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RESUMEN. -

Por primera vez, Fusarium oxysporum YC-3 fue reportado como el agente causal del
marchitamiento vascular (MV) en cultivos de uvilla, un producto de importancia economica
creciente en Ecuador. El presente estudio propone, el uso de los biocontroladores Trichoderma
spp. y Pseudomonas spp., como alternativa al uso de agroquimicos contaminantes, en el control
de F. oxysporum YC-3 in vitro y en condiciones de invernadero. En los ensayos de laboratorio
se realizaron pruebas de enfrentamiento dual, pruebas de inhibicién contra el patégeno y
pruebas de compatibilidad entre los biocontrolares para la formacion de consorcios con mayor
efecto contra F. oxysporum YC-3. Los consorcios compatibles y de mayor efecto antagonista
fueron evaluados en plantulas de uvilla enfermas con MV, y se determind su capacidad para
reducir la incidencia y severidad de la enfermedad. De esta forma, los consorcios formados por
T. atroviride junto con P. fluorescens, P. baetica y P. putida, redujeron la severidad del MV en
un 0 a 11 %. Ademas, todas las plantulas tratadas con los biocontroladores presentaron mejor

crecimiento en comparacion con las plantas testigo. Los resultados de este estudio demuestran



la alta capacidad antagonista y biofertilizante de los consorcios utilizados a nivel de

invernadero, y se espera potencial éxito a nivel de campo.

PALABRAS CLAVES. - Biocontroladores, consorcio, Fusarium oxysporum, Pseudomonas
spp., Trichoderma spp.

ABSTRACT .-

For the first time, Fusarium oxysporum YC-3 was reported as the causative agent of vascular
wilt (VW) in goldenberry crops, a product of increasing economic importance in Ecuador. The
present study proposes the use of the biocontrollers agents Trichoderma spp. and Pseudomonas
spp., as an alternative to the use of polluting agrochemicals, in the control of F. oxysporum YC-
3invitro and in greenhouse conditions. In laboratory, we used dual culture tests, inhibition tests
against the pathogen and compatibility tests between the biocontrollers for the consortium
formation with greater effect against F. oxysporum Y C-3. The compatible consortiums with the
greatest antagonistic effect were evaluated in goldenberry seedlings with VW, in order to
determined their ability to reduce the incidence and severity of the disease. Therefore, the
consortiums formed by T. atroviride, P. fluorescens, P. baetica and P. putida, reduced the
severity of MV in 0 - 11%. In addition, all seedlings treated with the biocontrollers had better
growth compared to control plants. The results of this study showed the high antagonistic and
biofertilizing capacity of the consortiums used at the greenhouse level, and it is expected a

potential success at the field.

KEY WORDS. - Biocontrollers, consortium, Fusarium oxysporum, Pseudomonas spp.,

Trichoderma spp.

INTRODUCCION. -
La uvilla (Physalis peruviana Linnaeus) es una planta herbacea perenne, vertical, de produccion

industrial reciente en Ecuador y endémica de la regién andina de América del Sur (Puente et al.



2011). Los frutos de este cultivo producen alrededor de 1000 kilogramos por cada seis hectareas
de plantacion (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2018). Gracias al intenso sabor de su
fruto y sus propiedades nutricionales y medicinales, la produccion de P. peruviana representa
una actividad de importancia econémica para pequefios y medianos agricultores (Lopez. et al
2013). En ese contexto, su produccion ha incrementado en el Ecuador durante la tltima década,
especialmente en las provincias del Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua,
donde se establecen sistemas socio-productores de efectos positivos en la region y un gran
indice de ganancias en el mercado internacional (Moreno-Miranda et al. 2019).

La creciente produccion de uvilla conlleva también el incremento en la incidencia de varias
enfermedades, la proliferacion de plagas y la infertilidad del suelo ocasionada por la
sobreexplotacion de los recursos naturales (Ortiz 2015). Entre los patdgenos més perjudiciales,
por su alta incidencia para el cultivo de uvilla, se encuentra Fusarium oxysporum perteneciente
al orden Hypocreales y a la familia Nectriaceae. Este es un hongo filamentoso, necrotrofico,
cosmopolita, agente causal de la enfermedad de la marchitez vascular (Agrios 2012). Este
organismo se encuentra con frecuencia en suelo rizosférico y se presenta en cultivos que crecen
a una altura mayor a 1600 m.s.n.m.; caracteristica que corresponde a toda la zona de produccion
de uvilla en la sierra ecuatoriana (Passaro 2014). En una investigacion realizada por Yanez et
al. (2019) se alerté sobre los potenciales problemas que F. oxysporum representa para la
produccién del fruto en el Ecuador y se sugirio la necesidad de implementar programas para
controlar la enfermedad en el pais.

Las soluciones convencionales a este problema se centran en el uso de agroquimicos
contaminantes y altamente toxicos, las cuales controlan las enfermedades de forma parcial y a
corto plazo (Géngoray Rojas 2016; Passaro 2014). Promover el uso de controladores biol6gicos

ayuda a obtener cultivos organicos que aseguren la ausencia de enfermedades y residuos de



agroquimicos en el fruto para mantener su salud, calidad y seguridad alimentaria, ademés de un

manejo sustentable de los recursos naturales (Céardenas 2018; Fischer et al. 2014).

Trichoderma spp. es un biocontrolador reconocido por su alta eficacia contra varios patégenos
(Camargo y Avila 2014). Este es un hongo filamentoso biotréfico perteneciente a la division
Ascomycota, orden Hypocreales y a la familia Hypocreaceae, cuyo nicho ecoldgico radica en
la zona rizosférica y foliar de las plantas (Schmoll y Schuster 2010). Trichoderma spp. se
emplea en la agricultura, en una gran variedad de formulaciones que aprovechan sus maltiples
mecanismos de accidn, tales como: la produccion de sustancias antimicrobianas (quitinasas,
proteasas y glucanasas), la competencia por nutrientes y espacio, y la inhibicion o degradacion
de pectinasas y otras enzimas esenciales para la penetracion en la filésfera por parte de los
organismos fitopatdgenos (Howell 2002; Gupta et al. 2014). Trichoderma spp. posee una gran
diversidad taxonémica y genética. Muchas de sus especies y variedades actuan eficazmente
contra varios fitopatogenos (Chaverri et al. 2015). Sin embargo, la accion antagonista de
Trichoderma es especifica dependiendo del ambiente y cultivo en el que se encuentre (Singh et
al. 2011). Por lo tanto, su accién suele limitarse a los patdgenos extraidos del mismo cultivo

que el biocontrolador (Martinez et al. 2013).

A su vez, algunas especies de Pseudomonas han sido referidas como rizobacterias promotoras
de crecimiento en plantas (por sus siglas en inglés PGPR) (Kloepper y Schroth 1978; Singh et
al. 2018). Al igual que otros géneros de PGPRs, este bacilo Gramnegativo posee mecanismos
directos e indirectos que tienen efecto en el crecimiento de las plantas (Singh et al. 2018). Entre
los mecanismos directos se encuentra la solubilizacién de sustratos, que facilita la absorcién de
nutrientes esenciales del ambiente por la planta, y la sintesis de compuestos microbianos que
aportan al desarrollo vegetal. Asimismo, los mecanismos indirectos consisten en la prevencion

0 mitigacion de los efectos negativos de varios fitopatdgenos, como la induccion a la resistencia



sistémica en la planta para controlar e impedir infecciones (Maheshwari 2010). EI género
Pseudomonas no solo actlia como antagonista y como promotor de crecimiento, también actla
como inductor (elicitor) en la tolerancia del estrés abiotico en las plantas, como la concentracién
de sal o la deficiencia o exceso de nutrientes. Por ejemplo, Pseudomonas putida, al colonizar
la superficie de las raices, secreta hormonas que suprimen el crecimiento de microorganismos

fitopatdgenos (Singh et al. 2018; Kannan y Bastas 2015).

En el Ecuador, varias empresas como BioGreen (2010), Ecofertil (2019), Fenecsa (2013) y
Agritop (2015) comercializan diferentes formulaciones conteniendo cepas de multiples
especies de Trichoderma. Sin embargo, segin el Ministerio de Agricultura (2018), varios
agricultores han optado por el uso tradicional de fungicidas quimicos debido a la pobre accién
de las formulaciones comercializadas de Trichoderma spp. Adicionalmente, Pseudomonas spp.
no se ha comercializado aun en el Ecuador a pesar de los estudios in vitro realizados en

diferentes patogenos y cultivos.

Ambos controladores bioldgicos (Trichoderma spp. y Pseudomonas spp.) han sido reportados
por sus efectos positivos en el control de varias enfermedades gracias a su interaccion sinérgica
dentro de un consorcio. (Yadav et al. 2013). Los consorcios microbianos son inoculantes de
poblaciones microbianas asociadas en una mezcla sinérgica y sintréfica que mejoran el
crecimiento y el flujo de absorcion de nutrientes. Estas asociaciones microbianas poseen
diversas funciones en la rizosfera, potencian la resistencia a condiciones adversas en el
ambiente, mejoran la estabilidad de los miembros en el tiempo y son consideradas las
soluciones mas prometedoras para los problemas de produccién en la agricultura ecolégica
(Ochoa Carrefio y Montoya Restrepo 2010; Sekar et al. 2016). En relacion al cultivo de uvilla
en Ecuador, no existen estudios previos que describan la formacién de consorcios microbianos
biocontroladores y su efecto in vitro e in planta. En este contexto, el presente estudio evalud la

capacidad biocontroladora, in vitro e in planta, de Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. contra



Fusarium oxysporum YC-3 en plantulas de uvilla. El efecto individual y conjunto de los
biocontroladores frente al patégeno fue evaluado, para determinar si juntos incrementan el
antagonismo con respecto a la accion individual. Ademas de la capacidad antagonista, también

se evalug el efecto fertilizante de los consorcios formados en plantas de uvilla.

MATERIALES Y METODOS. -

Reactivacion de cepas biocontroladoras y fitopatégenas.-

Se utilizaron tres cepas biocontroladoras de Trichoderma spp., identificadas previamente por
Silva (2018) (disertacion no publicada) mediante la amplificacion de la region ITS (Internal
Transcribed Spacer) de los genes 18s ARNr y 28s ARNS, a partir de cultivos de uvilla del centro
y norte del Ecuador. Las cepas utilizadas fueron: T. atroviride (SP2 AS), T. gamsii (PIAS) y T.
gamsii (RB1 CS). Estas fueron reactivadas en agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron por
siete dias a 25 °C (Aquiahuatl y Pérez 2013). De la misma forma, se reactivo la cepa de
Fusarium oxysporum Y C-3 aislada de muestras de plantas de uvillas enfermas con sintomas de

marchitez vascular (Yanez 2019).

Aislamiento de Pseudomonas spp. -

Se realizd un muestreo aleatorio estratificado de suelo rizosférico y raices de plantas sanas de
uvilla obtenidas de cinco plantaciones provenientes del cantén Cotacachi de la provincia de
Imbabura, y tres plantaciones del canton Sigchos de la provincia de Cotopaxi de la Sierra centro
y norte del Ecuador (Tabla No. 1). Las muestras de suelo (10 g) fueron homogenizadas por
agitacion, durante 5 minutos, en 90 mL de agua peptonada 0.1 % (p/v) (Avendafio et al. 2006).
Por otra parte, se removié el suelo superficial de las raices, mediante un lavado con agua
destilada estéril y 10 g de cada muestra fueron sumergidos en 90 mL de una solucion de Tween
80 al 0.1% (v/v), agitandose por 5 minutos (Rodriguez y Martin 2009). A partir de suspensiones
de los dos tipos de muestras se efectuaron diluciones seriadas en base 10 hasta la dilucion 107,

que fueron sembradas en agar King B e incubadas a 25 + 3 °C por 48 horas. Para la subsecuente



identificacion y caracterizacion bioquimica, se seleccionaron las colonias que presentaron

fluorescencia al ser expuestas a luz ultravioleta (UV) (Rodriguez y Martin 2009).

Caracterizacion bioquimica e identificacion molecular de Pseudomonas spp. .-

Las colonias que presentaron fluorescencia bajo luz UV, se re-aislaron en placas de agar
nutritivo (AN) e incubaron por 24 horas a 28 °C. Posterior a la incubacion, se realiz6 tincion
diferencial de Gram para la descripcién morfoldgica microscopica de las bacterias obtenidas.
La caracterizacion bioquimica se realiz6 mediante la matriz de Schaad (1994) citada por
Rodriguez y Martin (2009), con las siguientes pruebas: urea, citrato, lisina carboxilasa, caldo

nitrato, oxidacion y fermentacion de la glucosa y medio de sulfuro indol para movilidad (SIM).

Para el analisis molecular de los aislados se obtuvo ADN de un cultivo de 24 horas en agar
nutritivo (Narayanasamy 2014) mediante el kit de extraccion Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, WI). La pureza y concentracion del ADN se cuantifico por
espectrofotometria mediante el equipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, UK) con
absorbancia de 260/280 y 260/230 nm para determinar la ausencia de impurezas como proteinas
y compuestos fenolicos. Para la identificacion de las especies de Pseudomonas, se amplifico la
region 16S rDNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, con el
uso de los siguientes cebadores especificos para las especies de Pseudomonas: PA-GS-F (5°-
GACGGGTGAGTAATGCCTA-3") y PA-GS-R (5’-CACTGGTGTTCCTTCCTATA-3’) El
tamafo de producto esperado fue de 618 pares de bases (pb). La reaccion de amplificacion se
llevé a cabo con el siguiente protocolo: denaturacion inicial a 95 °C por dos minutos en un
primer ciclo, seguido de 25 ciclos con: temperatura de denaturacion a 94 °C por 20 segundos,
temperatura de hibridacion (Tm) de 54 °C por 20 segundos, temperatura de elongacion de 72
°C por 40 segundos y un ciclo de elongacién final por un minuto. Los productos de

amplificacién fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% a 90 voltios



por 60 minutos con un marcador de peso molecular de 100 pb de la marca Invitrogen. El buffer

de corrida empleado fue una solucion de TAE a 1X (Barghouthi 2011; Spilker et al. 2004).

El ADN amplificado fue secuenciado por el método Sanger en la empresa surcoreana Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias consenso fueron obtenidas mediante el software
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 10.0 (Kumar et al. 2016) y se
identificaron mediante la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la base

de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI).

Pruebas de antagonismo in vitro

Pruebas individuales Trichoderma spp. frente a Fusarium oxysporum YC-3.-

La evaluacion del efecto antagonista frente a F. oxysporum Y C-3 se realizo con la técnica de
cultivos duales descrita por Barbosa y Meza (2009). Estas pruebas se realizaron, por triplicado,
en placas de agar PDA. En primer lugar, se coloco un disco de agar PDA de 5 mm con F.
oxysporum de 5 dias, a 10 mm de distancia del borde de la caja (Silva 2018) y se incubd por 72
horas a 22 °C (Barboza y Meza 2009). Una vez obtenida una colonia visible del patdgeno, se
procedio a la siembra de un disco de agar PDA de 5 mm con Trichoderma spp. en el extremo
contrario. La capacidad antagonista de las cepas de Trichoderma frente a F. oxysporum, se
determind mediante la medicion del crecimiento radial de cada una de las colonias durante 10
dias y cada 24 horas (Tovar 2008). La capacidad biocontroladora de Trichoderma se evidencio
por el célculo de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) con la formula usada

por Cabrales (2016):

picr =182 100
= *
R1

Donde R1 = radio de la colonia del patdgeno en el cultivo control y Rz =radio de la colonia

obtenido en el enfrentamiento (Barbosa y Meza 2009).



La evidencia del micoparasitismo como mecanismo de accion antagonista se realiz6 mediante
observaciones macroscopicas de los cultivos que presentaron un crecimiento de Trichoderma
sobre la colonia de F. oxysporum (Tovar 2008). Para la identificacion microscopica del
micoparasitismo se utilizé la guia de Elias y Arcos (1984) citada en Fernandez y Suérez (2009).
La guia estableci6 tres caracteristicas macroscopicas y microscopicas principales que
determinaron si el antagonista utilizé al micoparasitismo como mecanismo de accion. Las
caracteristicas fueron: invasion de la superficie, colonizacién y esporulacion del antagonista

sobre el patégeno (Fernandez y Suarez 2009; Silva 2018)

Pruebas individuales Pseudomonas spp. frente a Fusarium oxysporum YC-3.-

Se evalud la capacidad antagonista de los aislados obtenidos de Pseudomonas spp. por
triplicado con el célculo del indice de porcentaje de inhibicién de F. oxysporum YC-3. Para
esto se realizaron diluciones seriadas en base 10 de los aislados de Pseudomonas spp. hasta
llegar a una concentracion de 107 cel/mL con una turbidez de 0.075 en la escala McFarland
(Ingraham 2004). Se dispers6 100 pL de esta concentracion sobre la superficie de una placa de
agar PDA 'y se coloco un disco de agar de 5 mm con F. oxysporum YC-3 en el centro de la caja
de Petri (Yendyo et al. 2017). El halo de crecimiento de F. oxysporum YC-3 se midié durante
11 dias, cada 24 horas y se calculd el porcentaje de inhibicién micelial (PIM) mediante la

formula;

PIM D.C.C—-D.C.P 100
= *
D.C.C

Donde D.C.C corresponde al diametro de la colonia control y D.C.P corresponde al didametro
de la colonia del hongo que se encuentra en interaccion con las bacterias (Tejera et al. 2012).
Se utilizé la clasificacion de porcentajes de inhibicién micelial citada por Corrales Ramirez
MSC et al. (2012) y se escogieron las cepas con porcentajes de inhibicion medios (40 — 69%)

y positivos (70 - 100%).
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Pruebas conjuntas

Pruebas de compatibilidad. -

En base a los criterios de seleccion descritos, se utilizaron nueve cepas de Pseudomonas spp.,
junto a las tres cepas de Trichoderma spp. Las pruebas de compatibilidad se realizaron en
placas con agar PDA, por triplicado, para determinar la ausencia de inhibicion entre ambos
biocontroladores. Para esto se coloco un disco de agar de 5 mm con las cepas de Trichoderma
spp. de tres dias de crecimiento, en el centro de la caja de Petri, y se coloco el indculo de una
colonia, con un asa bacterioldgica, de cada cepa de Pseudomonas spp. en el extremo de la caja
a una distancia de 10 mm del borde (Singh et al. 2011). La viabilidad de ambas cepas se
confirm6 mediante la resiembra del conjunto de ambos microorganismos, y tincion Gram para

verificar la presencia de la bacteria (Chaves 2007; Silva 2018).

Pruebas conjuntas de antagonismo de Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. frente a F.
oxysporum, -

Las combinaciones compatibles obtenidas fueron enfrentadas contra F. oxysporum YC-3. Se
utilizé una concentracion de Pseudomonas spp. de 106 UFC/mL en una densidad dptica (D.O)
de 0.07. La concentracion se obtuvo a partir de la correlacion entre la absorbancia y el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas por la siembra de cada cepa y expresadas
en una curva de calibracion (Prescott y Dunn 2016). Asimismo, la siembra de Trichoderma se
ajustd a una concentracion de 10° conidias/mL, con la ayuda de la camara de Newbauer. La
capacidad antagonista de éstas se evalué mediante la férmula PIM, descrita anteriormente. Se
evaluo la capacidad antagonista del conjunto de biocontroladores exitosos en el ensayo anterior,
por la técnica de cultivos duales en agar PDA, descrita anteriormente por Barbosa y Meza

(2009).

Las pruebas se realizaron por triplicado y el antagonismo de los consorcios frente a F.

oxysporum YC-3 se evaludé mediante la férmula descrita anteriormente:
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picr = B2 R2 00
= — %
R1

Evaluacion de la promocion de crecimiento y antagonismo del consorcio Pseudomonas
spp. y Trichoderma spp. frente a F. oxysporum YC-3 in planta en condiciones de
invernadero. -

Para la produccion de biomasa de las tres cepas de Trichoderma spp. se realiz6 una
fermentacion en fase liquida a un volumen final de 950 mL en medio de cultivo artesanal que
contenia como fuente de carbono melaza al 5 % y como fuente de nitr6geno, extracto de
levadura al 5 %, con pH 5, esterilizado en autoclave a 121 °C por 20 minutos (Amilcar et al.
2017; Vasquez 2010). A partir de cultivos esporulados en agar PDA de cada cepa de
Trichoderma se realizd una suspension de 100 mL (en NaCl 0.85 % estéril) con una
concentracion de 102 conidias/mL y se aforaron 800 mL del medio a base de melaza con esta
suspension. Los cultivos fueron incubados por ocho dias a temperatura ambiente en agitador
magnético a 80 rpm (Cubillos et al. 2011). A su vez, la fermentacion liquida de Pseudomonas
spp. consistio en inocular 9 mL de cultivo en caldo infusion cerebro corazon (BHI), conteniendo
10® UFC/mL (determinado mediante medicién de densidad 6ptica), en 850 mL de caldo BHI
fresco y estéril. Este cultivo se incubo por 48h a 25 °C en agitador magnético a 90 rpm (Yobo
2005). Cada 24 horas se verifico la reproduccion progresiva de cada una de las cepas. Para esto
se realizo un recuento de conidias en cdmara de Newbauer para Trichoderma y se midié la

absorbancia de los cultivos de Pseudomonas (Prescott y Dunn, 2016).

Se planted un disefio experimental completamente aleatorizado de un factor (DCA) con
unidades experimentales y condiciones ambientales homogéneas (humedad: 60%, temperatura:
27-30 °C), en el que se utilizaron 63 plantulas de uvilla de 25 dias de crecimiento, sin sintomas,
signos de enfermedades o deficiencia nutricional, obtenidas de la empresa Terrafertil/Nature’s

Heart (Tabacundo, Ecuador). Las plantas fueron transferidas a macetas con sustrato estéril y se
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distribuyeron en controles positivos de la enfermedad, controles negativos o tratamientos
blancos para verificar la salud de las plantas y tratamientos exitosos de los consorcios obtenidos
en el ensayo in vitro (Sanchez 2011).

Para la evaluacion del efecto antagonista de los consorcios exitosos formados, se infectaron 30
plantas con el patdgeno, 27 plantas para los tratamientos, y tres plantas como controles
negativos. Para esto se obtuvieron suspensiones, en agua destilada estéril, de una colonia de
siete dias de F. oxysporum YC-3, que se ajustaron a la concentracion 1,6 x 107 conidias/mL por
medio del recuento en camara de Newbauer (Leslie y Summerell 2006; Cafiedo y Ames 2014).
De esta forma, se sumergieron las raices de las plantas en la suspension obtenida del patdgeno
durante dos dias para lograr el ingreso de las macroconidias al sistema radicular (Yendyo et al.
2017). Una vez infectadas las plantas fueron transferidas a nuevas macetas con sustrato esteril
suplementado con 30 mL de cada inoculo de los biocontroladores por cada kilogramo de
sustrato (Yendyo et al. 2017). A su vez, se evaluo la capacidad fertilizante de los consorcios y
de cada biocontrolador, para lo que se utilizd una poblacion de 30 plantas, 27 de las cuales
fueron destinadas para la evaluacion de los consorcios y tres como controles negativos

(Fotoohiyan et al. 2017).

Se determind el nimero de casos de marchitez vascular y el grado de afectacion de la misma
(incidencia y severidad) (French y Hebert 1980). Para el calculo de la incidencia, se determino
el nimero de plantas que presentaron sintomas de la enfermedad, expresadas como porcentaje
del nimero total de plantas durante 28 dias de observacion. Por otro lado, se establecié una
escala de cuatro grados para la evaluacion de la severidad, por la cual se compararon las plantas
sanas y los diferentes niveles de la enfermedad que se evidencidé bajo las condiciones de
invernadero (Cristiane-Delmadi et al. 2018). La escala de evaluacidn de la severidad se plante6
segun los signos y sintomas de la marchitez vascular descritos en Agrios (2005) y Estupifian y

Ossa (2007).
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- Grado 0: Ausencia de sintomas de marchitez vascular, rigidez y turgencia del tallo con
hojas verdes extendidas.

- Grado 1: Clorosis amarillenta en hojas basales ligeramente marchitas, pérdida leve de
turgencia. Sintomas sin mucha evidencia.

- Grado 2: Sintomas evidentes de la marchitez y sequedad de las hojas, tallos con pérdida
media de turgencia. Encopamiento de la planta, marchitez y sequedad de las hojas.

- Grado 3: Necrosis vascular del tallo (pudricion seca). Pérdida total de hojas, tamafio

reducido de la planta.

La severidad de la enfermedad se determino utilizando la siguiente formula S=> [(n x V)/3 x
N] x 100. Donde, n se refiere al nimero de plantas en cada categoria de infeccion, V es el valor
numérico de las categorias de infeccidn, N es el total de plantas en el ensayo y 3 es la constante

del namero de réplicas (Yendyo et al. 2017; Estupifian y Ossa 2007).

Para determinar el efecto de los antagonistas sobre el patdgeno en las plantas y para evaluar su
accion como promotores de crecimiento o biofertilizantes, se compararon los resultados del
area foliar, el grosor del tallo y la longitud de las raices y los tallos (Estupifian y Ossa 2007).

La medicidn se llevo a cabo el ultimo dia de observacion del ensayo.

Finalmente, se determind el porcentaje de humedad de la materia foliar de las plantas para
evidenciar la influencia de los consorcios, establecer su capacidad de absorcién de agua y la

cantidad de materia organica presente. Para esto se utiliz6 la formula:

PH+B—Ps—B
%H = ———"—*100

Donde, PH+B es el peso en gramos de la muestra himeda méas bandeja, Ps+B es el peso en

gramos de la muestra seca mas bandeja y PB es el peso en gramos de la bandeja (AOAC 2012).
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Andlisis de datos obtenidos. -

Los pardmetros determinados con las pruebas de invernadero fueron comparados mediante el
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc Tukey (Sanchez, 2011). Estas pruebas
estadisticas se procesaron mediante el programa SPSS Statistics Base 22.0 (IBM, 2018) con un
nivel de significancia de 95%. Ademads, la severidad fue analizada mediante un mapa de color

o calorimétrico (Hotjar 2019).

RESULTADOS. -

Las cinco plantaciones de la regién norte mantenian la produccién de uvilla en cultivos libres
de pesticidas, mientras que, las tres plantaciones de la region centro utilizaban dos agroguimicos
(oxicloruro de cobre y benzidimazol). Del muestreo se obtuvieron 20 aislados bacterianos, 13
aislados de la region norte y 7 aislados de la region centro. La morfologia macroscopica y
microscopica, ademas de la produccion de fluorescencia bajo luz ultravioleta coincidia con el
género Pseudomonas, (Figura No. 1) (Tabla No. 2). Los resultados de la tincién Gram vy las
pruebas bioquimicas realizadas, confirmaron la morfologia y la presencia del género

Pseudomonas spp.

La extraccion de ADN dio como resultado una concentracién de 1,53 - 1,78 debajo de la ratio
260/280 nm y 1,44 - 1,85 debajo de la ratio de 260/230 en Nanodrop. Asi mismo, la reaccion
en cadena de la polimerasa produjo amplicones de 618 pares de bases, visualizados por
electroforesis horizontal en gel de agarosa, coincidente al tamafio del amplicon obtenido con
los cebadores utilizados (Figura No.2). El analisis de las secuencias mediante el programa
BLAST resultd en la identificacion de seis cepas de Pseudomonas fluorescens y 14 cepas de

varias especies de Pseudomonas (Tabla No. 3).

En el enfrentamiento de las tres cepas de Trichoderma spp. frente a F. oxysporum YC-3 se

obtuvo porcentajes de inhibicion de crecimiento radial que oscilaron entre el 53% y el 63%
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(Tabla No. 4) (Figura No. 3). Se observo micoparasitismo como mecanismo de accién contra
el patdgeno en las tres cepas de Trichoderma evaluadas. Trichoderma atroviride SP2AS
presentd hiperparasitismo por el crecimiento del antagonista sobre la colonia del patdgeno,

ademas de una gran esporulacion (Figura No. 4).

Por su parte, los enfrentamientos de las cepas de Pseudomonas spp. frente a F. oxysporum YC-
3 presentaron resultados de 10 cepas con un PIM de categoria baja y nueve cepas de categoria
media (Tabla No. 5) (Figura No. 6). Los aislamientos que presentaron el mayor PIM fueron P.
tolasii SvS10 y P. tolasii TagS12, con valores de 58 y 52 %, respectivamente, mientras que, los
siete aislados restantes obtuvieron un PIM en un rango del 39 al 44 %. Estas ultimas

correspondian a las especies P. fluorescens, P. reinekei, P. korensis, P. baetica y P. putida.

En los ensayos de compatibilidad, se observo que cuatro cepas bacterianas fueron compatibles
con las tres cepas de Trichoderma spp. (Tabla No. 6) (Figura No. 7, B). En contraste, los cinco
aislamientos restantes inhibieron el crecimiento de las cepas evaluadas de Trichoderma spp.
(Tabla No. 6) (Figura No.7, A). La tincion Gram y la re-siembra de las bacterias revelaron la
presencia conjunta de ambos microorganismos. Se observaron hifas hialinas y esporas de

Trichoderma spp. y la morfologia bacilar caracteristica de Pseudomonas spp. (Figura No. 8).

Finalmente, la evaluacion antagonista de los consorcios conseguidos resulté en PICRs mayores
en relacion a los ensayos realizados de forma individual (Figura No. 9). EI PICR de los 12
conjuntos establecidos oscilé dentro de un rango de 72,2 % a 91,6 % y se observé un
crecimiento abundante de ambos antagonistas (Figura No. 9) (Figura No. 10). Los consorcios
de P. koreensis HzR20 y T. atroviride SP2AS, T. gamsii PIAS o T. gamsii RB1CS no se
utilizaron para los estudios de invernadero posteriores, debido a que presentaron el PICR mas
bajo en comparacidn a las deméas combinaciones. Ademas, F. oxysporum Y C-3 produjo un halo

de inhibicién alrededor del consorcio (Figura No.12).
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La evaluacion de la marchitez vascular en las plantas de uvilla determin6 una disminucion de
la incidencia y la severidad durante cinco semanas de observacion tras la inoculacion con el
patégeno. Durante la primera semana tras inoculacion, se determind una incidencia de la
enfermedad del 100 % en la poblacion total de plantas con sintomas de marchitez vascular. No
obstante, durante la quinta semana de observacidn se registré una incidencia del 60 % con 18

plantas que presentaron sintomas de la enfermedad (Figura No. 12).

La severidad de la enfermedad registré un rango de 44,4 a 66,7 % durante las dos primeras
semanas tras la inoculacion en la poblacién total de plantas. Dentro de este marco, los
tratamientos con consorcios formados por T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TfS7, T.
atroviride SP2AS + P. baetica TagR16 y T. atroviride SP2AS + P. putida TagR17
disminuyeron la severidad de la enfermedad a porcentajes < 11.1 %, hasta la quinta semana de
observacion. Sin embargo, los tratamientos restantes lograron una disminucion de la
enfermedad hasta un 44,44 %. Ademas, las plantas tratadas con el consorcio formado por T.
gamsii RB1CS + P. putida TagR17 no presentaron evidencias de disminucién de la severidad

de la enfermedad (Figura No. 13).

Al finalizar los ensayos de evaluacion de los consorcios como antagonistas en condiciones de
invernadero, Unicamente los tratamientos T. atroviride SP2 AS + P. fluorescens TfS7, T.
atroviride SP2 AS + P. baetica TagR16 y T. atroviride SP2 AS + P. putida TagR17, mostraron
una diferencia significativa (P<0.05) en todos los parametros observados, en comparacion al
testigo de infeccion con el patdégeno (Tabla No. 7) (Figura No. 14). Asimismo, fueron los Gnicos
que contrarrestaron la severidad de la enfermedad. Aungue los consorcios T. gamsii RB1CS +
P. baetica TagR16 y T. gamsii PIAS + P. fluorescens TfS7, mostraron diferencias significativas
(P<0.05) en todos los parametros (Tabla No. 7), Gnicamente disminuyeron la severidad de la

enfermedad hasta un 44%. Por otro lado, los consorcios restantes registraron diferencias
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significativas (P<0.05) en el area foliar a comparacion del control de infeccién que presento6

una marchitez y pérdida absoluta de las hojas.

En la evaluacion de los consorcios como biofertilizantes se observaron diferencias
significativas (P<0.05) en todos los pardmetros en contraste con las plantas testigo sin ningin
tratamiento (Tabla No. 8) (Figura No. 15). De esta manera, se determind un mayor crecimiento
de las plantas tratadas con los biocontroladores, a excepcion de las raices, ya que, presentaron
una longitud menor a la de las plantas testigo, aunque la diferencia no fue estadisticamente

significativa (P<0.05) (Tabla No. 8).

DISCUSION. -

Todas las especies de Pseudomonas identificadas en el presente estudio se catalogan como
bacterias saprofitas del suelo (Marina-Cotes 2018). Las bacterias identificadas son inofensivas
para cultivos de produccion industrial, con excepcion de P. aeruginosa TfS4. Esta no puede
utilizarse como biocontrolador debido a su infectividad oportunista en seres humanos, animales
y algunas plantas (Prescott y Dunn 2016). La mayoria de aislados se obtuvieron de cultivos
organicos sanos de uvilla a excepcidn de P. baetica TagR7 y P. putida TagR17, extraidos de
una plantacion tratada con pesticidas quimicos. El aislamiento de estas especies, a partir de
suelos con presencia de xenobioticos, refleja una gran capacidad de adaptacion en funcién de
su versatilidad genética y metabdlica. Esto puede asociarse con la capacidad antagonista
relativamente mayor en comparacion con los demas aislados (Maheshwari 2010). Sin embargo,
en este estudio Pseudomonas spp. presentd un PIM de categoria intermedia. Las dos cepas de
P. tolassi obtuvieron el mayor PIM comparado con las demas especies. Este fendmeno podria
explicarse por la produccion de la toxina extracelular tolasina, caracteristica de la especie. Esta
toxina posee propiedades detergentes que lisan las vacuolas de los hongos (Kosanovic et al.

2019).
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De manera interesante, se observo que la capacidad antagdnica de los aislados fue variable entre
diferentes cepas de la misma especie. Asi, por ejemplo, Pseudomonas fluorescens TfS3
presentd un PIM de categoria baja, mientras que P. fluorescens TfS7 registré un PIM de
categoria media. Esto sugiere que la eficiencia, en términos de antagonismo bajo condiciones
determinadas, es dependiente de la cepa en funcion de la variabilidad genética existente en cada

especie (Alvarez-Lopez et al., 2014).

El micoparasitismo observado durante los ensayos de enfrentamiento de Trichoderma y F.
oxysporum YC-3 representa un mecanismo de accion directo, caracterizado por la adhesion y
enrollamiento de las hifas (Sallam et al. 2019). Se evidencio la efectividad de Trichoderma
como antagonista in vitro por su crecimiento sobre la colonia del patdgeno. Ademas, la
formacioén de clamidosporas y la esporulacion demuestran la competencia por espacio debido
a la formacion de estructuras de resistencia frente la presencia del patdogeno (Kosanovic et al.

2019).

La incompatibilidad de cinco cepas de Pseudomonas spp. con Trichoderma spp. (Tabla No. 6)
se puede deber a que Pseudomonas spp. sintetiza un amplio espectro de metabolitos bioactivos,
como siderdforos fluorescentes con efecto antifingico, que pueden crear amensalismo contra
Trichoderma (Jambhulkar et al. 2018). De igual manera, los biocontroladores pueden competir
por el espacio y los nutrientes existentes en el medio, dando paso a una inhibicién conjunta
(Sallam et al. 2019). No obstante, la compatibilidad observada de las cuatro cepas restantes de
Pseudomonas spp. condujo a la formacion del consorcio microbiano y la estimulacion mutua.
Estos resultados corroboran lo reportado por Chemeltorit et al. (2017) y Jambhulkar et al.
(2018), donde se expone el sinergismo y la capacidad de Pseudomonas spp. para formar
consorcios con otros agentes de control biolégico (por sus siglas en inglés BCAs) como, P.

aeruginosa y Bacillus spp. o P. fluorescens y Trichoderma spp.
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El incremento de la capacidad antagonista en un PICR mayor a 20%, una vez obtenido el
consorcio, demuestra la actividad conjunta de ambos microorganismos y su mayor efectividad
para disminuir el crecimiento de F. oxysporum YC-3. Estos resultados coinciden con los
resultados de los experimentos realizados por Sandheep (2013), donde sugiere que la aplicacién

de dos BCAs es més efectiva que su aplicacién individual.

Los resultados de efectividad de los consorcios durante los ensayos en condiciones de
invernadero difirieron de los resultados obtenidos in vitro, ya que, Gnicamente tres consorcios
lograron contrarrestar los efectos de la marchitez vascular. Estos resultados se asemejan al
estudio realizado por Jangir et al. (2019), donde la combinacion de T. harzianium y Bacillus
subtilis in vitro obtuvo un PICR de 85%, en condiciones de invernadero. La severidad de la
enfermedad solo se redujo en un 40%. Estas diferencias en los resultados indican que el
desarrollo y la capacidad antagonista de los BCAs son dependientes de las condiciones
ambientales y la microbiota del suelo. Por lo tanto, factores como la humedad, temperatura y la
disponibilidad de nutrientes varian en el campo y por ende, para determinar la efectividad de
un BCA es importante probar su capacidad antagonista in vivo y no solo in vitro (Jambhulkar

et al. 2018).

La efectividad de los consorcios T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TfS7, T. atroviride SP2
AS + P. baetica TagR16 y T. atroviride SP2AS + P. putida TagR17, determinan el beneficio
de combinar BCAs. La utilizacion de consorcios puede ayudar a mejorar la colonizacion de
antagonistas y reducir la variabilidad del control de la enfermedad en el campo. Ademas, se
determiné la interaccién directa de los antagonistas con el patdégeno y la reduccion de una
enfermedad en progreso, ya que, las plantulas fueron infectadas antes de la inoculacion con los
antagonistas. Esto, en contraste con los estudios convencionales que pre-inoculan agentes
biocontroladores para prevenir el ataque de un patégeno, por la induccion de resistencia a la

enfermedad en la planta y el incremento de metabolitos secundarios benéficos en el suelo
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(Rajeswari and Kapoor 2018). Asi, por ejemplo, (Fotoohiyan et al. 2017) probaron el efecto
biocontrolador de T. harzianum frente a V. dahliae en semillas de pistacho, donde se trataron a
las semillas y al suelo con el biocontrolador antes de la infeccidn con el patégeno. De la misma
forma, (Chemeltorit et al. 2017) probaron la combinacion de T. hamatum y P. aeruginosa contra
Phytophthora capsici en semillas de aji. Este tipo de estudios aprovecha la capacidad de los
biocontroladores de liberar moléculas bioactivas que se comportan como elicitores de
resistencia vegetal. Sin embargo, no se puede determinar la accién directa contra el patégeno,
ya que, Unicamente actlan como un sistema de prevencién hacia la enfermedad (Yendyo et al.
2017). El estudio aprovech¢ los mecanismos de accion directos de los biocontroladores en las
plantas. Por ejemplo, Trichoderma posee la capacidad de colonizar e interactuar con la
exorrizésfera y la endorriza, para competir por espacio y nutrientes, y micoparasitar hongos
fitopatdgenos (Chemeltorit et al. 2017). A su vez, Pseudomonas posee la habilidad competitiva
de adherirse y colonizar la rizésfera gracias al uso de monosacaridos, acidos grasos y
poliaminas contenidos en los exudados radicales, donde produce las sustancias fungicidas antes
mencionadas (A.R. Sandheep 2013). Gracias al establecimiento exitoso del consorcio, ambos

BCAs coexistieron para combatir a F. oxysporum YC-3.

Se determind la capacidad de los consorcios como potentes promotores de crecimiento, debido
al incremento significativo en los valores de los tallos, hojas y porcentajes de humedad. Este
incremento se debe al efecto directo que poseen PGPRs como Pseudomonas, al inducir la
produccién de fitohormonas suministrando nitrégeno bioldgicamente fijo e incrementando la
absorcion de fésforo por la solubilizacién de fosfato inorganico (Hafeez et al., 2006; Beltran
Pineda 2015). Asimismo, el género Trichoderma aumenta el metabolismo de carbohidratos y
la fotosintesis generando mas energia y fuentes de carbono disponibles para la planta
(Maheshwari 2010). Este BCA interactla con la rizésfera de la planta liberando moléculas

bioactivas y enzimas como xilasas, proteasas y quitinasas capaces de estimular el crecimiento
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vegetal y las respuestas de defensa (Kubicek et al. 2011). Ademas, tanto Trichoderma spp.
como Pseudomonas spp. excretan metabolitos que ayudan a las plantas a mejorar la absorcion

de nutrientes (Jambhulkar et al. 2018).

A su vez, el aumento en el porcentaje de humedad de las plantas tratadas con los
biocontroladores determina un mejoramiento en la absorcion de agua y nutrientes, esto segin
el estudio realizado por Rosas et al. (2006), es causado por la capacidad de Pseudomonas para

solubilizar el hierro y el fésforo.

De forma interesante, en la evaluacion de los consorcios como biofertilizantes, se observo que
la longitud de las raices de las plantas tratadas con los BCAs fue menor que la de las raices de
las plantas testigo sin tratamiento, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa
(P<0.05). Este fendmeno se explicaria por la gran cantidad de fitohormonas y nutrientes
proporcionados por los BCAs. Esto permitid a las plantas crecer sin la necesidad de formar

nuevas raices.

El género Pseudomonas ha sido evaluado en el Ecuador como potencial promotor de
crecimiento y antagonista (Sangoquiza Caiza et al. 2019). Sin embargo, ain no se dispone de
productos industrializados para su uso en el campo, debido a que, esta bacteria no posee
estructuras de resistencia como el género Bacillus, el cual forma endosporas en condiciones de
estrés y, por tanto, resiste al proceso de deshidratacion celular durante la produccion industrial
(Marcial-Coba. et al 2018; Marina-Cotes 2018). Esta problematica determina la necesidad de
estudios posteriores a su evaluacidn como antagonista o biofertilizante, donde se establezcan
las condiciones especificas para producir Pseudomonas spp. a gran escala, por ejemplo, la
microencapsulacion (Marcial-Coba. et al 2018). En este contexto, es importante la valoracién

de la produccidn industrial de los consorcios para continuar con los estudios en campo.
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Los resultados exitosos obtenidos plantean nuevas aplicaciones de los consorcios en los suelos
ecuatorianos, asi como, nuevos productos de uso industrial gracias a su destacable potencial

como biocontrolador y promotor de crecimiento.

CONCLUSIONES. -

Los consorcios formados de Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. presentaron mayor
inhibicion del patégeno que los biocontroladores individuales durante la fase de laboratorio. La
supresion de la patogenicidad de Fusarium oxysporum YC-3, causante de la marchitez vascular
en cultivos de uvilla, por los consorcios formados de T. atroviride y P. fluorescens, P. putida y
P. baetica, fue estadisticamente significativa para los ensayos in vivo. Mientras que, todos los
consorcios obtenidos de Trichoderma spp y Pseudomonas spp. presentaron una alta inhibicion
en los ensayos in vitro. Esto determina que, la efectividad de un BCA difiere por las condiciones
ambientales en el que se desarrolle. El presente estudio evidencio el efecto directo de
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. contra F. oxysporum YC-3 en las plantas, por la
reduccion de la severidad de una enfermedad en curso y su re-aislamiento a partir de las raices.
El crecimiento abundante de las plantas tratadas con los BCAs, demuestran el potencial
biofertilizante, asi como, la alta capacidad antagonista de los consorcios evaluados para su uso
en campo. Es importante continuar con estudios, para establecer condiciones especificas de la
produccidn industrial de estos microorganismos, y evaluar su efecto en campo, para promover

el uso de productos bioldgicos efectivos.
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FIGURAS. -

Figura No. 1. Proceso de obtencion de Pseudomonas spp. A) Colonias aisladas
en agar King B. B) Produccion de fluorescencia de las colonias aisladas en agar
King B bajo luz ultravioleta. C) Tincion Gram: bacilos largos Gram negativos
en cadenas y solos, no capsulados. D) Prueba en disco de oxidasa positiva, 1,

colonia bacteriana
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Aislados Bacterianos

Figura No. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 3% por 60 minutos a 90 voltios; M,
marcador de peso molecular de 100 pb; 1, pocillos 5 al 10, presentan bandas producto de la
amplificacién de la region 16S ARNr, con un peso molecular de 618 pb.

Max  Total Query E Per.

Descrpton Score Score | Cover value | Ident Accessin

Pseudomenas baetica strain S1WB 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1055 1055 100% 0.0 100.00% MN1280271
Pseudomenas bastica parfial 165 rRNA gene, isolate P2 228 1055 1055 100% 0.0 100.00% LT438076.1

| Pseudomonas moraviensis partial 165 rRMA gene, isolate P2 20 1055 1055 100% 0.0 100.00% LT838074.1
Pseudomenas sp. strain p55 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1055 1055 100% 0.0 100.00% MK559911.1
Pseudomonas heimanticensis strain H16 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1055 1055 100% 0.0 100.00% MK106156.1
Pseudomonas sp. strain MPSI-28 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1065 1055 100% 0.0 100.00% MG4947251
Pseudomonas sp. strain MPSI-23 163 rinosomal RNA gene, partial sequence 1055 1055 100% 0.0 100.00% MG4947241

Figura No. 3. Andlisis molecular de los aislados mediante la comparacién de sus secuencias
consenso con secuencias de ADN identificadas con el GenBank NCBI. Porcentaje de identidad del
100% para la especie Pseudomonas moraviensis.



Figura No. 4. Enfrentamiento de Trichoderma spp. (T,
biocontrolador) vs F. oxysporum YC-3 (F, fitopatogeno) en el
sexto dia. A) Invasion de la cepa SP2AS (T. atroviride) sobre el
patdgeno. B) Enfrentamiento de la cepa Pl AS (T. gamsii) con el
patdgeno. C) Colonizacion de la cepa RB1CS (T. gamsii) sobre el
patogeno. D) Control positivo del crecimiento de F. oxysporum YC-
3.
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Figura No. 5. Enfrentamiento de Trichoderma spp. (T,
biocontrolador) vs F. oxysporum YC-3 (F, fitopatégeno) en el
onceavo dia. A) Cubrimiento completo cepa SP2AS (T. atroviride)
sobre el patdgeno. B) Cubrimiento completo de la cepa PIAS (T. gamsii)
con el patégeno. C) Colonizacion de la cepa RB1CS (T. gamsii) sobre
el patégeno. D) Control positivo (F C+) del crecimiento de F.
oxysporum YC-3.
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Figura No. 6. Valoracion del micoparasitismo de las cepas de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum
YC-3. A) Enrollamiento de las hifas de F. oxysporum, presencia de micoparasitismo. B) Formacion de
clamidosporas cepa RB1CS (T. gamsii). C) Esporulacion de cepa SP2 AS de Trichoderma atroviride.
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A v > F
) .

Figura No. 7. Pruebas de antagonismo in vitro de Pseudomonas spp. (P) frente a F. oxysporum YC-3
(F, Fitopatogeno) en el onceavo dia. A) Crecimiento radial del patégeno sobre Pseudomonas baetica (cepa
TagR16). B) Crecimiento radial del patégeno sobre Pseudomonas putida (cepa TfS7). Crecimiento radial
del patdégeno sobre Pseudomonas reinekei (cepa SvS9). A, B y C) Cepas con porcentaje de inhibicion
micelial medio. D) Crecimiento radial del patdgeno sobre Pseudomonas fluorescens (cepa SnR5). E)
Crecimiento radial del patdgeno sobre Pseudomonas moraviensis (cepa TfR1). F) Crecimiento radial del
patdgeno sobre Pseudomonas fluorescens (cepa SnR6). D, E y F) Cepas con porcentaje de inhibicion
micelial negativo.



39

Figura No. 8. Pruebas de compatibilidad entre cepas de Trichoderma spp. (T) y cepas de
Pseudomonas spp. (P) con mayor porcentaje de inhibicion micelial contra el patégeno. A)
Incompatibilidad de los microorganismos: inhibicion de Trichoderma gamsii (cepa Pl AS) por la accion
de las colonias de Pseudomonas tolaasi (cepa TagS12) sembradas por estriamiento en los extremos de
la caja de Petri. B) Compatibilidad de los microorganismos: crecimiento de Trichoderma gamsii (cepa
Pl AS) sobre las colonias de Pseudomonas putida (cepa TfS7). C) Control positivo T (C+) de crecimiento
de Trichoderma gamsii (cepa Pl AS).
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Figura No. 9. Tincion Gram de la compatibilidad entre T. gamsii (Pl AS) y P. baetica
(TagR16). (1) Hifas y células bacterianas a su alrededor. (2) Esporas fungicas junto a células
bacterianas. (3) Estructuras de Trichoderma, donde se distinguen: conidi6foros (c), fialides (f) y

conidias (co)
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PICR de los enfrentamientos individuales y conjuntos
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Figura No. 10. Comparacion de los PICR de los enfrentamientos conjuntos e individuales. Cada
valor representado en el grafico indica el porcentaje de inhibicion de los BCAs frente a F. oxysporum
YC-3, diferenciados por distintos colores.



Figura No. 10. Observacion del crecimiento radial de F. oxysporum YC-3 (F,
Fitopatdgeno) en presencia del consorcio Pseudomonas spp (P). y Tichoderma
spp. (T) durante 11 dias. A) Dia 1, crecimiento bacteriano alrededor de colonia del
patdgeno. B) Dia 3, crecimiento de Trichoderma junto a Pseudomonas alrededor del
aumento de la colonia del patégeno. C) Dia 5, zona de inhibicion en el consorcio
(P+T) alrededor del crecimiento del consorcio. D) Dia 7, contacto del consorcio con
el patdégeno y disminucién de la zona de inhibicion. E) Dia 11, crecimiento del

consorcio sobre la colonia del patégeno.
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Figura No. 11. P. koreensis cepa HzR20 (P) y T.
atroviride cepa SP2 AS (T) frente F. osysporum
YC-3 (F, Fitopatogeno). Halo de inhibicién (HI)
alrededor de la colonia del pat6geno.
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Figura No. 12. Porcentaje de incidencia de la enfermedad observada durante cinco
semanas. Cada porcentaje representa el nimero de plantas enfermas divididas entre la
poblacién total de plantas.
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Figura No. 13. Mapa calorimétrico del porcentaje de severidad de la marchitez vascular
durante cinco semanas de observacion. Los colores representan el porcentaje calculado por la escala
de severidad propuesta, donde: Grado 0 (color verde, 0 -22,2 %)= Ausencia de sintomas de marchitez
vascular, rigidez y turgencia del tallo con hojas verdes extendidas. Grado | (color verde claro, 33,3- 44,4
%)= Clorosis amarillenta en hojas basales ligeramente marchitas y pérdida leve de turgencia. Sintomas sin
mucha evidencia. Grado Il (color amarillo y naranja, 55,6- 66,7 %)= Sintomas evidentes de la marchitez y
sequedad de las hojas, tallos con pérdida media de turgencia. Encopamiento de la planta, marchitez y
sequedad de las hojas. Grado I11 (color rojo, 88,9- 100,0 %)= Necrosis vascular del tallo (pudricion seca),
pérdida total de hojas y tamafio reducido de la planta.
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Figura No. 14. Plantas de uvilla infectadas con los tratamientos evaluados después de
cinco semanas de observacion. A) Control de infeccion de F. oxysporum. (B) Tratamiento
T. atroviride SP2 AS + P. putida TagR17.

vif

Figura No. 15. Plantas de uvilla con los tratamientos evaluados después de cinco semanas de
observacion. A) Plantas testigo sin inoculacion B) Plantas tratadas con los consorcios. C) Hoja
perteneciente al tratamiento 1. atroviride SP2 AS + P. putida TagR17.
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TABLAS. -

Tabla No. 1. Aislados bacterianos obtenidos de los muestreos realizados en rizosferay suelo de los
cultivos de Physalis peruviana en diferentes plantaciones de la Sierra centro y norte del Ecuador.

Cadigo de Tipo de Porcentaje , I Origen de la

Aislido Mupestra de Humedjad Cantony Provincia mguestra Coordenadas

TfR1 Rizosfera - Pedro Moncayo/ Plantulas N 00 14'21.7"
Pichincha

TfR2 Rizosfera - Pedro Moncayo/ Plantulas N 00 14'21.7"
Pichincha

TfS3 Suelo 21% Pedro Moncayo/ Plantas N 00 14'21.7"
Pichincha |

TfS4 Suelo 21% Pedro Moncayo/ Plantas N 00 14'21.7"
Pichincha

SnR5 Rizosfera 20.02% Pedro Moncayo/ Plantas N 00 01'52.8"
Pichincha

SnR6 Suelo 20.02% Pedro Moncayo/ Plantas N 00 01'52.8"
Pichincha

TfS7 Suelo 23% Pedro Moncayo/ Plantas N 00 14'21.7"
Pichincha

SvS8 Rizdsfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantulas N 00 14'21.7"

SvS9 Suelo 19% Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 14'21.7"

SvS10 Suelo 19% Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 14'21.7"

TagS11 Suelo 14% Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18 09.7

TagS12 Suelo 11% Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18 09.7

TagR13 Rizdsfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18 09.7

TagR14 Rizésfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18’ 09.7

TagR15 Rizésfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18’ 09.7

TagR16 Rizésfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18’ 09.7

TagR17 Rizésfera - Sigchos/ Cotopaxi Plantas N 00 18’ 09.7

HzS18 Rizosfera - Cotacachi/Imbabura Plantas N 00 15'17.3"

NjS19 Suelo 14% Cotacachi/Imbabura Plantas S0040'415"

HzR20 Rizosfera - Cotacachi/Imbabura Plantas N 00 15'17.3"

Cadigos de aislados obtenidos en el laboratorio de Fitopatologia y Control bioldgico de la PUCE. Los cédigos hacen
referencia i) al lugar del muestreo: Tf= Tierra Fértil, Sn= San Luis de Ichisi, Sv= Sivicusig, Tag= Tagna,
Hz=Hualzaqui, Nj= Nifio Jesus; ii) al tipo de muestra de donde se aislaron: R= rizdsfera, S= suelo; y iii) al nimero de
aislado de acuerdo al orden cronoldgico de obtencién: 1-20.
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Tabla No. 2. Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion y caracterizacion metabolica de los

aislados de Pseudomonas spp.

Oxidacion LIA
Codigo de o . L, — —
. Dilucién ~ Oxidasa U Fermentacion SIM Indol CN CIT Lisina Lisina
Alslado (0] F decarboxilasa  deaminasa
TfR1 103 V+ + + + + - - - K/A -
TfR2 10 4 V+ + + + - - - + K/A -
TfS3 106 + + - - - - - + K/K -
TfS4 10°° + + + - + - + + K/K -
Sn5 104 + + + - + - - + K/IA -
SnR6 106 + + + - + - - - K/A -
K/A
TfS7 105 + + + + - - - + produccion de -
gas
Svs8 10 V+ + - - + - + + K/K -
SvS9 10 V+ + + - + - + + K/K -
SvS10 10 + + + - + - + + K/K -
TagS11 106 + + + - - - + + K/K -
TagS12 105 + + + + + - - + K/K -
TagR13 105 + - + - + - + + K/K -
TagR14 105 + + + - + - + + K/K -
TagR15 106 + - + + + - + + K/K -
TagR16 106 + + + - + - + + K/K -
TagR17 107 + + + - + - + - K/K -
HzS18 105 + + + + + - + - K/K -
NjS19 106 + + V+ V+ + - + + K/A -
HzR20 105 + + V+ V- + - - + K/K -

Las pruebas bioquimicas utilizadas se basan en el consumo o la produccién de un compuesto especifico. Los resultados obtenidos se
clasifican en positivo (+), negativo (-), variable positiva (V+), variable negativa (V-). Las siglas: U: capacidad de un microorganismo para
producir ureasa, Oxidacion y fermentacion de la glucosa, SIM movilidad, produccion de indol y &cido sulfhidrico, CN: caldo nitrato-
capacidad de un microorganismo para consumir nitratos y convertirlo en nitrito o nitrégeno, CT: capacidad de un microorganismo para
consumir citrato como Unica fuente de carbono, LIA: lisina hierro agar, determina la decarboxilacion y desaminacion de la lisina, con
resultados K/K superficie alcalina/ profundidad alcalina, K/A superficie alcalina/ profundidad acida. Los caracteres de la primera columna
representan los codigos de cada uno de los aislados bacterianos
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Tabla No. 3. Identificacion molecular de los aislados obtenidos de Pseudomonas spp.

Cepa Identificacion siror/ﬁlﬂi d Valor e geﬁ%:aefli

TfR1 Pseudomonas moraviensis 100 0.0 LT838014.1

TTR2 Pseudomonas putida 100 0.0 gil14754008861MH889110.1

TfS3 Pseudomonas fluorescens 100 0.0 gil16938413811MN100098.1

TfS4 Pseudomonas aeruginosa 100 0.0 KT943976.1

SnR5 Pseudomonas fluorescens 98 0.0 gil16938413811MN1000981

SnR6 Pseudomonas fluorescens 97 0.0 gil16938413591MN100076.1

TfS7 Pseudomonas fluorescens 98 0.0 gil16938413811MN1000981

SvS8 Pseudomonas fluorescens 100 0.0 gil16938413591MN100076.1

SvS9 Pseudomonas reinekei 100 0.0 gil16962603821MN121224.1
SvS10 Pseudomonas tolaasi 0.0 gil16334365831MK883064.1
TagS11 Pseudomona's 100 0.0  gil16215569271MK3302259.1

vancouverensis

TagS12 Pseudomonas tolaasi 97 0.0 gil16334365831MK883064.1
TagR13 Pseudomonas koreensis 98 0.0 gil17205672541IMN272363.1
TagR14  Pseudomonas fluorescens 98 0.0 gil17051151221IMN180839.1
TagR15 Pseudomonas baetica 100 0.0 0il16334366551IMK883135.1
TagR16 Pseudomonas baetica 100 0.0 0il16334366271IMK883107.1
TagR17 Pseudomonas putida 98 0.0 gil14754008861MH889110.1
HzS18 Pseudomonas reinekei 97 0.0 0il16962603821IMN121224.1
NjS19 Pseudomonas gessardi 99 0.0 Gil1633436654IMK883134.1
HzR20 Pseudomonas koreensis 100 0.0 Gil1720567254IMN272363.1

Los caracteres de la primera columna representan los cddigos de cada uno de los aislados bacterianos
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Tabla No. 4. Porcentajes de inhibicién de crecimiento radial (PICR%b) por enfrentamiento

de las cepas de Trichoderma spp. vs F. oxysporum YC-3.

Capacidad antagonista

Tratamiento PICR (%)
T. atroviride
61,7 +1,32
SP2AS

T. gamsii PIAS 54,3+ 0,76

T. gamsii
RB1CS

52,5+ 0,59

Colonizaciéon  del  patdgeno,  esporulacion,
micoparasitismo y enrollamiento de hifas del
patdgeno.

Invasion al patégeno, formacion de clamidosporas,

micoparasitismo y esporulacion.

Colonia del patégeno cubierto por completo,

esporulacion y micoparasitismo

Los valores obtenidos representan la media y la desviacion estandar de tres réplicas diferentes del mismo
ensayo. La capacidad antagonista se presenta por los mecanismos de accion y caracteristicas observadas de
Trichoderma spp. durante el enfrentamiento con el patégeno.
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Tabla No. 5. Promedios porcentuales de la inhibicién micelial por el enfrentamiento de

las cepas de Pseudomonas spp. vs F. oxysporum YC-3.

Tratamiento Promedio (%0) Resultados
TfR1 P. moraviensis 24,4 + 0,87 IB
TfR2 P. putida 19,4+ 1,75 IB
TfS3 P. fluorescens 23,2 £2,33 IB
TfS4 P. aeruginosa 33,9+1,68 IB
SnR5 P. fluorescens 33,8+1,49 IB
SnR6 P. fluorescens 00 N
TfS7 P. fluorescens 39+1,53 IM
SvS8 P. fluorescens 33,3+0,88 IB
SvS9 P. reinekei 42,5+ 1,66 IM
SvS10 P. tolaasi 58 £ 0,42 IM
TagS11 P. vancouverensis 35,6 +1,29 1B
TagS12 P. tolaasi 52 +0,61 IM
TagR13 P. koreensis 41,3 +0,95 IM
TagR14 P. fluorescens 45 £ 0,97 IM
TagR15 P. baetica 24,3 11,24 IB
TagR16 P. baetica 44 £ 1,74 IM
TagR17 P. fluorescens 42 £2,31 IM
HzS18 P. reinekei 29,5+£2,04 IB
NjS19 P. gessardi 36,9+1,81 IB
HzR20 P. koreensis 43+1,76 IM

Los valores obtenidos representan la media y la desviacion estandar del PIM. N) Negativo= porcentaje
menor al 10% o ausencia de inhibicién, IB) inhibicion baja: porcentaje entre 10-39%, IM) inhibicion
media: porcentaje entre 40- 69% Yy P) positivo= porcentaje entre 70- 100% (Tejera et al. 2012). Los
caracteres de la primera columna representan los cddigos de cada uno de las cepas bacterianas



Tabla No. 6. Pruebas de compatibilidad de Pseudomonas spp. junto a Trichoderma spp.

Combinaciones Cre_(:lmlento Resultado
radial (mm)

T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TfS7 4,3+0,2 C
T. atroviride SP2AS + P. reinekei SvS9 1,8 +0,21 I
T. atroviride SP2AS + P. tolaasi SvS10 2,0+£0,45 I
T. atroviride SP2AS + P. tolaasi TagS12 2,0+1,32 I
T. atroviride SP2AS + P. koreensis Tag R13 1,7+1,21 |
T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TagR14 2,0+0,82 I
T. atroviride SP2AS + P. baetica TagR16 5 (Cubierto) + 0,1 C
T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TagR17 5 (Cubierto) + 0,1 C
T. atroviride SP2AS + P. koreensis HzR20 3,6 £0,59 C
CONTROL T. atroviride SP2AS 4,5+ 2,65

T. gamsii PIAS + P. fluorescens TfS7 5 (Cubierto) = 1,75 C
T. gamsii PIAS + P. reinekei SvS9 2,3+1,90 |
T. gamsii PIAS + P. tolaasi SvS10 2,1+0,73 |
T. gamsii PIAS + P. tolaasi TagS12 2,0+£20 I
T. gamsii PIAS + P. koreensis TagR13 1,9+1,33 |
T. gamsii PIAS + P. fluorescens TagR14 2,1+2,76 I
T. gamsii PIAS + P. baetica TagR16 5 (Cubierto) + 0,4 C
T. gamsii PIAS + P. fluorescens TagR17 4,6 +0,76 C
T. gamsii PIAS + P. koreensis HzR20 4,3 +1,47 C
CONTROL T. gamsii PIAS 50+1,87

T. gamsii RB1CS + P. fluorescens TfS7 5 (Cubierto) + 0,55 C
T. gamsii RB1CS + P. reinekei SvS9 2,3+0,91 I
T. gamsii RB1CS + P. tolaasi SvS10 2,0+ 1,26 I
T. gamsii RB1CS + P. tolaasi TagS12 1,5+0,67 I
T. gamsii RB1CS + P. koreensis TagR13 1,7+0,39 I
T. gamsii RB1CS + P. fluorescens TagR14 19+145 I
T. gamsii RB1CS + P. baetica TagR16 5,0+0,26 C
T. gamsii RB1CS + P. fluorescens TagR17 4,0+0/41 C
T. gamsii RB1CS + P. koreensis HzR20 5 (Cubierto) £ 0,79 C
CONTROL T. gamsii RB1CS 4,7+ 1,58 -

52

Los valores obtenidos representan la media y la desviacién estandar del crecimiento radial de
Trichoderma spp. en combinacion con Pseudomonas spp y sus controles. Los resultados se clasifican en
C) Compatible: crecimiento de la colonia de Trichoderma spp. sobre las colonias de Pseudomonas spp.
sin la presencia de halos de inhibicién. 1) Incompatible: Inhibicién del crecimiento radial de la colonia
de Trichoderma spp. causada por las colonias de Pseudomonas spp.
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Tabla No. 7. Promedios de los resultados obtenidos de evaluacion en la capacidad antagonista

de los consorcios frente a F. oxysporum YC-3 en condiciones de invernadero. Tukey p<0.05.

Porcentaje de

Tratamiento Longltlzgr:)e raices I}Z:g'sn;frse Are(irl::))har humedad del
material vegetal (%)
Testigo F. oxysporum 14,06 + 1,67°%Ni 32 53 + 0 29bc (0 4 Qbedefonii 5,71+ 0,10°%"
T. atroviride SP2AS + PP — 43,57+1,40 81,74 +3,03 10,81 + 2 9g i
P. fluorescens TfS7 I aeghij acefgh ,0l+2,
T. atroviride SP2AS+ p— 42,87 J_r__l,Ol 97,63 + 2,29 20.46 + 3,23 i
P. baetica TagR16 - aeghij aefghj 40 T 5,
T. atroviride SP2AS +
i A +14 .
p. putida TagR17 18,66 +£0,57®" 39,9 + 2,05* 05’afcefghj 49 28,71 + 0,60 ="
T. gamsii PIAS + 273 +0.75 13.24 + 320
* gbhi o 1T = + adfhi
P. fluorescens TfS7 18,63 +1,40 bedfhi abcdi 14,82 +1,13
T. gamsii PIAS + 2519 + 286
+ abhi + ei ’ =& + bcdehij
P. baetica TagR16 17,83+ 1,04 36,3 +1,51 ab 413+1,02
T. gamsii PIAS + _ 1234 +169 |
P. putida TagR17 20£1,91%"  31LE7£293 T 9,11 + 1,445
T. gamsii RB1CS + _ 1183 +179 )
P. fluorescens TfS7 19,46 £0,55%*% 3523 +4,21> " abedij 24,17 + 2,09 *foi
. i +
T. gamsii RB1CS 29,06 + 1 9001 521+253 98,05 +0,42 40 + 3,36 BN
P. baetica TagR16 e abedfghj aefghj Ty,
T. gamsii RB1CS + _ _ . _
16,16 + 1,03 ®dni 33,4 + 2,62 154 £2,33 8,13 + 1,610

P. putida TagR17

acdefghi

Cada valor es la media + desviacion estandar de tres experimentos separados del mismo tratamiento. ®
ES*en comparacion con el tratamiento testigo de infeccion con F. oxysporum.” ES en comparacion con el
consorcio T. atroviride SP2AS + P. fluorescens TfS7. © ES en comparacion con el consorcio T. atroviride
(SP2AS) + P. baetica TagR16. “ ES en comparacion con el consorcio T. atroviride (SP2AS) + P. putida
TagR17. ¢ ES en comparacion con el consorcio T. gamsii Pl AS + P. fluorescens TfS7. " ES en comparacion
con el consorcio T. gamsii Pl AS + P. baetica TagR16. ¢ ES en comparacién con el consorcio T. gamsii Pl
AS + P. putida TagR17. " ES en comparacion con el consorcio T. gamsii RB1 CS + P. fluorescens TfS7.
ES en comparacion con el consorcio T. gamsii RB1CS + P. baetica 16tTagR. 'ES en comparacion con el
consorcio T. gamsii RB1 CS + P. putida TagR17. *ES= Estadisticamente significativo en el nivel de

confianza p <0.05)
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Tabla No. 8. Promedios de los resultados obtenidos en los ensayos de la capacidad biofertilizante

de los consorcios. Tukey p<0.05.

Porcentaje de

. Longitud de Longitud de " . humedad del
Tratamiento raices (cm) tallos (cm) Area foliar (cm) material vegetal
(%)
Blanco 10,66 +2,52M A2 E2I3 g5 g 3gemi 9216 + 1,740
T. atroviride SP2AS ) ) .
+ P. fluorescens 17,6 + 2,42°9" 6086 +3,06® 110,66 + 2,012%M 25,78 + 3,04%M

TfS7
T. atroviride SP2AS
+ P. baetica TagR16

T. atroviride SP2AS
+ P. putida TagR17

T. gamsii PIAS + P.
fluorescens TfS7

T. gamsii PIAS + P.
baetica TagR16

T. gamsii PIAS + P.
putida TagR17

T. gamsii RB1CS 1 +

P. fluorescens TfS7

T. gamsii RB1CS +
P. baetica TagR16

T. gamsii RB1CS +
P. putida TagR17

23,23 + 0,68°"
23,2 + 1,58
21,733 +1,12"
21,83 +1,80"

23,9 +0,95°"

37,56 2,37
abcdefgij

43,73 £1,41
abcdefghj

42,5 +1,80

abcdefghi

66,63 +2,12%

63,66 + 3,04 &

79,23 £3,222

65,56 * 3,27 ¢

64,2 +2,30%

63,33 +3,16*

69,33 +2,51°2

63 £3,40%

105,12 + 2,0%%Mi
126,67 + 1,17 @cfoni
120,86 + 1,33 abcdfghij

150 + 2,5 2ceqnii
110,72 + 2,47 2N
111,04 + 3,06 %"
73,81 + 2,69 2edefani

141,56 + 1,43 2bedefon

25,28 + 3,04%M
37,11 + 2,28%cf0
36,44 + 2,77 ®cfon
44,43 + 0,451
22,82 + 3,56%M
43,82 + 1,02%cl
30,97 0,712 %"

36,74 + 1,83 2°f"

Cada valor es la media + desviacion estandar de tres experimentos separados del mismo tratamiento. *"ES
en comparacion con el tratamiento testigo blanco sin inoculacion. ® ES en comparacion con el consorcio
T. atroviride SP2 AS + P. fluorescens TfS7. ¢ ES en comparacién con el consorcio T. atroviride SP2AS +
P. baetica TagR16 9. ES en comparacion al consorcio T. atroviride SP2 AS + P. putida TagR17. ¢ ES en
comparacion con el consorcio T. gamsii PIAS + P. fluorescens TfS7. T ES en comparacion con el consorcio
T. gamsii PIAS + P. baetica TagR16. ¢ ES en comparacion con el consorcio T. gamsii PIAS + P. putida
TagR17. " ES en comparacion con el consorcio T. gamsii RB1CS + P. fluorescens TfS7. ' ES en
comparacion con el consorcio T. gamsii RB1CS + P. baetica TagR16. ' ES en comparacion con el consorcio
T. gamsii RB1CS + P. putida TagR17. *ES= Estadisticamente significativo en el nivel de confianza p

<0.05)



