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RESUMEN 

La uvilla (Physalis peruviana L.) es un fruto andino que ha logrado gran impacto 

económico en los últimos años, tanto por su alto contenido nutricional como por sus 

características organolépticas. Sin embargo, su cultivo se ha visto afectado por patógenos 

como Fusarium oxysporum, agente causal de la marchitez vascular. El presente estudio 

evaluó la eficacia biocontroladora in planta de cepas de Trichoderma spp. y Bacillus spp., 

contra F. oxysporum bajo condiciones de invernadero, como una alternativa al uso de 

agroquímicos. Para este propósito se seleccionaron cepas cuya compatibilidad en 

consorcio y efecto antagonista in vitro fue previamente descrita en otro estudio. Estas 

cepas fueron empleadas de forma individual y conjunta en plántulas de uvilla inoculadas 

con anterioridad con el fitopatógeno. Durante el periodo de observación, el proceso de 

infección se realizó dos veces a diferentes concentraciones y se determinó la capacidad 

de los microorganismos potencialmente biocontroladores para reducir la incidencia y 

severidad de la enfermedad. Entre los hallazgos del presente estudio se resalta el efecto 

de la inoculación de B. subtilis OJ1Aga que inhibió en un 100 % el desarrollo de 

marchitez vascular en las dos infecciones realizadas. Los resultados de esta investigación 

demuestran que los tratamientos conformados únicamente por cepas de Bacillus spp. 

presentaron mejor capacidad antagonista y acción biofertilizante al compararse con el 
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efecto de los consorcios fúngicos y bacterianos o la inoculación individual de 

Trichoderma spp. 

 

PALABRAS CLAVES. – Biocontroladores, cepas, consorcio, Trichoderma spp., 

Bacillus spp., Fusarium oxysporum. 

 

ABSTRACT 

The goldenberry (Physalis peruviana L.) is an Andean fruit that has achieved great 

economic impact in recent years, both due to its high nutritional content and its 

organoleptic characteristics. However, its cultivation has been affected by pathogens such 

as Fusarium oxysporum, the causal agent of vascular wilt. The present study evaluated 

the biocontroller efficacy in plant of Trichoderma spp. and Bacillus spp., against F. 

oxysporum under greenhouse conditions, as an alternative to the use of agrochemicals. 

For this purpose, strains whose compatibility in consortium and antagonistic effect in 

vitro was previously described in another study were selected. These were individually 

and jointly used in goldenberry seedlings previously inoculated with the phytopathogen. 

During the observation period, the infection process was carried out twice at different 

concentrations and the capacity of potentially biocontrolling microorganisms to reduce 

the incidence and severity of the disease was determined. Among the findings of the 

present study, the effect of the inoculation of B. subtilis OJ1Aga is highlighted, which 

inhibited the development of vascular wilt in the two infections carried out by 100%. The 

results of this research show that the treatments consisting only of Bacillus spp. presented 

better antagonistic capacity and biofertilizing action when compared with the effect of 

fungal and bacterial consortia or individual inoculation of Trichoderma spp.  

 

KEY WORDS. – Biocontrollers, strains, consortium, Trichoderma spp., Bacillus spp., 

Fusarium oxysporum. 

 

INTRODUCCIÓN 

Physalis peruviana L. conocida como uvilla en Ecuador, es una planta solanácea 

endémica de la región de los Andes (Osorio-Guarín et al. 2016). Produce un fruto pequeño 

de color amarillo-anaranjado de sabor intenso, agradable y con alto contenido nutricional 
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(vitaminas C y A, potasio, calcio y fósforo), características que han proporcionado una 

alta demanda en el extranjero (Yildiz et al. 2014). 

De acuerdo a Enciso-Rodríguez et al. (2020), Colombia es el principal país exportador de 

uvilla a nivel mundial, seguido de Ecuador, Zimbabue, Malaysia, China, Kenia y 

Sudáfrica. En Ecuador, en el año 2019, se exportó un valor de 206 mil dólares de la fruta 

fresca, siendo sus principales destinos, Canadá, Francia, Países Bajos, Estados Unidos y 

España; y 657 mil dólares de uvilla deshidratada con destino a Australia, Alemania, 

Estados Unidos, Reino Unido y Canadá (Pro Ecuador 2020). 

La producción de uvilla, sin embargo, se ve afectada principalmente por enfermedades 

causadas por bacterias como Xanthomonas sp., y Ralstonia solanacearum, y hongos 

como Alternaria sp., Cladosporium sp., Cercospora sp., Phoma sp., Sclerotinia 

sclerotiorum y Fusarium oxysporum (Smith 2012; Enciso-Rodríguez et al. 2020).  

Destaca, por su severidad, Fusarium oxysporum, responsable del marchitamiento 

vascular (Yánez et al. 2019). Este hongo se encuentra en el suelo como saprófito o 

patógeno especializado (Acurio 2010) y posee la habilidad de diseminarse con gran 

facilidad (Estupiñán y Ossa 2007; Altamirano 2010), llegando a ocasionar pérdidas 

totales del cultivo (Rodríguez et al. 2010). Como consecuencia, se observa la reducción 

en volumen de la exportación de la fruta y la disminución de la rentabilidad del cultivo 

(Rodríguez et al. 2010).  

El control de este patógeno con fungicidas químicos ha resultado ineficaz, debido a la 

resistencia que presenta a agroquímicos comúnmente utilizados para su control, y por la 

capacidad de producir estructuras de resistencia llamadas clamidosporas (Osorio-Guarín 

et al. 2016). Además, el uso indiscriminado de agroquímicos genera un impacto negativo 

en el suelo, como la alteración de sus propiedades químicas y físicas, y la transformación 

de los ecosistemas microbianos, causando principalmente la infertilidad del suelo 

(Viracucha 2015; Orozco et al. 2016). 

En ese contexto, a pesar de que la uvilla se ha convertido en un cultivo con impacto 

económico en los últimos tiempos, las investigaciones sobre el control de patógenos en 

este cultivo son escasas y, en Ecuador, casi inexistentes (Rodríguez et al. 2010). Por tanto, 

resulta imperativo investigar los fitopatógenos y desarrollar alternativas biológicas 

eficaces para su tratamiento (Díaz et al. 2019). 
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Dentro de los agentes de control biológico (BCAs por sus siglas en inglés) más 

estudiados, se encuentra Bacillus, género bacteriano que posee habilidad de producir 

endosporas, confiriéndole resistencia para adaptarse a diferentes hábitats (Villarreal-

Delgado et al. 2018). Los mecanismos de Bacillus incluyen la producción de sustancias 

enzimáticas y antibióticas como las surfactinas, fengicinas e iturinas, la capacidad de 

promoción de crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), y la producción de 

endosporas previamente mencionada (Tejera-Hernández et al. 2011; Villarreal-Delgado 

et al. 2018). 

Otro microorganismo ampliamente estudiado como BCAs, es Trichoderma, hongo 

cosmopolita y antagónico que posee diversos mecanismos de actividad como la 

antibiosis, competencia por nutrientes y espacio, micoparasitismo, capacidad de inducir 

resistencia sistémica y defensa de las plantas (Amaral et al. 2019; Hernández-Melchor et 

al. 2019). 

Silva (2018), estudió in vitro mediante pruebas antagonistas a Trichoderma spp. y 

Bacillus spp. contra el fitopatógeno F. oxysporum, y con ensayos de compatibilidad entre 

estos dos microorganismos. Como resultado obtuvo que el antagonismo de cepas de 

Trichoderma spp. con Bacillus spp. contra F. oxysporum fue eficaz en todas las 

combinaciones realizadas, y se produjo un mayor grado de inhibición micelial en 

conjunto que en pruebas individuales. 

Por tanto, el propósito de esta investigación es llevar a nivel de invernadero el estudio 

realizado por Silva (2018), para observar si los microorganismos probados in vitro pueden 

ser aplicados in planta como un método eficaz de control del fitopatógeno F. oxysporum. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivación de cepas. –  

Las cepas de Trichoderma spp. y de Bacillus spp. utilizadas, presentaron la mejor 

capacidad antagonista frente a Fusarium oxysporum en estudios realizados por Silva 

(2018). Estas cepas fueron conservadas en la colección de cultivos microbianos del 

laboratorio de Fitopatología y Control Biológico de la PUCE.  

Se seleccionaron Trichoderma tomentosum (YC1BS), Trichoderma atroviride (SP2AS), 

Bacillus cereus (DA21), Bacillus cereus (Ap) y Bacillus subtilis (OJ1Aga). Las cepas de 
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Trichoderma y Fusarium oxysporum (Yánez 2019), fueron reactivadas en agar papa 

dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) e incubadas durante siete días a 25 °C (Aquiahuatl 

y Pérez 2013) (Figura 1). Las cepas de Bacillus fueron reactivadas en agar nutritivo a 25 

°C por 48 h (Urrea et al. 2011) (Figura 1). 

Pruebas antagonistas in vitro. – 

Para verificar la viabilidad de las cepas seleccionadas y usadas por Silva (2018) y Yánez 

et al. (2019), se realizaron pruebas antagonistas in vitro de Trichoderma spp. y Bacillus 

spp. contra Fusarium oxysporum. 

 

Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. contra Fusarium oxysporum. – 

De una colonia esporulada de siete días de F. oxysporum se tomó un disco de 5 mm y se 

la colocó en una caja Petri con agar PDA a 1 cm de distancia del borde. Se incubó por 48 

horas a temperatura ambiente (25 °C) y se colocó un disco de 5 mm de Trichoderma spp. 

de siete días de crecimiento en el extremo contrario al fitopatógeno, igualmente a 1 cm 

de distancia del borde de la caja. Estas pruebas fueron realizadas por triplicado. El 

crecimiento de ambos hongos fue medido durante 10 días cada 24 horas. Como control 

se sembraron por separado cada cepa en medio PDA (Tovar 2008; Fernández y Suárez 

2009).  

El antagonismo fue medido de acuerdo al porcentaje de inhibición de crecimiento radial 

(PICR) mediante la fórmula descrita en Ezziyyani et al. (2004): 

 

𝑃𝐼𝐶𝑅 =
𝑅1 − 𝑅2

𝑅1
∗ 100 

 

En donde R1= radio del patógeno en cultivo control y R2= radio del patógeno en el 

enfrentamiento (Fernández y Suárez 2009). 

 

Antagonismo in vitro de Bacillus spp. contra Fusarium oxysporum. – 

Se preparó 100 µl de Bacillus spp. en tubo con caldo infusión cerebro corazón (BHI por 

sus siglas en inglés), a una concentración de 1x108 cel/ml mediante el uso del 

espectrofotómetro marca Hanon, a una longitud de onda de 600 nm, y se sembró en 

superficie en platos Petri con medio PDA. Una vez ubicada la bacteria, se colocó un disco 

de 5 mm de una colonia esporulada de F. oxysporum de siete días de crecimiento en el 
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centro del plato Petri. Se incubó a temperatura ambiente (25 °C) y se midió el halo de 

crecimiento del fitopatógeno cada 24 horas durante 11 días (Tejera et al. 2012). Se cultivó 

F. oxysporum en el centro de una caja Petri con medio PDA como control. 

El porcentaje de inhibición micelial (PIM) se calculó en base a la fórmula usada en Tejera 

et al. (2012): 

𝑃𝐼𝑀 =
𝐷. 𝐶. 𝐶 − 𝐷. 𝐶. 𝑃

𝐷. 𝐶. 𝐶
∗ 100  

 

En donde D.C.C = diámetro de la colonia fitopatógena control y D.C.P.= diámetro de la 

colonia fitopatógena en el enfrentamiento. 

 

Pruebas antagonistas in planta 

Preparación de los inóculos. – 

El inóculo de Trichoderma spp. se obtuvo a partir de cultivos esporulados sembrados en 

platos Petri con agar PDA e incubados durante siete días. Se realizó una fermentación en 

fase líquida de Trichoderma spp. en medio de cultivo que contenía melaza al 3 % y 

extracto de levadura al 1 % (Sriram et al. 2011). El cultivo fue sometido a agitación 

magnética a 80 rpm durante ocho días y a 25 °C, verificando cada 24 h su reproducción 

progresiva hasta llegar a una concentración de 1x106 conidias/ml (Sriram et al. 2011). 

Para la suspensión de conidias se utilizó agua destilada estéril y se ajustó la concentración 

mediante el recuento en cámara de Neubauer (Cubillos et al. 2011; Moosa et al. 2016). El 

inóculo de Bacillus spp. fue realizado mediante fermentación líquida en caldo BHI hasta 

conseguir una concentración de 1x108 cel/ml, a través de la medición de densidad óptica 

mediante el uso del espectrofotómetro a una longitud de onda de 600nm. El cultivo se 

incubó en agitación magnética (Thermo Fisher Scientific) a 90 rpm, durante 48 h y a 25 

°C, verificando cada 24 h su reproducción gradual (Li et al. 2013). Las conidias de F. 

oxysporum (FOX) obtenidas de un cultivo esporulado de ocho días en medio PDA, fueron 

suspendidas en agua destilada estéril, ajustada a una concentración de 1x106 conidias/ml 

mediante el recuento en cámara de Neubauer, de acuerdo al protocolo descrito por Leslie 

y Summerell (2006).  

 

Antagonismo in planta de biocontroladores frente a F. oxysporum. –  

Para este ensayo se usaron 65 plántulas de uvilla ecotipo colombiano de 15 cm de altura 

en promedio y con cinco hojas verdaderas, sin signos o síntomas de enfermedad. Las 
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plantas fueron adquiridas en la empresa Terrafertil/Nature’s Heart (Tabacundo-Ecuador). 

Durante el ensayo, las plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero (80-90 % 

de humedad y temperatura de 13-20 °C). El riego se realizó cada dos días y se fertilizaron 

cada semana con Nitrofoska (fertilizante foliar) a una proporción 15:15 a 20 % v/v de 

acuerdo a la metodología usada por Urrea et al. (2011). Se realizaron dos inoculaciones 

de F. oxysporum a diferentes concentraciones y a diferentes tiempos de exposición.  

Primera inoculación de F. oxysporum. – 

Previo a la inoculación del fitopatógeno, se realizó la desinfección de las raíces de las 

plántulas de uvilla, donde se removió el exceso de suelo con agua destilada estéril, 

seguido de un lavado con hipoclorito de sodio al 1 %, y un enjuague con agua destilada 

estéril (Corrales et al. 2012). La inoculación del fitopatógeno consistió en la inmersión de 

las raíces en la suspensión de conidias de FOX previamente preparada. Pasadas las 8 

horas de inmersión, se ubicó a cada planta en macetas con sustrato estéril etiquetadas y 

previamente inoculadas con 15 ml de cada tratamiento biocontrolador (Corrales et. al 

2012; Yendyo et al. 2017; Soria 2020). Los tratamientos en consorcio fueron inoculados 

en una proporción 1:1 (15 ml de cada tratamiento) (Bautista et al. 2010; Yendyo et al. 

2017). 

La marchitez vascular fue evaluada mediante el registro de datos de incidencia y 

severidad durante 30 días (Urrea et al. 2011). La incidencia fue determinada de acuerdo 

al número total de plantas con síntomas de la enfermedad expresada en porcentaje (French 

y Hebert 1980; Soria 2020). La severidad fue definida mediante el uso de la siguiente 

fórmula descrita en Chiang et al. (2017): 

𝐼𝑆𝐸(%) =
∑(𝑓𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 ∗ 𝑔𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑡𝑒𝑔𝑜𝑟í𝑎)

(𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑑𝑎𝑠) ∗ (í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑡𝑒𝑔𝑜𝑟í𝑎)
x 100 

Se clasificó a la severidad de acuerdo a la “escala de severidad para la marchitez vascular” 

por F. oxysporum descrita por el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) y 

usada por Corrales et at. (2012). A continuación, se describe la clasificación para el grado 

de severidad: 

Grado 0: Planta sana, sin manifestación de síntomas.  

Grado 1: Máximo 10 % de hojas marchitas o cloróticas. 

Grado 2: 25 % hojas marchitas o cloróticas. 
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Grado 3: 50-70 % hojas marchitas o cloróticas. 

Grado 4: 100 % de la enfermedad. Planta muerta o severamente afectada. El follaje puede 

presentar necrosis o pérdida total de las hojas. 

Segunda inoculación de F. oxysporum. –  

Transcurridos los 30 días desde la primera infección, se desinfectaron nuevamente las 

raíces de las plantas siguiendo el protocolo ya descrito de Corrales et al. (2012). Una vez 

desinfectadas las raíces, se procedió a sumergirlas durante 24 h en una suspensión de 

FOX en agua destilada estéril a una concentración de 1x107 conidias/ml (Leslie y 

Summerell 2006). Después de las 24 h de inmersión, se ubicó cada planta en la maceta 

de la que fue extraída. Seguido, se colocó una punta de pipeta estéril con 200 µl de la 

suspensión FOX en el tallo de la planta, para que ingrese por capilaridad hacia el sistema 

vascular (Wonni et al. 2015). Durante 30 días se observó la incidencia y severidad de la 

marchitez vascular siguiendo el protocolo descrito en la primera infección.  

El experimento fue dispuesto en un diseño de bloques completos al azar (DBCA) (Figura 

9), que consistió en cinco plantas por tratamiento, distribuidos en cinco bloques, 

incluyendo el control negativo (FOX) y el control cero (solo planta).  Se establecieron en 

total 13 tratamientos (Tabla 1). 

 

Análisis de datos. – 

Al finalizar el periodo de observación se determinó la altura, número de hojas y peso en 

fresco de todas las plantas. Los resultados se expresaron como el promedio ± desviación 

estándar de cinco réplicas correspondientes a cada uno de los tratamientos individuales.  

Con el propósito de comparar el efecto de los diferentes tratamientos utilizados, en 

función de las variables arriba mencionadas, se aplicó un análisis de la varianza 

(ANOVA). La prueba post hoc de Tukey fue utilizada para determinar diferencias 

estadísticas significativas entre los promedios correspondientes a los diferentes 

tratamientos utilizados. Un nivel de confianza de 95 % fue establecido para las dos 

pruebas estadísticas. Estas pruebas fueron analizadas mediante el programa SPSS 

Statistics Base 22.0 (IBM 2018). 

RESULTADOS 

El antagonismo in vitro de Trichoderma tomentosum YC1BS frente a Fusarium 

oxysporum presentó un porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR) de 58,9 % 
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(Figura 2), mientras que el antagonismo de Trichoderma atroviride SP2AS contra F. 

oxysporum fue de 42,1 % (Figura 3). Por su parte, los antagonismos de Bacillus spp. 

contra Fusarium oxysporum presentaron un porcentaje de inhibición micelial (PIM) de 

56,9 % para Bacillus cereus DA21, 55,3 % para Bacillus cereus Ap, y del 84,6 % para 

Bacillus subtilis OJ1Aga (Figura 4). 

Los resultados obtenidos del antagonismo in planta muestran que, la incidencia de la 

marchitez vascular durante la primera inoculación de las plántulas de uvilla fue del 51,67 

% en la semana uno de observación, y demostró una reducción total de la enfermedad en 

la cuarta semana (Figura 5). No obstante, luego de la segunda infección, se observó una 

incidencia del 54,39 % a lo largo de la primera semana de observación, y disminuyó al 

40,35 % en la última semana (Figura 6).  

En la primera infección, el índice de severidad de la enfermedad (ISE) osciló entre el 0 y 

el 35 % en las dos primeras semanas tras la inoculación con el fitopatógeno (Figura 7). 

Sin embargo, para la última semana se observó una reducción del 100 % de la marchitez 

vascular en todos los tratamientos. En este sentido, el tratamiento que mostró mayor 

efectividad fue aquel que consistió en la inoculación de Bacillus subtilis OJ1Aga, que 

presentó un ISE de 0 % durante las cuatro semanas de observación (Figuras 7 y 10), 

seguido del efecto resultante de los tratamientos con Bacillus cereus Ap, Trichoderma 

tomentosum YC1BS y Trichoderma atroviride SP2AS + Bacillus cereus Ap, con un ISE 

de apenas 10 % durante las primeras dos semanas de evaluación. Los tratamientos que 

presentaron mayor severidad de marchitez vascular fueron Trichoderma tomentosum 

YC1BS + Bacillus cereus Ap y Trichoderma tomentosum YC1BS + Bacillus subtilis 

OJ1Aga, con un ISE del 30-35 % durante las dos primeras semanas de observación 

(Figuras 7 y 11). 

Los controles positivos no presentaron síntomas de marchitez vascular durante todo el 

periodo de observación (Figura 12). El cultivo en laboratorio de las raíces de estos 

controles confirmó la presencia de F. oxysporum, así como la presencia de Trichoderma 

spp. por contaminación (Figura 13). 

Durante la segunda inoculación del patógeno, se evidenció un índice de severidad igual 

al de la primera inoculación (0-35 %) en las primeras dos semanas de observación. Los 

tratamientos que presentaron un ISE de 0 % durante las cuatro semanas de análisis fueron 

Bacillus subtilis OJ1Aga, Bacillus cereus Ap y Bacillus cereus DA21 (Figuras 8). No 

obstante, tratamientos como T. atroviride SP2AS, T. tomentosum YC1BS y T. 

tomentosum YC1BS + B. cereus DA21 presentaron los porcentajes de severidad más altos 
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en las primeras semanas y disminuyeron la severidad de la enfermedad en ≤10%. Por otro 

lado, el tratamiento T. atroviride SP2AS + B. cereus Ap no logró disminuir la severidad 

de la marchitez vascular en ninguna semana de observación (Figuras 8 y 14). 

Los análisis estadísticos al comparar el efecto de los diferentes tratamientos utilizados, en 

función de las variables altura de planta, número de hojas y peso en fresco indicaron que, 

los tratamientos conformados por B. subtilis OJ1Aga, B. cereus DA21, B. cereus Ap, T. 

atroviride SP2AS + B. subtilis OJ1Aga y T. tomentosum YC1BS + B. cereus DA21, 

presentan diferencias significativas (p<0,05) en todos los parámetros analizados en 

comparación al control positivo y al control cero (Tabla 2). Por otra parte, el tratamiento 

T. atroviride SP2AS fue el único tratamiento en no presentar diferencias significativas en 

relación al control positivo y al control cero en ningún parámetro evaluado (Tabla 2) 

(Figura 15). Los promedios resultantes de la variable altura de la planta indican que las 

tratadas con B. cereus DA21 y B. cereus Ap presentaron los valores más altos, con una 

media de 98,25 cm y 97,0 cm respectivamente, mientras que el control cero obtuvo una 

media de 47,50 cm y el control positivo 41,0 cm (Tabla 2). Por otro lado, el promedio 

referente a la variable número de hojas nos muestra que las plantas inoculadas con T. 

atroviride SP2AS + B. subtilis OJ1Aga obtuvieron el mejor resultado, con un valor de 

24,75, seguido de los tratamientos B. cereus Ap, con 23,5, y B. cereus DA21 con 23,0. 

Los controles indicaron una media de 7,25 para el control positivo y 9,50 para el control 

cero (Tabla 2). Por último, el promedio para la variable peso en fresco nos señala que las 

plantas con los tratamientos que poseen el valor más alto en cuanto al peso, fueron las 

tratadas con B. cereus DA21 y T. tomentosum + B. cereus DA21 con una media de 40,625 

g para B. cereus DA21 y 35,025 g para T. tomentosum + B. cereus DA21. Por otro lado, 

el control positivo arrojó un promedio de 4,77 g y 6,97 g en el control cero (Tabla 2). 

 

DISCUSIÓN 

Las características macro y microscópicas de las cepas reactivadas, junto con los 

resultados obtenidos de las pruebas antagonistas in vitro de las cepas de Trichoderma spp. 

y Bacillus spp. contra Fusarium oxysporum, son consistentes con las características y los 

resultados obtenidos del estudio realizado por Silva (2018). Lo que demuestra la 

viabilidad de las cepas usadas en esta investigación.  

Las especies de Fusarium que causan la marchitez en las plantas, infectan a sus 

hospederos ingresando por la raíz de forma directa o a través de heridas, el micelio se 
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extiende hasta los vasos xilemáticos y, como consecuencia, el micelio y los microconidios 

formados son diseminados a través de la planta (Agrios 2005). De esta forma se origina 

el marchitamiento, necrosis y clorosis de las hojas (Villa-Martínez 2014). Dado que, la 

rizosfera concede la primera línea de defensa de las plantas contra patógenos, los 

microorganismos rizosféricos han sido considerados candidatos ideales como 

controladores biológicos (Zhu et al. 2020). Microorganismos del género Bacillus y 

Trichoderma, han sido ampliamente estudiados como BCAs por sus mecanismos de 

acción y su potencial in vitro de reducir el crecimiento micelial de algunos hongos 

fitopatógenos (Marfetán et al. 2020).  

En este estudio, el tratamiento conformado por B. subtilis OJ1Aga, fue el mejor 

tratamiento en las dos fases de inoculación. Tanto en la primera como en la segunda 

infección, B. subtilis OJ1Aga no permitió el desarrollo de la enfermedad en ninguna 

semana de observación. Asimismo, fue uno de los tratamientos que indicó diferencias 

significativas en todos los parámetros analizados. Esto es congruente con los resultados 

obtenidos a nivel in vitro, con un PIM del 84,6 % en el enfrentamiento con el patógeno. 

Además, el estudio realizado por Silva (2018), señala que B. subtilis OJ1Aga obtuvo el 

mejor porcentaje de inhibición micelial (84,85 %) entre los 40 aislados de Bacillus spp. 

probados, e incluso obtuvo mejor inhibición del patógeno entre las pruebas conjuntas 

conformadas por cepas de Trichoderma spp. y cepas de Bacillus cereus, en donde el 

mayor porcentaje de inhibición fue de 80,95 %. Estos resultados coinciden con los 

resultados obtenidos por Khan et al. (2018), donde B. subtilis demostró ser la cepa más 

efectiva contra F. oxysporum a nivel in vitro e in vivo en comparación con otras cepas de 

Bacillus spp.  

Los resultados de los tratamientos con consorcios obtenidos en condiciones de 

invernadero difieren de los resultados obtenidos a nivel in vitro por Silva (2018). Los 

consorcios conformados por T. tomentosum YC1BS + B. cereus DA21 y T. atroviride 

SP2AS + B. subtilis OJ1Aga demostraron no ser compatibles en las pruebas in vitro, sin 

embargo, se observó que in vivo estos microorganismos pueden actuar de forma conjunta, 

indicando ser los únicos consorcios en mostrar diferencias significativas con el control 

positivo en todos los parámetros observados. Además, T. atroviride SP2AS + B. subtilis 

OJ1Aga logró contrarrestar la marchitez vascular en las dos inoculaciones realizadas. 

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Besset-Manzoni et al. (2019), donde las 

pruebas antagonistas in vitro de la cepa Bacillus sp. JM79 contra Fusarium graminearum 

fueron limitadas, no obstante, en los ensayos in planta, indicó los mejores resultados en 
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cuanto a crecimiento de las plantas y protección contra el fitopatógeno. Por lo tanto, se 

demuestra que no siempre las cepas que obtienen un mayor porcentaje antagonista a nivel 

in vitro, son cepas que muestren los mejores resultados in vivo. Esto podría explicarse por 

las interacciones bióticas del suelo y la planta, así como por las condiciones ambientales 

que les rodea (Jambhulkar et al. 2018; Soria 2020). Besseth-Manzoni et al. (2019) sugiere 

que para evaluar la capacidad biocontroladora de un microorganismo, es preferible 

realizar directamente ensayos in planta y no in vitro como generalmente se ejecuta.  

 

El estudio realizado por Silva (2018) indica que, la sinergia in vitro de Trichoderma spp. 

con Bacillus spp. logra un mejor porcentaje de inhibición micelial que de forma 

individual. Sin embargo, nuestro estudio demuestra que las cepas de Bacillus spp. poseen 

mejor capacidad antagonista de forma individual que de forma conjunta. Estos resultados 

difieren de los resultados obtenidos por Jambhulkar et al. (2018), donde la aplicación de 

Pseudomonas fluorescens con T. harzianum incrementó la eficacia y la consistencia de 

los dos BCA. No obstante, el estudio realizado por Xu et al. (2010) concluye que, 

generalmente los mecanismos de acción de un solo BCA es más efectivo que en 

combinación. Una posible razón por la que los consorcios no fueron tan efectivos como 

de forma individual, podría ser debido a que Trichoderma spp. produce metabolitos 

tóxicos volátiles y no volátiles, que impide la colonización por otros microorganismos 

antagonistas, además de la competencia por nutrientes y espacio (Jambhulkar et al. 2018), 

o a su vez, Bacillus spp. produce antibióticos como el ácido d-glucónico y el 2-hexil-5-

propil resorcinol, así como también sideróforos, lo que puede causar la inhibición micelial 

no solo del fitopatógeno, sino también de Trichoderma (Rajeela et al. 2018). 

Un estudio realizado por Eckshtain-Levi et al. (2020) aisló bacterias rizosféricas de la 

planta A. thaliana con el fin de evaluar si alguno de los aislados, de forma individual o 

en consorcio, incrementaba la persistencia de B. subtilis en la rizosfera. Como resultado 

obtuvieron que las rizobacterias probadas de forma individual incrementaban la 

concentración de B. subtilis hasta en un logaritmo, mientras que las rizobacterias probadas 

en consorcio, no tuvieron resultados satisfactorios en cuanto al aumento y persistencia de 

B. subtilis. Estos resultados sugieren que las interacciones entre microorganismos pueden 

desempeñar un papel importante en la persistencia y comportamiento de ellos, y, además, 

que la especificidad de la cepa es vital para las interacciones entre microorganismos.  

La contaminación por Trichoderma spp. en los controles positivos de la primera 

inoculación del fitopatógeno, podría ser la razón de la ausencia de síntomas de marchitez 
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vascular durante las cuatro semanas de observación. Sin embargo, al obtener un 

porcentaje bajo (0 -35 %) de severidad durante las dos primeras semanas tras la infección, 

y al contrarrestar la enfermedad en su totalidad en todos los tratamientos aplicados, se 

llegó a inferir que el patógeno no actuó con la severidad que se esperaba. El primer reporte 

de F. oxysporum en plantas de uvilla en el Ecuador, publicado por Yánez et al. (2019), 

demostró en los postulados de Koch que el aislado YC-3 (utilizado en la presente 

investigación), fue el más agresivo de los Fusarium, limitando el crecimiento de las 

plántulas y presentando síntomas severos de la enfermedad. Asimismo, el estudio 

realizado por Soria (2020) mostró una severidad por marchitez vascular en plántulas de 

uvilla del 44,4 a 66,7 % en las dos primeras semanas de observación. En ese contexto, se 

procedió a realizar una segunda infección, a una concentración más alta y con un mayor 

tiempo de exposición. Fue interesante observar que los resultados fueron similares a los 

obtenidos en la primera inoculación durante las dos primeras semanas. 

A pesar que las plantas estuvieron bajo condiciones de invernadero, el clima no fue 

favorecedor. La temperatura en el día oscilaba entre los 15 y 20 °C, y en las noches 

descendía drásticamente a 9 y 11 °C. De acuerdo a Veneros-Terrones (2017), las 

condiciones óptimas para el desarrollo de este hongo fitopatógeno son temperaturas de 

25 y 30 °C. Esto pudo ser un limitante en el desarrollo de la enfermedad, y explicaría el 

bajo grado porcentual de severidad obtenido en las dos infecciones. 

Los resultados del ensayo en condiciones de invernadero no solo demostraron la 

efectividad de algunos tratamientos para combatir la marchitez vascular, sino que 

evidenció la capacidad de las cepas de Bacillus spp. como PGPR. Los tratamientos 

conformados por B. subtilis OJ1Aga, B. cereus Ap y B. cereus DA21, mostraron 

diferencias altamente significativas en altura, peso en fresco y número de hojas con 

respecto a los controles cero. Sivasakthi et al. (2014) menciona que Bacillus spp. 

promueve la producción de giberelinas, auxinas y citoquinas (fitohormonas de 

crecimiento), además posee la capacidad de solubilizar fósforo, producir sideróforos y 

ácido acético, que aumenta la absorción de N, P, K, Ca y Mg en las plantas.  

De acuerdo a Besset-Manzoni (2019), las bacterias con capacidad PGPR pueden inducir 

a la resistencia sistémica de la planta, lo que se traduce en una respuesta inmediata de 

defensa frente a un fitopatógeno. Esto explicaría la eficacia de los tratamientos 

conformados por cepas de Bacillus spp. frente a la marchitez vascular. 
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CONCLUSIONES 

Los tratamientos conformados por B. subtilis OJ1Aga, B. cereus Ap y B. cereus DA21 

presentan mayor grado de inhibición del fitopatógeno in planta de forma individual que 

en consorcio. Se recomienda realizar directamente ensayos in vivo para evaluar la 

capacidad biocontroladora de un microorganismo, ya que las interacciones que se 

desarrollan con otros microorganismos y con la planta, así como las condiciones 

ambientales, pueden relacionarse directamente con el incremento y el efecto controlador 

del microorganismo a examinar.   

El presente estudio evidenció la capacidad biocontroladora efectiva de cepas de Bacillus 

spp. y su acción como promotores de crecimiento, mejorando considerablemente las 

variables estudiadas en cuanto a altura de la planta, número de hojas y peso en fresco con 

respecto a los controles cero. Por lo tanto, es importante seguir con investigaciones futuras 

a nivel de campo, así como la producción a gran escala de estos microorganismos para 

ofrecer a los agricultores un método eficaz y biológico de control como alternativa a los 

agroquímicos.  
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Figura 1. Cepas reactivadas. A) Trichoderma atroviride SP2A2. B) Trichoderma tomentosum YC1BS. 

C) Fusarium oxysporum. D) Bacillus cereus Ap. E) Bacillus subtilis OJ1a. F) Bacillus cereus DA21 
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Figura 2. Antagonismo in vitro de Trichoderma tometonsum YC1BS (T) contra Fusarium oxysporum (F). 

A) Anverso del enfrentamiento B) Reverso del enfrentamiento C) Anverso control fitopatógeno D) 

Reverso control fitopatógeno 
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Figura 3. Antagonismo in vitro de Trichoderma atroviride SP2A2 (T) contra Fusarium oxysporum (F). 

A) Anverso del enfrentamiento B) Reverso del enfrentamiento C) Anverso control fitopatógeno D) 

Reverso control fitopatógeno  
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Figura 4. Antagonismo in vitro de Bacillus spp. contra Fusarium oxysporum. A) B. cereus 

DA21 B) B. cereus Ap C) B. subtilis OJ1Aga D) Control fitopatógeno 
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Figura 5. Porcentaje de incidencia de la marchitez vascular en la primera inoculación durante 

cuatro semanas de observación.  

Figura 6. Porcentaje de incidencia de la marchitez vascular en la segunda inoculación durante 

cuatro semanas de observación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

51,67 48,33

18,33

0,000

10

20

30

40

50

60

0 1 2 3 4 5

P
o

rc
e

n
ta

je
 d

e
 in

ci
d

e
n

ci
a 

%

Semanas de observación

Incidencia primera inoculación

54,39

49,12
49,12

40,35

0

10

20

30

40

50

60

0 1 2 3 4 5

P
o

rc
e

n
ta

je
 d

e
 in

ci
d

e
n

ci
a%

Semanas de observación

Incidencia segunda inoculación 



36 
 

Figura 7. Gráfico de barras del índice de severidad de la enfermedad en la primera inoculación 

durante cuatro semanas de observación. B14 corresponde a Bacillus cereus Ap, B20 a B. cereus 

DA21, B5 a B. subtilis OJ1Aga, T16 a T. tomentosum YC1BS, T3 a T. atroviride SP2AS. El 

tratamiento B5 presentó un índice de severidad del 0% en las cuatro semanas de evaluación.  
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Figura 8. Gráfico de barras del índice de severidad de la enfermedad en la segunda inoculación 

durante cuatro semanas de observación. B14 corresponde a Bacillus cereus Ap, B20 a B. cereus 

DA21, B5 a B. subtilis OJ1Aga, T16 a T. tomentosum YC1BS, T3 a T. atroviride SP2AS. Los 

tratamientos B14, B20 y B5 presentaron un índice de severidad del 0% en las cuatro semanas de 

evaluación. 
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Figura 9. Plántulas de uvilla ubicadas en bloques completos al azar bajo condiciones de 

invernadero. 

 

Figura 10. Plántulas de uvilla con tratamiento B. subtilis OJ1Aga durante la primera infección. A) semana 1 

de observación B) semana 2 de observación 3) semana 4 de observación. 
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Figura 11. Plántulas de uvilla con tratamientos que presentaron el índice de severidad más alto durante 

la primera infección. A) plántula con tratamiento T. tomentosumYC1BS + B. subtilis OJ1Aga en la 

primera semana de observación. B) plántula con tratamiento T. tomentosumYC1BS + B. cereus Ap 

durante la primera semana de observación tras la infección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

Figura 12. Testigos positivos en la primera infección. Plántulas con Fusarium 

oxysporum en la segunda semana de observación. 

 

Figura 13. Cultivo de raíces de testigos positivos en la primera infección. A) Reverso del cultivo 

de raíces. B) Anverso del cultivo de raíces. Se puede observar crecimiento de F. oxysporum (F) 

y Trichoderma spp. (T) C) Trichoderma spp. aislado del Plato Petri de la imagen B. D) 

Crecimiento de Fusarium oxysporum. E) Macroconidios de F. oxysporum AT 400x. 
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Figura 14. Planta con el consorcio T. atroviride SP2AS + B. 

cereus Ap en la tercera semana de observación de la segunda 

inoculación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

Figura 15. Plantas con tratamientos en la cuarta semana luego de la segunda inoculación. A) T. 

atroviride SP2AS B) T. tomentosum YC1BS C) B. cereus Ap D) B. subtilis OJ1Aga E) B. cereus DA21 

F) T. atroviride SP2AS + B. subtilis OJ1Aga G) T. atroviride SP2AS + B. cereus DA21 H) T. atroviride 

SP2AS + B. cereus Ap I) T. tomentosum YC1BS + B. cereus Ap J) T. tomentosum YC1BS + B. subtilis 

OJ1Aga K) T. tomentosum YC1BS + B. cereus DA21 L) Control positivo M) Control cero 
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TABLAS. – 

 

Tabla 1. Organización de los tratamientos 

Tratamiento Cepa 

1 T. atroviride SP2AS 

2 T. tomentosum YC1BS 

3 B. cereus DA21 

4 B. cereus Ap 

5 B. subtilis DJ1Aga 

6 T. atroviride SP2AS + B. cereus DA21 

7 T. atroviride SP2AS + B. cereus Ap 

8 T. atroviride SP2AS + B. subtilis DJ1Aga 

9 T. tomentosum YC1BS + B. cereus DA21 

10 T. tomentosum YC1BS + B. cereus Ap 

11 T. tomentosum YC1BS + B. subtilis DJ1Aga 

12 Control positivo (Fusarium oxysporum) 

13 Control cero (solo planta) 
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Tabla 2. Análisis de la varianza de la actividad promotora de crecimiento de consorcios 

microbianos aplicados para el control de Fusarium oxysporum en uvilla. 
 

* Significancia estadística al 5% 

ANOVA 

 Suma de 

cuadrados 

gl Media 

cuadrática 

F *Sig. 

Peso fresco 

de follaje 

Entre grupos 6921,675 12 576,806 22,494 ,000 

Dentro de grupos 1000,043 39 25,642   

Total 7921,718 51    

Altura Entre grupos 17470,923 12 1455,910 16,780 ,000 

Dentro de grupos 3383,750 39 86,763   

Total 20854,673 51    

Número de 

hojas 

Entre grupos 1787,692 12 148,974 8,860 ,000 

Dentro de grupos 655,750 39 16,814   

Total 

 

2443,442 51    
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Tabla 3. Promedios y desviación estándar de la evaluación biocontroladora de los 

tratamientos frente a F. oxysporum en condiciones de invernadero en la cuarta semana 

después de la segunda inoculación. Tukey (5%).  

 

Tratamiento Altura (cm) Número de hojas Peso en fresco (g) 

Control positivo F. oxysporum 41,00 ± 2,000degfhjikml    7,25 ± 0,957efghjkm 4,775 ± 0,6946efghijklm 

Control cero 47,50 ± 1,732defghijklm 9,50 ± 0,577efghkm 6,975 ± 0,5123efghijklm 

T. atroviride SP2AS 63,75 ± 8,995efgjikm 9,25 ± 0,500efghkm 9,600 ± 0,7118egfhijkml 

T. tomentosum YC1BS 73,25 ± 16,399abgf 11,50 ± 3,000fgh 13,450 ± 2,4502egfhjikm 

B. subtilis OJ1Aga 91,00 ± 4,243abc 21,50 ± 5,066abc  31,700 ± 4,6347abcd 

B. cereus Ap 97,00 ± 7,958abcd 23,50 ± 5,196abcdl 32,525 ± 5,9997abcd 

B. cereus DA21 98,25 ± 7,411abcd 23,00 ± 5,715abcdl 40,625 ± 1,2842abcdl 

T. atroviride SP2AS + B. subtilis 

OJ1Aga 

84,25 ± 9,845ab 24,75 ± 2,872abcdl 29,575 ± 7,6687abcd 

T. atroviride SP2AS + B. cereus 

Ap  

91,75 ± 14,477abce 16,25 ± 4,113 29,750 ± 8,3688abcd 

T. atroviride SP2AS + B. cereus 

DA21 

91,75 ± 7,632abc 19,25 ± 7,500a 32,800 ± 4,4520abcd 

T. tomentosum YC1BS + B. 

subtilis OJ1Aga  

94,75 ± 3,775abc 20,00 ± 5,354abc 33,650 ± 4,1861abcd 

T. tomentosum YC1BS + B. 

cereus Ap  

79,75 ± 12,842 12,50 ± 2,646gfh 24,225 ± 8,3392abcg 

T. tomentosum YC1BS + B. 

cereus DA21           

95,25 ± 9,535abc 20,50 ± 2,380abc 35,025 ± 5,5889abcd 

Cada valor numérico corresponde a la media de 5 muestras ± desviación estándar. a ES en comparación con el control positivo, b ES en comparación con 

el control cero, c ES en comparación con T. atroviride SP2AS, d ES en comparación con T. tomentosum YC1BS, e ES en comparación con B. subtilis 

OJ1Aga, f  ES en comparación con B. cereus Ap, g ES en comparación con B. cereus DA21, h ES en comparación con T. atroviride SP2AS + B. subtilis 

OJ1Aga, i ES en comparación con T. atroviride SP2AS + B. cereus Ap, j ES en comparación con T. atroviride SP2AS + B. cereus DA21, k ES en 

comparación con T. tomentosum YC1BS + B. subtilis OJ1Aga, l ES en comparación con T. tomentosum YC1BS + B. cereus Ap, m ES en comparación 

con T. tomentosum YC1BS + B. cereus DA21. ES= Estadísticamente significativo p<0,05.   


