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1. RESUMEN 

 

La uvilla (Physalis peruviana L.) es una planta que produce frutos con gran acogida 

en el mercado nacional e internacional. Al igual que todos los cultivos comerciales, es propenso 

al ataque de plagas y enfermedades que afectan a diferentes partes de la planta. Uno de los 

hongos que afecta a este cultivo es Phoma exigua conocido por producir la enfermedad 

denominada muerte descendente. Las investigaciones acerca de esta enfermedad y sus 

biocontroladores en Ecuador aun no son suficientes, por tanto, la presente investigación 

pretende evaluar la capacidad biocontroladora individual y en consorcio de Trichoderma 

harzianum (T10) y Trichoderma atroviride (T3), Pseudomonas fluorescens (C14-VR) y 

Pseudomonas baetica (16-VB) y dos cepas de Bacillus subtilis tanto in vitro como in planta. 

Para esto, se realizaron cultivos duales que evaluaron la capacidad inhibitoria de los 

microorganismos controladores. Del ensayo in vitro, se seleccionaron dos cepas de cada género 

y se realizó una prueba de compatibilidad para llevarlos a nivel de planta en invernadero. Se 

analizaron en total 48 plantas con 16 tratamientos, incluidos los tratamientos individuales y en 

consorcio. Se observó que Bacillus subtilis (B5-OJ1) presentó una mayor capacidad inhibitoria 

individual in vitro frente a P. exigua con valores superiores al 80% y los menos efectivos fueron 

las cepas de Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride. Al comparar la incidencia de 

la enfermedad en plantas se concluyó que el mejor tratamiento fue el consorcio de Bacillus 

subtilis 24R y Trichoderma harzianum T10, demostrando que estos microorganismos 

complementan sus mecanismos de acción favoreciendo la resistencia de la planta al ataque por 

P. exigua. 

 

Palabras clave: Biocontroladores, Trichoderma sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Phoma 

exigua, Physalis peruviana. 
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2. ABSTRACT 

 

The goldenberry (Physalis peruviana L.) is a plant that produces fruits with great 

acceptance in the national and international markets. Like all commercial crops, pests and 

diseases are likely to attack different parts of the plant. One of the fungi that affects this crop 

is Phoma exigua known for producing the disease called descending death. Research on this 

disease and its biocontrollers in Ecuador are still not enough, therefore, this research aims to 

evaluate the individual and consortium biocontroller capacity of Trichoderma harzianum (T10) 

and Trichoderma atroviride (T3), Pseudomonas fluorescens (C14-VR) and Pseudomonas 

baetica (16-VB) and two strains of Bacillus subtilis both in vitro and in planta. For this, dual 

cultures were performed to evaluate the inhibitory capacity of the controlling microorganisms. 

From the in vitro test, two strains of each genus were selected and a compatibility test was 

carried out to reach a plant level in the greenhouse. A total of 48 plants with 16 treatments, 

including individual and consortium treatments, were analyzed. It was shown that Bacillus 

subtilis (B5-OJ1) presented a greater individual inhibitory capacity in vitro against P. exigua 

with values higher than 80% and the least effective were the strains of Trichoderma harzianum 

and Trichoderma atroviride. When comparing the incidence of the disease in plants, it was 

concluded that the best treatment was the consortium of Bacillus subtilis 24R and Trichoderma 

harzianum T10, demonstrating that these microorganisms complement their mechanisms of 

action favoring plant resistance to attack by P. exigua. 

 

Key words: Biocontrollers, Trichoderma sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Phoma 

exigua, Physalis peruviana. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

La uvilla (Physalis peruviana L.) es una planta herbácea que crece en zonas 

subtropicales y produce frutas jugosas con forma ovoide (Puente et al., 2011). Este cultivo se 

ha expandido en el mercado interno y externo, gracias a sus valores nutricionales se fomentó 

su producción en Ecuador. La acogida en el mercado internacional es grande debido a su sabor 

y se considera una fruta exótica (Basantes, 2015).  

En la actualidad, el campo agrícola ecuatoriano produce 700 hectáreas de uvilla para 

la exportación (EL COMERCIO, 2011) y existen 52 productores con aproximadamente 87 

hectáreas con potencial de exportación (Agrocalidad, 2019). El problema radica en que los 

cultivos de uvilla son propensos al ataque de plagas y enfermedades que pueden dañar a 

diferentes partes de la planta. Los hongos como Phoma sp., Fusarium oxysporum, Cercospora 

spp., Alternaria sp., entre otros, afectan a este cultivo (Díaz, 2016). 

Las enfermedades más comunes son: la muerte descendente, la esclerotiniosis, el mal 

del semillero, la mancha gris, el secamiento descendente de ápice del cáliz y los nematodos 

(Gongora & Rojas, 2006). La muerte descendente es provocada por el hongo Phoma sp., cuyos 

síntomas se desarrollan en las hojas con la aparición de pequeñas manchas oscuras, continúa a 

lo largo del tallo generando debilitamiento y en consecuencia el marchitamiento de la planta 

(Silva Tamayo, 2006; Zapata et al., 2002). Las temperaturas bajas y la humedad alta crean las 

condiciones ideales para el aparecimiento de los síntomas en la planta (García et al., 2014). 

Phoma es un género perteneciente al orden Pleosporales, división Ascomycota. Sus colonias 

son aterciopeladas y en medio agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) presentan 

color café oscuro con tonos verde oliva y en agar harina de avena (OMA por sus siglas en 

inglés) un color crema con centro café. Este género produce picnidios, conidios y 

clamidosporas, que ayudan con la identificación y diseminación del hongo (Aguilar, 2020; Rai 

et al., 2014) (Anexo 1). 

 En Ecuador, las investigaciones sobre las enfermedades de la uvilla aún no son 

suficientes. Chicaiza (2008) nombra varias enfermedades fúngicas presentes en la planta y 

Phoma sp. es uno de los patógenos más importantes, pero en Latinoamérica solamente se 

reporta en Colombia (Góngora & Rojas, 2006). Sin embargo, recientemente se registró por 

primera vez la presencia de Phoma sp. de la planta de uvilla en la serranía de Ecuador (Aguilar, 

2020). 
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Para controlar la aparición de este tipo de enfermedades y evitar la pérdida de los 

cultivos, los agricultores recurren al uso de agroquímicos que afectan a la planta, 

incrementando la susceptibilidad a diversos tipos de patógenos. Además, incrementan los 

costos de producción y eventualmente disminuirá el rendimiento. Este patógeno también afecta 

al fruto, lo que causa una pérdida del 40% del cultivo (Altamirano, 2010; Palacios, 2013). 

Por ello, Agrocalidad (Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario) plantea 

una estrategia basada en una combinación de técnicas como: el control biológico, la 

manipulación del hábitat, la modificación de las prácticas culturales y el uso de variedades 

resistentes (Agrocalidad, 2016). El control biológico promueve el uso de organismos vivos 

como alternativas más rentables y menos nocivas tanto para el ambiente como para la planta. 

Dicho de otra manera, se introduce un organismo para que se produzca un cambio en la 

comunidad presente e impida o minimice el desarrollo de un agente patógeno sin dañar a la 

planta (Mondino & Vero, 2006). 

Los microorganismos más estudiados como biocontroladores son Trichoderma spp., 

Bacillus spp. y Pseudomonas sp. Estos han sido enfrentados a diferentes fitopatógenos en 

plantas de ajo, cebolla, tomate, uvilla, entre otras (Izzeddin & Medina, 2011). Varios estudios 

han observado la actividad antagónica y los efectos que provocan estos biocontroladores frente 

a la diversidad de hongos fitopatógenos, como microorganismos que producen enfermedades 

en las plantas (Agrios, 2005). Se considera un buen antagonista al organismo capaz de impedir 

el crecimiento y colonización del patógeno para evitar el desarrollo de la enfermedad (Mondino 

& Vero, 2006). 

Para comprobarlo, se utilizan varias metodologías, desde evaluaciones in vitro hasta 

in planta, que son estudios en cultivo a pequeña escala de laboratorio y en la planta como 

hospedero, respectivamente (Agrios, 2005). También, se analizó la acción biocontroladora 

conjunta de distintas cepas (Soria, 2020). Por ejemplo, Silva (2018) evaluó el efecto antagónico 

de Trichoderma spp. en cajas Petri con PDA y Bacillus spp. en medio caldo infusión cerebro 

corazón (BHI, por sus siglas en inglés) frente al hongo Fusarium oxysporum, patógeno de la 

uvilla. Soria (2020), estudió a la bacteria Pseudomonas sp. y al hongo Trichoderma spp. como 

controladores de hongos en la uvilla en el medio PDA. Por su parte, Reyes et al. (2011) 

examinaron la actividad antifúngica de Bacillus spp. en PDA y agar nutriente (AN). No 

obstante, los tres estudios ponen en práctica una metodología estándar al momento de evaluar 

la capacidad antifúngica, para producir una alteración en la estructura de una célula fúngica y, 

así, inhibir su crecimiento (Gregorí, 2005). 
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Como resultado de las investigaciones sobre los biocontroladores mencionados, se 

concluyó que Trichoderma spp., Bacillus spp. y Pseudomonas sp. ejercen un control efectivo 

en el crecimiento de hongos fitopatógenos de la uvilla. Por otra parte, algunas especies de 

Trichoderma y Bacillus en consorcio no produjeron la inhibición esperada del hongo (Silva, 

2018). Sin embargo, consorcios formados por Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. sí 

inhibieron el crecimiento del patógeno (Soria, 2020). Además, los géneros Bacillus y 

Pseudomonas actuaron en conjunto e inhibieron el crecimiento micelial (Caviedes, 2010). 

No obstante, no se ha encontrado información sobre el comportamiento individual y 

en consorcio de los tres microorganismos mencionados como biocontroladores de Phoma sp. 

en la uvilla ecuatoriana. Por tanto, esta investigación evaluó la capacidad inhibitoria individual 

y en consorcio in vitro de los tres microorganismos frente al hongo Phoma exigua, con el fin 

de ayudar al control de la enfermedad y evitar pérdidas económicas futuras en los cultivos 

susceptibles al patógeno. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la capacidad inhibitoria in vitro e in planta de Bacillus subtilis, 

Pseudomonas spp. y Trichoderma spp. frente al hongo Boeremia exigua (syn. Phoma 

exigua) en plantas de uvilla (Physalis peruviana L.).  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Comparar la actividad antagonista contra Boeremia exigua var. exigua (syn. Phoma 

exigua) de los biocontroladores Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. y Trichoderma spp. en 

ensayos in vitro. 

 

Evaluar la efectividad de los biocontroladores ensayados en consorcio in vivo en 

plántulas de uvilla. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Las pruebas se realizaron en el laboratorio de fitopatología y control biológico de 

la PUCE y en un invernadero particular. Los ensayos del antagonismo fueron tipo 

experimental, se utilizaron como controladores biológicos a tres microorganismos de los 

géneros de Trichoderma, Pseudomonas y Bacillus contra el fitopatógeno Phoma exigua. 

 

5.1 REACTIVACIÓN DE CEPAS 

 

Se reactivaron 20 cepas de Trichoderma, 10 de Bacillus subtilis (Silva, 2018) y cinco 

de Pseudomonas (Soria, 2020) con las cuales se realizó una pre selección de las cepas que 

inhibieron el crecimiento del hongo. Se seleccionaron dos cepas de cada microorganismo, 

Bacillus subtilis (B5-OJ1y 24R), Trichoderma harzianum (T10) y Trichoderma atroviride 

(T3), Pseudomonas fluorescens (C14-VR) y Pseudomonas baetica (16-VB). Del estudio 

realizado por Aguilar (2020) se reactivó la cepa codificada como NJC2. Las cepas de 

Trichoderma spp. y Phoma exigua fueron reactivadas en PDA e incubadas durante siete días a 

25°C. Mientras tanto, las cepas bacterianas se reactivaron en agar nutriente (AN) e incubaron 

por 72 horas a 28°C. Para comprobar la identidad y pureza de las cepas, se utilizó el 

microscopio compuesto, realizando tinción con azul de lactofenol para hongos (Anexo 7) y 

tinción Gram para bacterias (Anexo 8) (Sosa et al., 2011). 

5.2 PRUEBAS INDIVIDUALES DE ANTAGONISMO IN VITRO 

  

Los inóculos bacterianos fueron sembrados en 5 mL del medio BHI a 28°C, 

después de 24 horas se ajustó la concentración a 108 mediante el espectrofotómetro (Tejera 

et al., 2012). La capacidad inhibitoria de Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. y 

Trichoderma spp., fueron evaluadas mediante cultivos duales, técnica descrita por 

Fernández y Suárez (2009). Los microorganismos fueron enfrentados en platos Petri con 

medio de cultivo PDA. Para los hongos se colocó un disco de agar con crecimiento fúngico 

de 5 mm del fitopatógeno a 1 cm de distancia de los bordes de la caja Petri y se incubó por 

siete días. En el extremo opuesto, se ubicó el disco con micelio del biocontrolador y se dejó 

a 28°C por 10 días (Fernández & Suárez, 2009) (Anexo 3). 
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En el caso del antagonismo con bacterias (Bacillus subtilis y Pseudomonas spp.) 

se colocó un disco de 5 mm de P. exigua en el centro de la caja Petri y a 3 cm de distancia 

se realizaron estrías paralelas de la bacteria en cuatro posiciones distintas, se incubó a 30◦C 

durante diez días (Slama et al., 2019) (Figura 1). 

 

Este proceso se realizó por triplicado para cada biocontrolador y cada 24 horas por 

10 días se midió el halo de inhibición (Soria, 2020). Como control se empleó un disco con 

el micelio del fitopatógeno en el centro de la caja Petri con medio PDA, se incubó por diez 

días a 28°C y durante ese tiempo, se fue registrando el crecimiento radial en cm (Anexo 2). 

 

 

Figura 1. Enfrentamiento bacteria contra hongo. 

 

Para bacterias el cálculo del porcentaje de inhibición del crecimiento fúngico se 

calculó con la fórmula propuesta por Alenezi et al. (2016) después de haber transcurrido 

los 10 días: 

PICR = 1 − (a/b) × 100% 

 

Donde (a) representa el radio de la colonia enfrentada y (b) el radio de la colonia 

control (Slama et al., 2019).  

 Por otro lado, para calcular la capacidad antagonista de Trichoderma spp. se 

empleó la fórmula del porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR) propuesta por 

Ezziyyani et al. (2004) 

𝑃𝐼𝐶𝑅 = (𝑅1 − 𝑅2) / 𝑅1 x 100  

 

Donde R1 es el radio de la colonia del patógeno control y R2 es el radio del 

patógeno que está en enfrentamiento. 
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5.3 PRUEBAS CONJUNTAS EN PLÁNTULAS DE UVILLA 

 

Se utilizaron 48 plantas de uvilla sanas, sin síntomas o signos de enfermedad, 

obtenidas de la empresa Terrafertil/Nature’s Heart y se incluyeron tres controles negativos 

y tres controles positivos. Las plantas fueron mantenidas en condiciones de invernadero, 

regadas cada dos días y cada semana se utilizó fertilizante foliar Nitrofoska (Vera, 2021). 

Al mismo tiempo, se realizó una fermentación líquida de dos cepas seleccionadas de 

Bacillus subtilis y Pseudomonas spp., que consistió en inocular una asada de una colonia 

en medio BHI. Se incubó a 25°C durante 24 horas y se mantuvo en agitación a 90 rpm. 

Para verificar la reproducción de los cultivos bacterianos, se midió la absorbancia en 

espectrofotómetro (Soria, 2020). 

Para el inóculo fúngico se utilizó para cada cepa una caja Petri de 10 días de 

incubación. Se lavaron las esporas con agua estéril en un frasco con Tween 80 al 0.1% se 

colocó un embudo con gasas para filtrar las conidias. Esta solución se agitó utilizando el 

vórtex por 30 segundos y las esporas se contabilizaron con la cámara de Neubauer (Cañedo 

& Ames, 2004). La cantidad de esporas adecuadas para producir una infección en la planta 

es de 1x106 conidias/ml, que fue calculado con la fórmula planteada por Castellanos, Jara 

y Mosquera  (Castellanos et al., 2011). 

 

Conidias/ml = Número de conidias contadas x 50 000  

 

Dependiendo de la concentración de conidias del inóculo original, se estandarizó 

el volumen final del inóculo con la siguiente fórmula:  

 

V1 x C1 = V2 x C2 

 

Donde C1 será el resultado del cálculo de conidias/ml, V2 será el volumen que se 

necesita para la aspersión y C2 la concentración de 1x106 (conidias/ml) (Castellanos et al., 

2011). 

Previo a la inoculación en plantas, se realizó una prueba de compatibilidad en agar 

PDA para comprobar que no exista inhibición entre los biocontroladores y para determinar 

la organización de los consorcios. La prueba consistió en colocar el pedazo de agar con 

crecimiento del hongo antagonista y a 3 cm de distancia se realizaron estrías paralelas de 

cada bacteria (Soria, 2020) (Figura 2).  
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Figura 2. Pruebas de Compatibilidad de las cepas de Trichoderma harzianum (T10) 

y Trichoderma atroviride (T3) con cepas de Bacillus subtilis y Pseudomonas spp. 

 

Por último, las plántulas se trataron con las suspensiones de los tres 

biocontroladores en consorcio y fueron colocados directamente al suelo. Una vez 

inoculados, se colocó la suspensión de conidias del fitopatógeno en atomizadores y se 

esparció al follaje a las plantas de uvilla. Después de 10 días se evaluó el desarrollo de la 

sintomatología en condiciones de invernadero (13-20 °C) y a los 28 días finalizó la 

evaluación y recolección de datos (Urrea et al., 2011). 

La incidencia de la enfermedad se calculó utilizando los datos registrados durante 

28 días de observación y la fórmula establecida por Arguedas Gamboa et al. (2018). 

𝐼 (%) =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛𝑓𝑒𝑟𝑚𝑎𝑠

Total de plantas evaluadas
 𝑥 100 

Para la severidad de la enfermedad se utilizaron los datos generados por la escala 

de cinco grados propuesta por Arguedas Gamboa et al. (2018). Siendo el grado de severidad 

“A” la ausencia de síntomas (0,1-20%), el grado “B” es equivalente al 21-40% de hojas que 

se encuentran marchitas o cloróticas, en el grado “C” se encuentra el 41-60% de las hojas 

marchitas, grado “D” oscila entre el 61-80% de las hojas marchitas, secas o cloróticas y por 

último el grado “E” que está entre el 81-100% de la enfermedad (muerte de la planta o 

severamente afectada). Todos estos valores fueron calculados con la siguiente fórmula 

(Castellanos González et al., 2020): 

𝑆 (%) =  
∑  (n x V)

(K x N)
 𝑥 100 
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Donde n es el número de plantas enfermas en cada categoría de infección, V indica 

el valor numérico de las categorías de severidad, K es la constante (número de réplicas por 

cada tratamiento) y N el número total de plantas utilizadas en el ensayo. 

5.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Este estudio fue organizado en un diseño completo al azar, donde se evaluaron por 

triplicado cada tratamiento frente al hongo P. exigua, estableciéndose un total de 16 

tratamientos incluidos los controles; se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y la 

prueba post hoc de Tukey para determinar diferencias significativas entre los tratamientos 

utilizados, con un nivel de significancia del 95% (Tabla 1). Previo a la aplicación del 

ANOVA, se confirmó la normalidad y homogeneidad de los datos. Estas pruebas 

estadísticas se procesaron en el programa IBM SPSS Statistics 21 (Bakieva et al., 2015).  

Tabla 1. Organización de los 16 tratamientos para evaluación de biocontroladores para 

Phoma exigua en uvilla. 

Código Tratamiento 

1 Control positivo (solo la planta) 

2 Control negativo (Phoma exigua) 

3 Trichoderma harzianum. (T10) 

4 Trichoderma atroviride (T3) 

5 Pseudomonas fluorescens (C14-VB) 

6 Pseudomonas baetica (16-VB) 

7 Bacillus subtilis (B5-OJI) 

8 Bacillus subtilis (24R) 

9 Bacillus subtilis (24R) + Pseudomonas baetica (16-VB) 

10 Bacillus subtilis (B5-OJI) + Pseudomonas fluorescens (C14-VB) 

11 Bacillus subtilis (24R) + Trichoderma harzianum (T10) 

12 Bacillus subtilis (B5-OJI) + Trichoderma atroviride (T3) 

13 Pseudomonas sp. (C14-VB) + Trichoderma atroviride (T3) 

14 Pseudomonas sp. (16-VB) + Trichoderma harzianum (T10) 

15 Pseudomonas sp. (16-VB) + Trichoderma harzianum (T10) + Bacillus subtilis (24R) 

16 Pseudomonas sp. (C14-VB) + Trichoderma atroviride (T3) + Bacillus subtilis (B5-OJI) 



11 
 

6. RESULTADOS 

 

Para evaluar la actividad antagonista in vitro contra Phoma exigua se enfrentaron un 

total de 14 cepas de Trichoderma spp. (Anexo 3), seis de Bacillus subtilis (Anexo 4Anexo 4. 

Selección de los enfrentamientos del patógeno Phoma exigua frente a las cepas de Bacillus 

subtilis (C2Y-VR, B5-OJI, B16-V2, C16, 24R y C25 son codificaciones internas del 

laboratorio).) y cinco de Pseudomonas spp. (Anexo 5) de las cuales se seleccionaron dos cepas 

de cada biocontrolador, los que presentaron el mejor porcentaje de inhibición del crecimiento 

del fitopatógeno. El antagonismo in vitro de Trichoderma hongo frente a Phoma exigua mostró 

una inhibición del crecimiento micelial y se comprobó el micoparasitismo por microscopia 

(40x) (Figura 3). La cepa de Trichoderma atroviride (T3) presentó un PICR del 34,92%, 

mientras que la cepa de Trichoderma harzianum (T10) un 33,86% (Figura 4). 

 

Figura 3. Micoparasitismo de Trichoderma frente a Phoma exigua en el microscopio con 

un aumento de 40x.  A) Enrollamiento de las hifas de Trichoderma atroviride (T3) con Phoma 

exigua y B) Presencia del enrollamiento de Trichoderma harzianum (T10) (hifas más oscuras) 

frente al fitopatógeno.  
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Figura 4. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial (PICR) del enfrentamiento de 

Trichoderma spp. frente a Phoma exigua. 

 

Por otro lado, de las cepas de Bacillus subtilis seleccionadas son codificadas como 

B5-OJ1 y 24R presentando un PICR del 84,13% y 82,01% respectivamente (Figura 5). Por 

último, la cepa de Pseudomonas fluorescens (C14-VR) presentó una inhibición del 72,22% y 

Pseudomonas baetica (16-VB) un 84,13% (Figura 6). 

  

Figura 5. Porcentaje de inhibición del crecimiento fúngico del enfrentamiento de Bacillus 

subtilis frente a Phoma exigua.  

 

T8 T3 T2 T23 T19 T17 T16 T14 T9 T11 T10 T5 T6 T13

Porcentaje 21,69 34,92 27,51 24,34 31,22 32,80 28,57 30,69 26,46 27,51 33,86 31,22 29,63 27,51
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Figura 6. Porcentaje de inhibición del crecimiento fúngico del enfrentamiento de 

Pseudomonas spp. frente a Phoma exigua. 

 

6.1 EVALUACIÓN DE INCIDENCIA Y SEVERIDAD 

 

Los controles negativos presentaron los síntomas característicos de Phoma exigua. 

Los tratamientos restantes evidenciaron síntomas al día 10 (27 plantas enfermas) y a los 28 días 

(34 plantas enfermas) (Anexo 6). La incidencia de la muerte descendente en hojas a los 10 y 

28 días de evaluación reveló un porcentaje del 52,08 y 72,92 respectivamente, demostrando 

una disminución de la enfermedad en los primeros 10 días de observación. No obstante, en el 

último día de evaluación se observó un aumento de los síntomas presentes en las hojas de la 

mayoría de las plantas (Figura 7). 
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Figura 7.  Incidencia de la enfermedad para el tratamiento del fitopatógeno con 

biocontroladores. 

 

En el día 10 de observación después de la inoculación del fitopatógeno, la severidad 

osciló entre 0-55,56% y a los 28 días entre 6,94 y 62,5% en la totalidad de plantas evaluadas. 

Dentro de los tratamientos que presentaron mejores resultados en los 10 días se encuentran los 

consorcios de Bacillus subtilis (24R) + Trichoderma harzianum (T10) y el de Pseudomonas 

fluorescens (C14-VR) + Trichoderma atroviride (T3) + Bacillus subtilis (B5-OJ1), con una 

severidad <10%. Al día 28 se observó que el consorcio Bacillus subtilis (24R) + Trichoderma 

harzianum (T10) mantuvo el mismo porcentaje de severidad en ambas fechas de evaluación. 

El tratamiento de Bacillus subtilis (24R) + Pseudomonas baetica (16-VB) presentó una 

disminución de la enfermedad en un 50% en los dos periodos de evaluación. Por otro lado, los 

tratamientos de Pseudomonas baetica (16-VB) y de Bacillus subtilis (24R) presentaron mayor 

porcentaje de severidad de la enfermedad en planta, tanto a los 10 como a los 28 días dando 

del 81-100% (Figura 8). El resumen fotográfico de este estudio se encuentra en el Anexo 6. 

Tratamiento 1 al 16 en consorcio sobre plantas de uvilla a los 10 y 28 días después de la 

inoculación. Incluye control positivo (tratamiento 1) y negativo (tratamiento 2).(Anexo 6). 
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Figura 8. Severidad de la enfermedad causada por P. exigua en los dos periodos de 

evaluación en plantas de uvilla. 

 

6.2 ANALISIS ESTADISTICOS 

 

Los datos obtenidos cumplieron con los supuestos del ANOVA. La prueba post hoc de 

Tukey presentó diferencias entre las medias de los tratamientos (p<0,05). El control positivo 

fue el mejor con una media de 37,67 cm, seguido del tratamiento de Bacillus subtilis (24R) + 

Trichoderma harzianum (T10) con una media de 31,33 cm. Además, el consorcio de 

Pseudomonas fluorescens (C14-VB), Trichoderma atroviride (T3) y Bacillus subtilis (B5-OJ1) 

siguieron la tendencia con una media de 30,33 cm, seguido del consorcio de Pseudomonas 

baetica (16-VB) + Trichoderma harzianum (T10) + Bacillus subtilis (24R) con una media de 

28 cm. Por último, los tratamientos que menos favorecieron al crecimiento de la planta fueron: 

el control negativo, Pseudomonas baetica (16-VB) + Trichoderma harzianum (T10) y Bacillus 

subtilis (B5-OJ1) con 17,67 cm, 19,67 cm y 20,33 cm respectivamente (Tabla 2). 

 

 

 

6,94

48,61

62,5

6,94

55,56

31,25

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

B D E

P
o

rc
en

ta
je

 d
e 

la
 e

n
fe

rm
ed

ad

Categoría de infección

28 días 10 días



16 
 

Tabla 2. Promedios de la evaluación biocontroladora de los tratamientos en condiciones 

de invernadero evaluadas a los 28 días. Prueba de TUKEY p<0.05. 

Código de 

tratamiento Tratamiento 

Longitud de 

tallos (cm) 
 

2 Control negativo (Phoma exigua) 17,67A  

14 Pseudomonas sp. (16-VB) + Trichoderma sp. (T10) 19,67AB  

7 Bacillus subtilis (B5-OJ1) 20,33AB  

9 Bacillus subtilis (24R) + Pseudomonas sp. (16-VB) 20,67AB  

10 Bacillus subtilis (B5-OJ1) + Pseudomonas sp. (C14-VB) 21,33AB  

6 Pseudomonas baetica. (16-VB) 21,67AB  

4 Trichoderma atroviride (T3) 22,00AB  

5 Pseudomonas fluorescens (C14-VB) 24,00AB  

8 Bacillus subtilis (24R) 24,67AB  

3 Trichoderma harzianum (T10) 26,67ABC  

12 Bacillus subtilis (B5-OJ1) + Trichoderma sp. (T3) 27,33ABC  

13 Pseudomonas sp. (C14-VB) + Trichoderma sp. (T3) 28,00ABC  

15 

Pseudomonas sp. (16-VB) + Trichoderma sp. (T10) + Bacillus 

subtilis (24R) 
28,00ABC  

16 

Pseudomonas sp. (C14-VB) + Trichoderma sp. (T3) + Bacillus 

subtilis (B5-OJ1) 
30,33BC  

11 Bacillus subtilis (24R) + Trichoderma sp. (T10) 31,33 BC  

1 Control positivo (solo la planta) 37,67C  

*Los valores que tienen diferente letra difieren estadísticamente 
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7. DISCUSIÓN 

La muerte descendente en la uvilla provocada por el hongo Phoma exigua afecta a 

cualquier estado de desarrollo de la planta, desde las hojas, tallos, capuchones hasta los frutos. 

Para evitar la muerte de la planta, se han evaluado microorganismos propios del suelo como 

Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. y Trichoderma spp (Villarreal-Delgado et al., 2018). Cada 

uno actúa de manera diferente frente al hongo e inciden directamente en el crecimiento y 

desarrollo de las plantas. Estos microorganismos fueron seleccionados por ser los géneros más 

favorables para las plantas aportando diferentes nutrientes y estimulando su crecimiento, 

además de su intervención como controladores biológicos (Cano, 2011). El género 

Pseudomonas posee varios mecanismos que ayudan a presentar un efectivo antagonismo e 

inducen resistencia en la planta frente a los fitopatógenos. Producen metabolitos como 

sideróforos, fitohormonas, aminoácidos, vitaminas, enzimas, además de ser promotores 

específicos del crecimiento de la planta (Pérez Álvarez et al., 2015). Asimismo, Bacillus 

subtilis comparte similitudes con Pseudomonas en cuanto a sus mecanismos de acción, se 

diferencian en que el género Bacillus posee endosporas que le ayudan a desarrollar una 

capacidad de diseminación y prevalencia en los distintos ecosistemas (Villarreal-Delgado et 

al., 2018).  Mientras que, el género Trichoderma es un hongo con una alta capacidad 

reproductiva y de diseminación. Compite por espacio y nutrientes (carbono, hierro, nitrato), 

además es capaz de realizar micoparasitismo y producir metabolitos antibióticos que inhiben o 

controlan al patógeno, sustancias que ayudan al desarrollo vegetal y a acelerar el desarrollo de 

las raíces permitiendo la resistencia por parte de las plantas al estrés provocado por el patógeno 

(Martínez, Infante & Reyes, 2013).    

 

En este estudio se evaluaron seis aislados en total, dos de cada género tanto in vitro 

como in planta, obteniendo resultados distintos. Al comparar los enfrentamientos in vitro de 

los tres microorganismos biocontroladores se obtuvieron mejores resultados de Bacillus 

subtilis B5-OJ1 con una inhibición fúngica del 84,13%. Esta cepa en específico fue evaluada 

por Silva (2018) y Vera (2021) frente a Fusarium oxysporum en cultivos de uvilla alcanzando 

valores in vitro similares a los obtenidos frente a Phoma exigua, evidenciándose que es el mejor 

tratamiento bacteriano probado frente a hongos fitopatógenos. Al contrario, al probarlo en 

planta no se visualizó el mismo resultado, debido a que este tratamiento fue uno de los menos 

efectivos con una incidencia del 100% a los 28 días de observación. 
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Villarreal-Delgado y colaboradores (2018) mencionan que inocular cepas de B. subtilis 

con capacidad biocontroladora ocasionan diversos impactos en los cultivos. En algunos no 

afecta a la comunidad microbiana y en otras altera las condiciones del suelo, a pesar de actuar 

como controlador. Por ello, se precisa realizar más estudios con respecto a la manera en la que 

interviene cada microorganismo para así no modificar el ecosistema y que cumpla con el 

propósito de inhibir al patógeno. 

Al inocular las plantas con B. subtilis en consorcio con otros microorganismos como 

Pseudomonas fluorescens y Trichoderma atroviride se evidenció una disminución de la 

enfermedad al igual que en el consorcio de Bacillus subtilis (24R) junto a Pseudomonas baetica 

y Trichoderma harzianum. Demostrando que la combinación de microorganismos puede ser 

positiva en la mayoría de los casos por los efectos sinérgicos entre ellos. Según Jambhulkar et 

al. (2018) existe una compatibilidad entre T. harzianum y P. fluorescens, debido a que no existe 

competencia o inhibición entre ellos. En la presente investigación no se probaron estas especies 

en conjunto porque al probar la compatibilidad in vitro se observó una mejor afinidad entre P. 

fluorescens y T. atroviride en lugar de T. harzianum a pesar de existir un contacto leve entre 

dichos microorganismos (Figura 2). 

La especie Bacillus subtilis B5-OJ1 mostró el porcentaje de inhibición micelial más alto 

en comparación con los otros tratamientos con 84,13%, esto puede deberse a que uno de sus 

mecanismos de acción es la producción de enzimas líticas. Dentro de las más importantes se 

encuentran las quitinasas y -1,3-glucanasas que degradan la pared celular de hongos e incluso 

causan lisis celular. Durante este proceso también se liberan oligómeros de glucano y quitina 

que ayudan a las plantas a crear defensas contra patógenos (Pedraza et al., 2020). A diferencia 

del hongo Trichoderma harzianum T10 que obtuvo el PICR más bajo (33,86%) seguido de 

Trichoderma atroviride (34,92%) (Figura 4), demostrando que a pesar de ser uno de los 

antagonistas más utilizados no siempre tiene el mismo efecto en todos los fitopatógenos. 

Infante, Martínez, González y Reyes (2009) indican que este género tuvo varias interacciones 

hifales sobre Alternaria, padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, excepto frente a 

Phoma sp. a pesar de tener una alta capacidad competitiva. 

 En el enfrentamiento in vitro de Trichoderma atroviride (T3) se pudo evidenciar de 

mejor manera la competencia por espacio y nutriente debido a que se observó el crecimiento 

del antagonista sobre la superficie de la colonia del fitopatógeno al igual que los resultados 

obtenidos por Soria (2020).   
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Páramo-Aguilera y Hernández-Mendoza (2018) concluyen que T. atroviride resultó 

mejor que T. harzianum porque no influye en el crecimiento de F. oxysporum por la emisión 

de compuestos volátiles que, a pesar de inhibir al patógeno, aceleran su desarrollo. 

A nivel de planta, las especies de Trichoderma no actuaron de la misma manera que en 

los ensayos in vitro. Trichoderma harzianum alcanzó una incidencia de 66,67% y Trichoderma 

atroviride de 100%. Estos resultados se deben a varios factores como la especie de planta, 

disponibilidad de nutrientes, la humedad, temperatura y tipo de suelo (Infante, Martínez, 

González & Reyes, 2009). Por lo tanto, se demuestra que no siempre las cepas que obtienen un 

mayor porcentaje antagonista a nivel in vitro muestren los mejores resultados in vivo como lo 

mencionado por Vera (2021). El consorcio de T. harzianum junto a B. subtilis (24R) se presentó 

como el mejor tratamiento puesto que mantuvieron la incidencia de la enfermedad al día 10 y 

28 con un 33,3%. De acuerdo a Zaim et al. (2018) al combinar estos controladores, la incidencia 

y gravedad de la enfermedad se reduce considerablemente en comparación con las pruebas 

individuales. De igual manera, Pierson y Weller (1994) demostraron que al combinar 

microorganismos se complementan sus mecanismos de acción para actuar en beneficio de la 

planta. 

En este estudio, de manera individual, las cepas de Pseudomonas presentaron valores 

similares a Bacillus subtilis, probando así su alta capacidad biocotroladora para Phoma sp. En 

la actualidad se desconoce el mecanismo o sustancia que produce este género para ejercer el 

control in vitro sobre fitopatógenos. No obstante, se proponen teorías como la producción de 

varios antibióticos y sideróforos que actúan secuestrando el hierro y así dejar sin este recurso 

al fitopatógeno (Valencia-Cantero et al., 2005). Los ensayos in planta reflejaron una incidencia 

de la enfermedad del 100% para P. baetica y del 66,6% para P. fluorescens. Estos tratamientos 

no fueron eficientes por los niveles aumentados de hierro en el medio otorgados por el 

fertilizante, razón por la cual se inhibió la producción de sideróforos por Pseudomonas y, por 

ende, la competencia por este mineral entre el controlador y el patógeno (Valencia-Cantero et 

al., 2005). 

Los ensayos en planta a nivel de promoción de crecimiento demostraron que el mejor 

tratamiento con respecto a la altura y estado de la misma fue el control positivo, presentando 

una media de 37,67 cm. Esto sucedió debido a que las plantas únicamente estaban tratadas con 

fertilizante foliar (NITROFOSKA) que contiene macro y micronutrientes necesarios para el 

crecimiento vegetal como nitrógeno (20%), fósforo (19%), potasio (19%), magnesio (0,5%), 
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calcio y hierro (COMPO GmbH & Co, 2012; Marín, 2011). El segundo tratamiento con 

resultados favorables fue el consorcio Bacillus subtilis (24R) y Trichoderma harzianum T10 

con una media de 31,33 cm, siendo mencionados por Yépez (2020) como promotores de 

crecimiento y control de fitopatógenos, aumentando la disponibilidad de nutrientes gracias a la 

asociación simbiótica con la planta. Entre los cinco mejores tratamientos encontramos al 

género Trichoderma. Este hongo es efectivo contra patógenos específicos debido al 

reconocimiento molecular entre ellos a través de interacciones entre lectinas-carbohidratos 

(Infante, Martínez, González & Reyes, 2009). Mondino y Vero (2006) concluyen que este 

antagonista coloniza las raíces de las plantas para luego actuar como promotor del crecimiento. 

Asimismo, inactiva las enzimas producidas por patógenos durante la infección, incorpora 

nutrientes y aumenta el desarrollo radical. 
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8. CONCLUSIONES 

 

1. La cepa de Bacillus subtilis codificada como B5-OJ1 presentó una mayor capacidad 

inhibitoria individual in vitro frente al hongo Phoma exigua, seguido de Peudomonas 

baetica con valores superiores al 80%. Mientras que los resultados menos efectivos 

fueron las cepas de Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride con valores 

menores al 50%. 

 

2. Al comparar la incidencia de la enfermedad se determinó que el mejor tratamiento a 

nivel de planta fue el consorcio de Bacillus subtilis 24R y Trichoderma harzianum T10 

manteniendo la incidencia de la enfermedad controlada en los dos periodos de 

evaluación en comparación con los tratamientos individuales. Además, mejoró el 

crecimiento de la planta presentando la media más alta sin contar con las plantas testigo. 

Por tanto, es importante analizar la cepa antes de colocarla en la planta para conocer las 

condiciones y concentraciones necesarias para que se produzca una correcta supresión 

del fitopatógeno y se recomienda realizar más estudios para evaluar diferentes dosis de 

los biocontroladores por planta. 
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11. ANEXOS 

 

 

 

Anexo 1. A) Picnidios de Phoma en OMA a los 21 días de crecimiento. B) Picnidios (10x). C) 

Esporas liberadas por un picnidio (40x). D) Clamidosporas en OMA. 
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Anexo 2. Crecimiento de Phoma exigua en agar PDA. A) 7 días de incubación. B) 10 días 

de incubación. C) 15 días de incubación. D) Anverso y reverso de la colonia del patógeno a los 

21 días de incubación. 
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Anexo 3. Selección de los enfrentamientos del patógeno Phoma exigua frente a las cepas de 

Trichoderma spp. (T8, T19, T23, T14, T17, T16, T6, T5, T9, T11, T13, T2, codificaciones 

internas del laboratorio). 
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Anexo 4. Selección de los enfrentamientos del patógeno Phoma exigua frente a las cepas de 

Bacillus subtilis (C2Y-VR, B5-OJI, B16-V2, C16, 24R y C25 son codificaciones internas del 

laboratorio). 
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Anexo 5. Selección de los enfrentamientos del patógeno Phoma exigua frente a las cepas de 

Pseudomonas spp. (16-VR, C14-VR, C12-VB, C19-VR y C11-VR son codificaciones internas 

del laboratorio).  
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Anexo 6. Tratamiento 1 al 16 en consorcio sobre plantas de uvilla a los 10 y 28 días después 

de la inoculación. Incluye control positivo (tratamiento 1) y negativo (tratamiento 2). 
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Anexo 7. De izquierda a derecha Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride (40x) con 

tinción de azul de lactofenol. 
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Anexo 8. Identificación microscópica de Bacillus subtilis y Pseudomonas spp, (40x) 

con tinción Gram. 

 

 

 

 

 

 


