,6

1,6

1,6

40,74

25

VM2 CS 1072
+YC3
FUSARIUM

1,2

0,7

3,2

1,1

3.7

1,2

15

25,93

26

YC2 AR 1072
+YC3
FUSARIUM

1,2

0,6

3,2

43

43

1,1

44

1,1

4,4

1,1

4,4

1,1

44

1,1

4,4

1,1

44

1,1

59,26




Tabla 4. Porcentaje de inhibicion micelial de Trichoderma sobre Fusarium oxysporum (continuacion).
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CONTROLES
Testigos Dias
ID | Codificacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1|{Mal AR 107 0,7 1,6 2,6 3,8 4 4 4 4 4 4
2|Tol AR 102 1 2,1 3,2 3,9 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3
3|SP2 A102%S 1 3,1 4,2 4,3 45 45 45 45 45 45
4| DA3B 102 1,2 2,2 3 3,6 3,8 4 4,2 4,2 4,2 4,2
5 | Fabiola O 2 0,9 2,1 3,2 3,8 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3
6|DA4 C 102 R3 1 2,1 2,9 3,9 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
7|PI AR 102 0,8 2 2,7 3,9 3,8 4 4 4 4 4
8|PI AS 0,8 2 2,9 3,9 41 4,1 4,1 4,1 4,1 41
9 | Fabiola O Al 0,7 1,7 3 3,5 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7
10|SP2 B 102 R 1,2 3 3,6 4 41 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1
11|JS2A 10%R 0,9 1,8 2,5 3,2 3,5 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
12 |RB3 AR 107 1 3,1 4 4 4 4 4 4 4 4
13| RB3 BS 107 0,8 1,9 2,9 4 4 4 4 4 4 4
15| VM2 CR 107 1,2 3 3,7 4,1 41 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1
16 | YC1 BS 107 1,3 3,4 4 4,2 44 4.4 4,4 4,4 4.4 4.4
17 |RB1 CS 102 1,1 3,2 4 4,2 45 45 45 45 45 45
18 | VM2 BR 102 1 2,7 3,1 3,8 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
19| RB1 10t AS 1,1 2,6 3,9 4,3 4,5 4,5 45 45 45 4,5
20| RB2 S 102 1,1 3,3 4 4,2 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3
21| DA4 C 10°R1 0,9 2 2,7 4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4
22 | DA4 C 102R2 0,9 2 2,6 3,2 3,6 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
23| RB2 BS 107 1 3,3 4,1 4,2 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3
24| VM2 AS 107 1,1 2,9 3,8 4,1 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
25| VM2 CS 102 1,8 3,3 4 4,2 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3
26|YC2 AR 107 15 3,5 3,9 4,2 45 45 45 4,5 4,5 45
YC3 FUSARIUM (R1) 0,7 1,2 14 1,6 1,9 2,1 2,3 2,5 2,6 2,7

Medicion de combinaciones y controles.
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Tabla 5. Evaluacion de micoparasitismo de Trichoderma sobre Fusarium oxysporum.

ID | Combinaciones Dia 19 (27-11-2017) Escala | Caracteristicas, lente 40x
2| Tol AR 10+ YC3 FUSARIUM Crecimiento sobre el patbgeno 1 Esporulacion y micoparasitismo.
3|SP2 A102S +YC3 FUSARIUM Pat6geno cubierto completamente 4 Enrollamiento, esporulacién y micoparasitismo.
6 | DA4 C10°R3+ YC3 FUSARIUM | Leve crecimiento sobre el patogeno - Sin esporulacion ni micoparasitismo.
7| Pl AR 102+YC3 FUSARIUM Crecimiento sobre el patogeno 1 Esporulacion y micoparasitismo.
8 | PIAS +YC3 FUSARIUM Patogeno cubierto completamente 4 Enrollamiento, esporulacion y micoparasitismo.
9 | Fabiola O A1 +YC3 FUSARIUM | Patdgeno cubierto completamente 4 Enrollamiento, esporulacién y micoparasitismo.
10| SP2 B 102 R +YC3 FUSARIUM Leve crecimiento sobre el patégeno < 1/4 | Esporulacién y micoparasitismo.
. Esporulacion, sin micoparasitismo.
2 )
111 JS2A 10" R +YC3 FUSARIUM Leve crecimiento sobre el patégeno -
. Micoaprasitismo, sin esporulacion.
2
12| RB3 AR 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Sin esporulacion ni micoparasitismo.
2
13| RB3 BS 107+YC3 FUSARIUM Crecimiento sobre el patdgeno -
. Micoparasitismo, sin esporulacion.
2
16| YC1 BS 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Micoparasitismo, sin esporulacion.
2
17| RB1 CS 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Micoparasitismo, sin esporulacion,clamidosporas del patégeno.
2
18| VM2 BR 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Esporulacion, micoparasitismo, clamidosporas del patégeno.
1 )
19| RB1 107 AS +YC3 FUSARIUM Crecimiento sobre el patdgeno 2
. Micoparasitismo, enrollamiento, sin esporulacion.
2 1 L
20| RB2 S 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Enrollamiento, esporulacion y micoparasitismo.
2 L
23| RB2 BS 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 4
. Micoparasitismo, sin esporulacion, enrollamiento.
2
25| VM2 CS 10%+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 3
. Enrollamiento, esporulacion, micoparasitismo y clamidosporas del
2 ’ L
26| YC2 AR 107+YC3 FUSARIUM Patdgeno cubierto completamente 4 patbgeno.




Tabla 6. Porcentajes de inhibicion de Bacillus sobre Fusarium oxysporum.
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Dia 0: 21-11-2017 ‘ Unidades cm
Enfrentamiento 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 % inhibicion | Clasificacion
ID | Combinaciones D.CP |DCP|D.CP|DCP|DCP|D.CP|D.CP|D.CP|D.CP|DCP|D.CP dia 11
1| YC3AP10“A +YC3 FUSARIUM _
0,4 06 | 06 | 08 | 08 | 09 1 1,2 | 16 | 1,7 | 1,9 42,42 Medio
2| RB1AP 103+ YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 08 1 15 | 1,7 | 21 | 25 | 29 | 31 | 33 0,00 Negativo
3|PIAD10°R +YC3 FUSARIUM 0,5 06 | 06 | 08 | 09 | 11 | 15 | 18 2 22 | 26 21,21 Bajo
410J3 AP 10B +YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 08 1 15 | 1,7 | 1.9 2 21 | 25 | 26 21,21 Bajo
5| 0J1Ag 10*a+YC3 FUSARIUM 0,4 05 | o5 | o5 | 05 | 05| 05 | 05 | 05 1| 05| 05 84,85 Positivo
6| VM1 AP106 C +YC3
FUSARIUM 0,3 0,7 0,9 1 1 1,1 1,3 1.4 1,6 3,1 | Lleno 6,06 Negativo
7|Bp 10° +YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 06 | 08 1 1,2 | 15 | 1,7 2 21 | 22 33,33 Bajo
g | YMLAp 10° B+YC3
FUSARIUM 0,4 06 | 07 | 08 | 0,9 1 1,3 | 1,4 | 16 | 1,8 | 1,8 45,45 Medio
9| 0J1 Ap 10" B+YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 08 | 11 | 1,4 | 16 | 21 | 25 | 28 | 31 | 33 0,00 Negativo
10| YMLAp 10°a+YC3
FUSARIUM 0,4 06 | 06 | 07 | 09 1 1,2 | 1,3 | 1,4 | 15 | 1,7 48,48 Medio
11| Bp 10° R +YC3 FUSARIUM 0,5 07 | 08 | 09 1 1,3 | 1,7 | 1,9 | 22 | 24 | 26 21,21 Bajo
12| 0J2 Ap 10 a+YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 08 1 1 14 | 19 2 22 | 23 | 25 24,24 Bajo
13| Bd 10°+YC3 FUSARIUM 0,5 07 | 08 1 1 1,2 | 15 | 1,7 | 1,9 2 2,2 33,33 Bajo
14| Ap 10°+YC3 FUSARIUM 0,4 06 | 08 | 0,8 1 1 1,4 | 15 1,8 1,9 19 42,42 Medio
16| YC1 Ag 10°+YC3 FUSARIUM 0,5 06 | 07 | 08 | 0,9 1 1,1 1,2 1,5 1,5 1,8 45,45 Medio
17| 0J2 Ap 10°a +YC3 FUSARIUM 0,3 06 | 07 | 09 1 12 | 14 | 1,6 | 18 2 2,1 36,36 Bajo
18 0J1 Ap 10“a AS +YC3
FUSARIUM 0,4 06 | 08 | 09 | 1,2 | 14 | 19 | 21 | 25 | 28 3 9,09 Negativo
19| RB2 Ap 10 +YC3 FUSARIUM 05 07 | 08 1 1,2 | 15 | 1,7 | 1,9 2 21 | 22 33,33 Bajo
20 [ DA2 101 +YC3 FUSARIUM 0,4 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,2 15 15 1,5 1,6 51,52 Medio
21| OJ6Ap 10°°B +YC3 FUSARIUM 0,4 0,7 1 1 14 | 15 2 23 | 29 3 3,3 0,00 Negativo




Tabla 6. Porcentajes de inhibicion de Bacillus sobre Fusarium oxysporum (continuacion).
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RB3 Ap 10°1 +YC3

22| FUSARIUM 06 | 06 | 08 | 09| 1 1| 1 1 1| 1 1 69,70 Medio
23| 0J1 Ap 10°B +YC3 FUSARIUM 0,5 0,8 1 1,2 | 15 | 18 | 21 | 24 | 28 | 31 | 32 3,03 Negativo
24(BS VM 1 +YC3 FUSARIUM 0,5 06 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 ] 081 081 08 08 75,76 Positivo
25| BS VM2 +YC3 FUSARIUM 0,6 07 | 07 | 08 | 08 | 08| 08 | 08| 08 | 08 | 08 75,76 Positivo
27| DA2 10" 2 +YC3 FUSARIUM 0,5 09 | 09 | 12 | 12 | 12 | 15 1,8 | 18 | 21 | 21 36,36 Bajo
28| To3 10*+YC3 FUSARIUM 0,6 0,9 1 1,3 | 15 | 16 | 18 1,8 2 22 | 24 27,27 Bajo
29| 0J3 Ap 10 d +YC3 FUSARIUM 0,6 07 | 09 | 1,1 | 12 | 12 | 16 1,8 2 24 | 29 12,12 Bajo
30| RB2 A10® 2+YC3 FUSARIUM 0,4 07 | 09 | 12 | 15 | 18 | 22 | 25 | 28 | 32 | 33 0,00 Negativo
31|DA 1P 10°+YC3 FUSARIUM 0,3 07 | 07 | 08 1 11 | 14 | 1,7 | 21 | 25 | 26 21,21 Bajo
32| Bd 10° +YC3 FUSARIUM 0,6 0,9 1 1.4 | 16 | 1,7 | 19 | 22 | 25 | 27 3 9,09 Negativo
33|JS1 Ap 10°+YC3 FUSARIUM 0,5 02 | 08 1 1,2 | 15 2 22 | 28 3 3,3 0,00 Negativo
36 | RB3 Ap 102 +YC3 FUSARIUM 0,6 0,8 1 1,3 | 15 | 16 2 24 | 26 | 28 | 32 3,03 Negativo
37| RB2A 105 2 +YC3 _
FUSARIUM 0,5 0,7 1 13 1,6 19 2,2 2,6 2,9 3,2 | Lleno 3,03 Negativo
38| PI Ad 10° +YC3 FUSARIUM 0,6 08 | 09 1 11 | 1,3 | 15 | 18 2 23 | 25 24,24 Bajo
39| Pi Ad 10° +YC3 FUSARIUM 0,5 09 | 12 | 15 | 17 | 19 | 21 | 23 | 24 | 27 | 29 12,12 Bajo
40| Ap 10° +YC3 FUSARIUM 0,6 0,9 1 1,1 | 1,2 | 14 | 19 2 23 | 25 | 28 15,15 Bajo
Testigo Fusarium (D.C.C) 0,5 0,9 1 1,5 1,7 2 2,4 2,6 2,9 3,1 3,3
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Tabla 7. Identificacion molecular de Bacillus con capacidad antagonista

ID Caodificacion Identificacion # Gen Bank Request ID
molecular
5 0OJ1Ag 10*“a Bacillus subtilis HQ333017.1 4B3CJH26014
25 BS VM2 Bacillus subtilis MF187644.1 4AVUJY X901R
24 BSVM 1 Bacillus subtilis KT027658.1 4AWWUT76N014
22 RB3 Ap 10° 1 Bacillus subtilis CP023257.1 4AYDUYFJ014
20 DA2 1041 Bacillus cereus MF138124.1 4BOF018A01R
14 Ap 10 Bacillus cereus KX941839.1 4B10AHZWO1R
10 VM1 Ap 10%a Bacillus cereus MF138124.1 4B1T7PCRO15
8 VM1 Ap 10°B Bacillus cereus KX453935.1 4B2JTUZJ015
16 YC1 Ag10°® Bacillus subtilis KT921421.1 4ATREEBYO015
1 YC3AP10“A Bacillus cereus MF767513.1 4B41GBB3014

Tabla 8. Aislados de Bacillus seleccionados para pruebas de compatibilidad
combinadas con Trichoderma.

Tabla 9. Testigos de Trichoderma, pruebas de compatibilidad.

Trichoderma Bacillus >70% | Bacillus 40%6-50%

3 5 1

8 22 8

12 24 10

16 25 14

17 16

23 20

26

Dia 0: 13-12-17 Dias/ Unidades cm

Testigos 1 2 3 4
3 0,8 2,3 4,5
8 0,7 1,6 3,5 4.4
12 1 3 4,5
16 0,9 2,5 4,5
17 1 2,8 4.4
23 0,8 2,3 4,3
26 0,8 2,2 4,5




Tabla 10. Prueba de compatibilidad para aislados con inhibicion >70%.
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Dia 0: 13-12-17 Dias/ cm

Dias 1 2 3 4 5
Combinaciones

3y5 0,8 1 1,8 1,9 1,9
3y22 0,7 0,9 1,4 1,4 1,5
3y24 0,8 1,2 15 1,6 1,6
3y25 0,8 1 1,1 1,2 1,2
8y5 0,6 0,7 1,5 1,6 1,6
8y22 0,6 0,7 1,4 1,4 1,4
8y24 0,7 1,2 1,3 1,3 1,3
8 y25 0,5 1,2 1,2 1,2 1,1
12y5 1,3 1,1 1,8 1,8 1,9
12y 22 1 1,4 1,9 2 2
12 y24 14 1,5 1,7 1,7 2
12y 25 1,2 1,8 2,3 2,3 2,5
16y5 1,1 1,6 2,2 2,3 2,4
16y 22 1,2 1,4 1,8 1,8 1,9
16 y24 1 1,6 1,8 1,9 2
16y 25 1 1,4 1,7 1,9 2
17y5 0,9 1 1,2 1,6 1,8
17 y22 1,2 1,5 2 2 2
17y 24 0,9 1,2 1,3 2 2,1
17 y25 1,2 1,2 1,4 1,5 1,7
23Yy5 0,8 1,4 1,8 1,9 1,9
23y22 1 1,3 1,7 2 2,2
23y24 0,8 15 1,7 1,7 1,8
23y 25 0,8 1,4 1,8 1,9 1,9
26y5 0,7 1,2 1,5 1,7 1,8
26y22 0,8 1,5 1,6 1,8 1,8
26y24 0,9 1,3 1,5 1,7 2,1
26y25 1 1,4 1,6 1,7 1,9

Presencia de inhibicion desde el dia 3. Sin compatibilidad en ningun aislado.



Tabla 11. Pruebas de compatibilidad para aislados con un 40%-50% de inhibicion.
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Dia 0: 18-12-17 cm/ dia

Dias 1 2 3 4 5
Combinaciones

3yl 1,3 2,5 2,7 3,4 3,4
3y8 1,2 2,5 2,8 3,3 3,3

3y 10 1,3 2,3 2,5 3 3
3yld 1,7 2,9 3 3,8 CUBIERTO
3y16 1,3 1,7 1,8 1,8 1,8
3y20 1,4 2 2,2 2,7 CUBIERTO
8yl 1,2 2 2,5 3,2 CUBIERTO
8y8 14 2 2,4 2,4 2,4

8y 10 1,4 2 2,3 2,3 2,3
8yld 1,1 1,8 2,4 2,6 CUBIERTO
8y16 1 1,3 1,3 1,3 14
8y20 1,1 1,9 2,4 2,5 3

12yl 2,1 2,6 2,6 2,7 2,7
12y8 2 2,5 2,6 2,6 2,6
12y10 1,9 2,2 2,3 2,3 2,3
12y14 1,9 2,3 2,7 CUBIERTO CUBIERTO
12y16 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
12y20 2 2,5 2,6 2,6 2,6
16y1 15 1,8 2,2 2,2 CUBIERTO
16y8 1,9 2,5 2,9 CUBIERTO CUBIERTO
16y10 1,8 2,6 3 CUBIERTO CUBIERTO
16y14 1,2 2,1 2,4 2,6 CUBIERTO
16y16 1,1 1,4 1,5 15 15
16y20 1,2 2,2 2,4 2,6 2,6
17yl 1,7 2,5 2,6 2,6 3

17y8 1,8 2,4 2,5 2,5 2,8
17y 10 1,9 2,5 2,5 2,5 2,7
17y14 2 2,2 2,6 2,8 CUBIERTO
17y16 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
17y20 1,9 2,4 2,4 2,6 2,6
23yl 1,7 2,6 3 3,2 CUBIERTO
23y8 1,6 2,4 2,4 CUBIERTO CUBIERTO
23y10 15 2,2 2,2 34 CUBIERTO
23yl4 1,5 2,2 2,7 CUBIERTO CUBIERTO
23y16 1,6 1,9 2,2 2,4 2,4
23y20 1,7 2,4 2,8 3 3
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Tabla 11. Pruebas de compatibilidad para aislados con un 40%-50% de inhibicion

(continuacién).

26y1 1,2 2 2,3 2,5 2,5
26y8 12 2,1 2,4 2,4 2,4
26y10 11 2,1 2,5 3 3
26y14 0,6 15 2,2 2,2 2,2
26y16 0,2 11 1,2 1,2 1,6
26y20 0,2 1,2 2 2 2

Tabla 12. Organizacion de las combinaciones de Bacillus 40%-50% a los 5 dias.

Contacto y leve

Compatibles | Incompatibles crecimiento
3yl4 26y1 3yl
3y20 26y8 3y8

8yl 26y10 8y20
8yld 26y14 16y20
12y14 26y16 23y16
16y1 26y20 8y8
16y8 17y16 8y 10
16y10 17y20 23y20
16y14 17yl 3y10

17y14 17y8

23yl 17y 10

23y8 16y16

23y10 12y16

23y14 12y20

12y1

12y8

12y10

8y16

3y16




Tabla 13. Pruebas de antagonismo conjunto, porcentajes de inhibicion.
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Dia 0: 17-01-
2018
%
Enfrentamiento 1 2 8 4 5 6 8 9 10 11 | inhibicién | Clasificacion
Combinaciones |, - o |pcp|pcp|pcp|pcep|pce|pce|pce|pce|pcr|Dcr| |
compatibles dia 11
3yl4 iy
0,7 0,9 0,9 1 1 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
3y20 .
0,7 0,8 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 78,57 | Positivo
8yl .
0,6 0,8 1 1,3 14 14 14 14 1,4 1,4 1,4 66,67 | Medio
8yl4 .
0,6 0,8 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 71,43 | Positivo
12y 14 iy
0,6 0,8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
16y1 iy
0,7 09 09 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 78,57 | Positivo
16y 38 .
0,6 0,8 0,9 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 69,05 | Medio
16y 10 -
0,6 0,8 0,9 1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 71,43 | Positivo
16y 14 iy
0,6 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 80,95 | Positivo
17y 14 iy
0,6 0,7 0,8 0,8 0,8 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
23y1 iy
0,6 0,9 0,9 1 1 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
23y8 iy
0,6 0,8 09 09 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 78,57 | Positivo
23y 10 .
0,7 0,9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
23y 14 iy
0,7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 76,19 | Positivo
Testigo Fusarium
(D.C.C) 0,6 0,9 1,3 1,7 1,9 2,2 2,6 3,1 3,6 4 4,2
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Tabla 14. Comparacion entre porcentajes de inhibicion individual y conjuntos de las

cepas compatibles.

Antagonismo

Trichoderma PICR Bacillus % inhibicion  conjunto % inhibicion
3 59,26 1 44,42 3yl4 76,19
8 59,26 8 45,45 3y20 78,57
12 51,85 10 48,48 8yl 66,67
16 55,56 14 42,42 8yl4 71,43
17 51,85 20 51,52 12y 14 76,19
23 51,85 16y1 78,57

16y 8 69,05
16y 10 71,43
16y 14 80,95
17y 14 76,19
23y1 76,19
23y8 78,57
23y 10 76,19
23y 14 76,19




10. ANEXOS

Anexo 1. Informacion de las localidades productoras de uvilla muestreadas
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Lugar Tungurahua, Tungurahua, Pichincha, Pichincha,  Pichincha  Tungurahu Tungurahua Cotopaxi, Cotopaxi, Cotopaxi, Imbabura, Imbabura,
Quero Quero San lIsidro, Tomalén JAscazubi  a, Ambato , Quero, Salcedo Latacunga  Salcedo, San Quiroga, Quiroga,
Pintag ,Haciendael Pilco, ,Hacienda Marcos, Asociacion Asociacion
Guapulo Asociacion Patain Asociacion Sumak Mikui Sumak Mikui
de Narcisa de
productores Jesus
Fecha de 20/10/2016 20/10/2016 20/10/2016 22/11/2016  22/11/ 18/02/2017 25/02/2017  11/03/2017  18/03/2017  18/03/2017 29/03/2017 29/03/2017
visita 2016
Coordenadas S 1°23' S1°23 0,3619627;- S 0,4° 42 S0,4°42" S01°12 S01°0'0"W  S01° So° S01° S01°03,727" W NOO ° 16,484
18.782" O 34.736" O 78,3719490 737" W 137"'W 713"W 078  078°38' 04,935' W 04,700" W  03,727" W  078° 34, 680'- W 78°17, 613"
78° 36' 78° 36' 0,79° 26' 0,79° 26' 037" 633" 39.058" 078° 35, 068 ° 34, 078° 34, Elevacion 2569 Elevacion 2489
15.874" 37.979" 30" 33" 077'- 628"- 680"- mshm mshm
Elevacion Elevacion Elevacion
2561 msnm 2982 msnm 2686 msnm
Aplica No Rara vez No se aplica No se No se Fungicidaen Noseaplica  Ninguno Fumigacién  Fungicidas No se aplica No se aplica
quimico aplica aplica plantas con sello enla
insecticida  ningun adultas verde siembra,
S, quimico fertilizantes
fungicidas quimicos.
si
Tipo de Humus y Abono Biocontrolador  Lixiviado abono Abono Abono Abono Abono Abono Abono organico, Abono organico,
abono abono organico es de humus,  organico organico, organico, organico organico organico bioles gallinaza, cuy y
organico compostaj gallinaza bioles ganado.
ede
lombriz
Nombre de Fabiola Benigna Pablo Proafio Santiago Maria Diego Jesus Paul Jorge Orlando Yolanda Cumba Victor
duefio Ocafia Nufiez Landazuri ~ Taimal Altamirano Séanchez Balseca Navarrete Jacome Mediavilla
presidente
asociacion
Nombre de Fabiola Benigna Pablo Proafio Santiago Maria Diego JesUs Luz Acosta  Paul Orlando Yolanda Cumba Victor
responsable Ocafia NUfiez Landdzuri  Taimal Altamirano Sénchez Balseca Jacome Mediavilla
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Anexo 2. Localidades productoras de uvilla muestreadas

Pichincha, Tomalon Pichincha, Ascazubi

Tungurahua, Quero, Pilco Tungurahua, Ambato, Hacienda El
Guépulo

Cotopaxi, Salcedo, Hacienda Patain Cotopaxi, Latacunga




Cotopaxi, Salcedo, San Marcos Imbabura, Quiroga, Asociacion Sumak
Mikui

Imbabura, Quiroga, Asociacién Sumak Mikui

94



Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad.
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Tungurahua- Quero 1AS (Fa O1) 1A Tungurahua- Quero 1BS 1B
Fabiola Ocafia 2AS (Fa O2) 2A Benigna Nufiez 2BS 2B

3AS 3A 3BS 3B

4AS 4BS

5AS 5BS

6AS 6BS

TAS 7BS

8AS 8BS

9AS 9BS

1AR 1BR

2AR 2BR

3AR 3BR

4AR 4BR

5AR 5BR

6AR 6BR

TAR 7BR

8AR 8BR

9AR 9BR




Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad (continuacion...).
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Pichincha-San
Isidro- Pintag 1PIAS 1PI Pichincha- Tomalon TolAR Tol
Pablo Proafio 2PIAS 2PI Santiago Landazuri TolBR To2

3PIAS 3PI TolCR To3

4PIAS To2AR

5PIAS To2BR

6PIAS To2CR

TPIAS To3AR

8PIAS To3BR

9PIAS To3CR

1PIAR TolAS

2P1AR TolBS

3PIAR TolCS

4PIAR To2AS

5PIAR To2BS

6PIAR To2CS

7PIAR To3AS

8PIAR To3BS

9PIAR To3CS




Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad (continuacién...).
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Pichincha- Ascazubi MalAR Mal Tungurahua —Ambato- DA1AR DA1
Maria Taimal MalBR Ma2 Hacienda El Guapulo DA1BR DA?2
MalCR Ma3 Diego Altamirano DAL1CR DA3
Ma2AR DA2AR DA4
Ma2BR DA2BR
Ma2CR DA2CR
Ma3AR DA3AR
Ma3BR DA3BR
Ma3CR DA3CR
MalAS DA4AR
MalBS DA4BR
MalCS DA4CR
Ma2AS DA1AS
Ma2BS DAI1BS
Ma2CS DAILCS
Ma3AS DA2AS
Ma3BS DA2BS
Ma3CS DA2CS
DA3AS
DA3BS
DA3CS
DA4AS
DA4BS

DA4CS




Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad (continuacién...).
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Tungurahua-Quero- Cotopaxi- Salcedo-
Pilco JS1AR JS1 Hacienda Patain SP1AR SP1
Jesls Sanchez JS1BR JS2 Paul Balseca SP1BR SP2

JSICR JS3 SP1CR SP3

JS2AR SP2AR

JS2BR SP2BR

JS2CR SP2CR

JS3AR SP3AR

JS3BR SP3BR

JS3CR SP3CR

JS1AS SP1AS

JS1BS SP1BS

JS1CS SP1CS

JS2AS SP2AS

JS2BS SP2BS

JS2CS SP2CS

JS3AS SP3AS

JS3BS SP3BS

JS3CS SP3CS




Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad (continuacién...).
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Cotopaxi- Latacunga RB1AR RB1 Cotopaxi- Salcedo 0J1AR 0J1
Jorge Navarrete RB1BR RB2 San Marcos 0OJ1BR 0J2
Paul Balseca RB1CR RB3 Orlando Jacome 0JICR 0J3

RB2AR 0J2AR

RB2BR 0J2BR

RB2CR 0J2CR

RB3AR 0J3AR

RB3BR 0J3BR

RB3CR 0J3CR

RB1AS 0J1AS

RB1BS 0J1BS

RB1CS 0J1CS

RB2AS 0J2AS

RB2BS 0J2BS

RB2CS 0J2CS

RB3AS 0J3AS

RB3BS 0J3BS

RB3CS 0J3CS




Anexo 3. Muestras obtenidas de cada localidad (continuacion).
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Trichoderma S=Suelo R=Raiz | Bacillus Pool de Muestra Trichoderma S=Suelo R=Raiz Bacillus Pool de Muestra
Localidad ID muestras ID muestras Localidad ID muestras ID muestras
Imbabura- Quiroga- YC1AR YC1 Imbabura- Quiroga- VMI1AR VM1
Asociacion Sumak YCI1BR YC2 Asociacion Sumak VM1BR VM2
Mikui YCICR YC3 Mikui VMI1CR VM3
Yolanda Cumba YC2AR Victor Mediavilla VM2AR

YC2BR VM2BR

YC2CR VM2CR

YC3AR VM3AR

YC3BR VM3BR

YC3CR VM3CR

YC1AS VMI1AS

YC1BS VM1BS

YCI1CS VMI1CS

YC2AS VM2AS

YC2BS VM2BS

YC2CS VM2CS

YC3AS VM3AS

YC3BS VM3BS

YC3CS VM3CS




Anexo 4. Primers ITS 1, ITS 4.

101

Gen Primers Secuencias
ITS ITS1 TCC GTA GGT GAACCT GCG G
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

Recuperado de White, Bruns, Lee y Taylor (1990).

ITS1 ITS

rRNA rRNA 2
560 bp

ITS1 ===p>

NA

¢== ITS4

e N,

§ TIGCTTOGGOGGGTAGGGTC 3 FACGCAAAGGAGGCTCCGGGA &
— bl) —

Figure 1: Internal Transcribed spacer (ITS) region primers ITS1 and ITS 4 [8]
used for Colletotrichum species-specific primer designing.

Recuperado de Kamie et al. (2013).

Anexo 5. Protocolo de PCR usado para Trichoderma.

Reactivos Volumen por reaccion (ul)
Agua esteril 9.5

Go Taq Mix 12.5

Primer F 1

Primer R 1

DNA (100ng/ul) 1

Volumen total 25 ul

Recuperado de Castle et al. (1998).

Ciclo de PCR, 35 ciclos.

3min | 94°C
30s 94 °C
30s 54 °C
1 min 72°C
10 min| 72°C

4°C

Recuperado de Castle et al. (1998).




Anexo 6. Primers PA, PH, 16S rRNA.
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Recuperado de Gomma y Momtaz (2006).

Gen Primers Secuencias
16S rRNA PA forward AGAGTTTGATCC TGG CTC AG
PH reverse AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA

Anexo 7. Protocolo de PCR usado para Bacillus.

Reactivos Volumen por reaccion (ul)
Agua esteril 10.4

Go Taq Mix 12.5

Primer F 0.8 ul

Primer R 0.8 ul

DNA (100ng/ul) 0.5

Volumen total 25 ul

Recuperado de Barghouthi (2011).

Ciclo de PCR, 33 ciclos.

5min | 94°C
30s 94 °C
30s 55°C
30s 72°C
10 min | 72°C
4°C

Recuperado de Barghouthi (2011).

Anexo 8. Tabla creada por Elias y Arcos (1984) para la evaluacion de la capacidad

antagonica (micoparasitismo).

Grado Capacidad antagoénica
0 Ninguna invasién de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
1 Invasion de Y de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.
2 Invasion de Yz de la superficie de la colonia hongo patégeno.
3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno.
4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno esporulacion sobre ella.

Recuperado de Barbosa y Meza (2009).



