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RESUMEN

Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp. son hongos patégenos que infectan mas de 500
de especies vegetales ocasionando pérdidas productivas y econdémicas a nivel mundial. Atacan
a cultivos en diferentes estados de desarrollo de la planta. El presente proyecto de investigacion
tuvo como objetivo evaluar el efecto de la bacteria Pseudomonas spp. en dos concentraciones
de 8.3x 10%y 3.7x 10° UFC/ml, para el control de los patogenos anteriormente mencionados.
Los tratamientos fueron comparados con un tratamiento testigo el cual no fue inoculado con la
bacteria. Se planteé un disefio completamente al azar (DCA) AxB, con nueve tratamientos y
cinco repeticiones. De los resultados obtenidos determinaron que la mejor concentracion fue
8.3 x 10° UFC/ml de la bacteria Pseudomonas spp. a los seis dias de evaluacion. La
concentracion mas efectiva 8.3 x 10° UFC/ml alcanzé el menor desarrollo radial de Botrytis
spp. en un 84% de inhibicion y el segundo patogeno Fusarium spp. logro un 80% de inhibicion
en su desarrollo, A/ternaria ssp. alcanz6 un menor desarrollo radial de un 81% y finalmente el
mayor porcentaje de inhibicion se presentd en Botrytis spp. con un 84% en comparacion con el

tratamiento testigo que crecid normalmente sin la bacteria Pseudomonas spp.

Palabras clave: Botrytis spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Pseudomonas spp., bioensayo.
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Author:
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ABSTRACT

Botrytis spp., Fusarium spp. and Alternaria spp. are pathogenic fungi that infect more than 500
plant species causing productive and economic losses worldwide. They attack crops at different
stages of plant development. The aim of this research project was to evaluate the effect of the
bacterium Pseudomonas spp. at two concentrations of 8.3x 108 and 3.7x 105 CFU/ml, for the
control of the above-mentioned pathogens. The treatments were compared with a control
treatment which was not inoculated with the bacteria. A completely randomized design (CRD)
AxB was used, with nine treatments and five replicates. From the results obtained, it was
determined that the best concentration was 8.3 x 108 CFU/ml of Pseudomonas spp. bacteria
after six days of evaluation. The most effective concentration 8.3 x 108 CFU/ml achieved the
lowest radial development of Botrytis spp. with 84% inhibition and the second pathogen
Fusarium spp. achieved 80% inhibition in its development, Alternaria ssp. achieved a lower
radial development of 81% and finally the highest percentage of inhibition was presented in
Botrytis spp. with 84% compared to the control treatment that grew normally without the

bacterium Pseudomonas spp.

KEYWORDS: Botrytis spp, Fusarium spp, Alternaria spp, Pseudomonas spp, bioassay.
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1.1.Descripcion del Proyecto

El manejo de hongos fitopatogenos es uno de los principales problemas que enfrentan los
agricultores, por tal razon utilizan fungicidas tales como: Benzimidazoles, Dicarboximidas,
Fenilpirroles. La presente investigacion propone una alternativa empleando a Pseudomonas
spp. como biocontrolador a diferentes concentraciones para el control de Fusarium spp.,
Botrytis spp. y Alternaria spp. Para la obtencion de este potencial biocontrolador se realizé el

aislamiento, identificacion, reproduccion mediante bioensayos se enfrent6 la bacteria, a los



hongos fitopatdogenos antes mencionados a continuacion se realizO en bioensayos de

Pseudomonas spp. a diferentes concentraciones para determinar la concentraciéon 6ptima.
1.2.Justificacion del Proyecto

Actualmente existe una tendencia hacia una agricultura mas limpia y libre de agrotoxicos con
el objetivo de reducir el uso de fungicidas que contaminan el medio ambiente, promoviendo el

uso de microorganismos como potenciales biocontroladores (Viera, 2020).

El Ecuador se caracteriza por ser un pais productivo con grandes hectareas cultivadas para
satisfacer la demanda del pais y también para exportaciones de alimentos. Los agricultores
buscan garantizar su cosecha al utilizar grandes cantidades de fungicidas en el control de

enfermedades de plantas (Benavides, 2022).

El uso de microorganismos como biocontroladores constituye una herramienta para el
agricultor de gran utilidad para un desarrollo de una agricultura limpia. Se han realizado
estudios de eficiencia contra patogenos que se ha justificado el uso de microorganismos en
distintos cultivos como: papa, arroz, maiz, entre otros, y cultivos perennes como frutales

(Viera, 2020).

El mercado de los bioinsumos en la ultima década se ha incrementado en el desarrollo y
adquisicion por los productores, a nivel mundial estos productos alcanzaron ventas de mas de
1.800 millones en el 2018 en doélares, con una tasa promedio anual de crecimiento porcentual
alrededor del 14,3% en el periodo 2010-2020 y podria crecer a una tasa promedio acumulativa
anual el 15% esta entre el 2021 y al 2030, lo cual pronostica un crecimiento en ventas de
4.700 millones de dolares. El uso de bioinsumos se ha popularizado en varios paises, tales
como: China 6,7 %, Canada 11 %, Italia 15% y paises de América Latina con un 30.9 % son
la poblacion que usan los microorganismos como una alternativa en la produccion agricola

(Bullor et al., 2023).

Hay una amplia variedad de microorganismos potencialmente utiles como biocontroladores y
biorremediadores. El estudio de estos microorganismos ha llevado al desarrollo de productos
bioloégicos como Bacillus subtilis, Trichoderma spp., Verticillium lecanii, Paecilomyces

lilacinus, Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens (Toapanta et al., 2019).



2. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
2.1.Beneficiarios directos

El presente trabajo investigativo beneficiara a los productores de la zona central del Ecuador,
personas que se dedican a la agricultura y son perjudicados por enfermedades cotidianas como

los hongos (Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp).
2.2.Beneficiarios indirectos

Estudiantes y miembros de la academia para que puedan conocer los mecanismos de los
microorganismos biocontroladores tales como: bacterias y hongos que permitan combatir

patogenos presentes en los cultivos
3. PROBLEMATICA

A nivel mundial las enfermedades de los cultivos de exportacion de gran demanda tales como:
banano, flores y claveles ocasionados por hongos fitopatdogenos causan grandes pérdidas
economicas. Se produjo perdidas en exportaciones por 2300 millones de USD causado por
Fusarium oxisporum en el cultivo de banano, es el principal producto de exportacion (Litardo,

2023).

Para su control se realiza la aplicacion de diferentes fungicidas de las familias de
Benzimidazoles, Dicarboximidas, Fenilpirroles son usados habitualmente, sin embargo,
representa un factor de contaminacion para el medio ambiente y a la salud humana (Llanos,

2017).

La resistencia al hongo Botrytis cinerea se presenta en nueve mutaciones de fungicidas mono
y poligénicos (Calderén, 2020). Otro patdégeno, Fusarium oxysporum, basado en la
infectividad de los fungicidas aplicados a las plantas, es resistente al benomilbenasol
(Mancipe & Gonzalez, 2016). Por ultimo, Alternaria spp, un hongo resistente a ambos

fungicidas como lo indica Gauna (2019).

El cultivo del arroz el hongo Fusarium spp. provoca pérdidas en la cosecha de hasta el 90% y
en la produccion de tomate de arbol causa infecciones a raices llegando a perder un 50%

(Salazar, 2023).

Otro de los problemas fitosanitarios es el caso de Botrytis spp. en el cultivo de maiz el cual
tiende a infectarse el tallo ocasionando pérdidas de hasta en un 40% y en el cultivo de rosas

puede llegar causar pérdidas de un 60% afectando las exportaciones (Moran, 2022).



Finalmente, en el cultivo de pitahaya el patogeno mas frecuente es Alternaria spp., el cual

puede bloquear el desarrollo de nuevas vainas y causar un 80% en pérdidas (Koch & Castro,

2008).

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General

Evaluar un aislamiento de Pseudomonas spp. en diferentes concentraciones, para el control de

tres hongos fitopatdgenos bajo condiciones de laboratorio.

4.2.0bjetivos especificos

Aislar a partir de material vegetal infectado de hongos fitopatdgenos.

Obtener una cepa nativa de Pseudomonas spp. nativa capturada mediante trampa.
Determinar a través de bioensayos el efecto de Pseudomonas spp. a diferentes
concentraciones contra hongos fitopatogenos Fusarium spp., Botrytis spp. y Alternaria
spp.

ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS



Tabla 1

Actividades y sistemas de tareas.

. RESULTADO DE MEDIO DE
OBJETIVOS ESPECIFICOS ACTIVIDADES LA ACTIVIDAD VERIFICACION
Colectar material vegetal . .
Aislar a partir de material enfermo. Alslamientos de

vegetal infectado de hongos

patoégenos Fusarium Fotografia de Cepas
spp., Alternaria spp., aisladas de hongos

fitopatogenos. Aislar hongos fitopatdgenos .
del material vegetal ¥ Botrytis spp.
infectado.
Preparar trampas para la
captura de
microorganismos.

Obtener una cepa nativa de
Pseudomonas  spp. nativa
capturada mediante trampa.

Preparaciéon de medios de
cultivo selectivos

(Nutritivo,
Cetrimide).

King A,

Pruebas bioquimicas y el
uso de medio selectivos las
cuales ayudaron a detectar y
confirmar el género de la
Pseudomonas spp.

Fotografias de Cepas
aisladas de la
bacteria

Aislamiento de
Pseudomonas spp.

Determinar a través de
bioensayos el efecto de
Pseudomonas spp. a diferentes
concentraciones contra los
hongos fitopatégenos
(Fusarium spp., Botrytis spp y
Alternaria. spp.)

Realizar  suspensiones a
diferentes concentraciones
de Pseudomonas spp. con la
camara Neubabuer.

Realizar  bioensayos de
antagonismo entre la
Pseudomonas spp. y los
hongos  Fusarium  spp.,

Alternaria spp. y Botrytis
spp-

Porcentaje de inhibiciéon de
crecimiento de los hongos
fitopatdgenos.

Fotografias y tablas
de datos

Porcentaje de
inhibicién

Elaborado por: Ruiz, 2023



6. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
6.1.Control bioldgico.

El control biologico es el uso de organismos vivos suprime la plaga, reduce su poblacién o el
efecto de hacerlo menos abundante o menos dafiino, tiene como objetivo la utilizaciéon de la
biologia, siempre y cuando esto se haga de manera respetuosa con el medioambiente y

asegure cultivos sanos para los consumidores (Navarrete & Tello, 2021).
6.2.Agentes de Control biolégico.

Los posibles candidatos para el control biolégico, que no representen ningun riesgo para la
salud humana y no tengan efectos perjudiciales en las comunidades microbianas presentes en
los sistemas agricolas, debido a su actividad biologica general y no dirigida hacia un patdégeno

vegetal especifico (Villarreal et al., 2018).
6.3.Ventajas del uso de agentes control biolégico.

Este método permite monitorear y reducir los ataques de enfermedades. Entre sus principales
beneficios se encuentran el aumento de la produccion, el rendimiento y la calidad. Se
considera una practica de suma importancia para mantener bajo control de enfermedades de

manera econdmicamente eficiente (Granja et al., 2022).
6.4.Desventajas del uso de agentes control biolégico.

Es fundamental destacar que una limitacion significativa en la aplicacion de entomopatogenos
radica en su susceptibilidad a los cambios climaticos, como temperaturas extremas, la
exposicion a la luz ultravioleta y la desecacion. Ademas, su almacenamiento requiere
condiciones especificas y rigurosas. Es importante tener en cuenta que los insecticidas de

naturaleza bioldgica no causan la muerte instantanea de los insectos (Granja et al., 2022).
6.5.Antecedentes del uso de agentes biocontroladores.

En Argentina inicia el uso de microorganismos benéficos en el afio 1950 y después en 2013,
se forma el Comité Asesor en Bioinsumos de uso Agropecuario (CABUA) asesora sobre el
uso técnico que afecta minimamente la calidad, eficacia y bioseguridad que deben reunir los
bioinsumos agropecuarios para el uso en los campos agricolas (Mamani de Marchese &
Filippone, 2018), y a partir de aquello se retoma en el afio 2016 con las organizaciones INIAP

en Ecuador, e IICA que tienc 34 paises miembros en los que en los sectores publicos y



privados ayudaron a dar forma a las normas para la regularizacion de bioinsumos agricolas

(Ruales & Barriga, 2020).
6.6.Rhizobacterias.

Las Rhizobacterias forman parte de gran cantidad de microorganismos bioldgicos asociados a
la rizosfera que actiia como agente de control de enfermedades fiingicas y bacterianas, tanto
en la parte aérea y en la raiz de las plantas hospedadoras, son promotoras de crecimiento

vegetal (Hernandez et al., 2020).
6.6.1. Rhizobacterias para control biolégico.

Segun la referencia bibliografica de (Hemandez et al., 2020), se emplean los siguientes

géneros como agentes de control biologico en plantas:

o Azotobacter

e Pseudomonas
e Bacillus

o Enterobacter
e Rhizobium

o Azospirillum

Muchas especies de Proteobacterias son eficaces para el control biologico en enfermedades
foliares y también a las raices. La aplicacion de la cepa Pseudomonas fluorescens muestra
gran capacidad de inhibicion para el crecimiento de los fitopatogenos del suelo, tales como
Fusarium oxysporium, Rhizoctonia solani., Pythium ultimun., Phytophtora nicotianae,

Sclerotium rolfsii., Fusarium moniliforme y Fusariun solani (Aviléz, 2021).
6.6.1.1.Pseudomonas.

La familia Pseudomonadaceae son de origen marino y toleran altas concentraciones de sal.
Las especies de estas familias producen pigmentos amarrillos, verdes y azules, aunque a veces
puedan arrojar falsos negativos en las pruebas bioquimicas. El género Pseudomonas se
caracteriza por ser una bacteria gram negativa, moviles, es aerobios obligatorios, se desarrolla

a temperaturas optimas de 20 a 37°C (Ruiz, 2019).



Figura 1

Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Tomado de Jaramillo (2022)

Tabla 2

Taxonomia del Pseudomonas spp.

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammmaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseduomonas
Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens,
Especies Pseudomonas putida,

Pseudomonas syringae,

Pseudomonas stutzeri,

Fuente: Tomado de Ruiz (2019).
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6.7.Hongos fitopatogenos.

Los hongos son organismos eucariotas unicelulares o pluricelulares. Las células del segundo
se agrupan en filamentos. llamadas hifas, que en conjunto se denominan micelio las cuales

atacan absorbiendo los nutrientes de las plantas (Pefia & Paez, 2018).
6.7.1. Antecedentes sobre hongos que causan enfermedades en los cultivos

En 1875, se realizaron significativas contribuciones a la fitopatologia cuando se introdujeron
y desarrollaron técnicas modernas para el cultivo de microorganismos en cultivos puros. El
éxito de Brefeld en el desarrollo de sus métodos se vio respaldado por las técnicas y mejoras
desarrolladas previamente por Koch, Petri y otros. Ademas, Brefeld llevo a cabo
investigaciones detalladas y representd graficamente los ciclos de vida completos de las
enfermedades de los cultivos, especialmente las que afectan a los cereales (Pefla & Pacz,

2018).

En el afio 1926 Kurosawa demostré que el helecho de arroz daba como resultado plantulas
delgadas y demasiado altas por el hongo causal (Fusarium) también puede multiplicarse
cuando se manipulan plantulas sanas. gibberellma a finales de la década de 1950 se demostro
que numerosos, las bacterias y hongos fitopatdégenos producen la fitohormona acido

indolacético (George, 2018).

Segun investigadores de 1998, concluyen que la salud de las plantas se conserva al llevar a
cabo funciones fisiologicas dentro de los limites de su potencial genético. Sin embargo, la
enfermedad surge cuando estas funciones se ven afectadas por patogenos o condiciones
ambientales especificas. Los procesos que caracterizan las enfermedades varian segin el

agente causal (George, 2018).
6.7.2. Botrytis spp.

Proviene del término griego "botryose", que alude a racimos de esporas. La afeccion,
comunmente denominada moho gris de la fruta, se manifiesta tanto en entornos agricolas
como durante el almacenamiento y transporte. Su control se ve complicado cuando las
condiciones ambientales propician su desarrollo y expansion. (Garcia, 2017). La penetracion
directa de esporas germinadas en tejidos en crecimiento activo es rara. Generalmente, la
infeccion se produce a través de tejidos dafiados por insectos o heridas, como las causadas por
la poda. Después de un periodo sobre pétalos de flores o en hojas, se manifiestan

principalmente los sintomas en los cultivos.
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Las especies de Botrytis se distinguen mediante caracteristicas morfométricas, morfologicas y
condiciones de crecimiento, incluyendo la morfologia del micelio, el tamafio y la forma de los
conidios, el tamafio de los esclerocios y la especificidad del hospedante, aspecto crucial para
la diferenciacion. Esto resulta especialmente significativo al detectar especies en pétalos con
sintomas de tono marrén en los sépalos y el receptaculo. Si el patéogeno persiste en el
crecimiento floral, puede ocasionar la muerte del pedinculo, llevando consigo el deceso de la

flor y del fruto inmaduro (Elad et al., 2020).

Debido a que la enfermedad no puede infectar los tejidos internos durante la etapa inactiva,
los primeros estadios, al menos hasta el segundo o tercer dia, no revelaran indicios. Sin
embargo, una vez que los frutos comienzan a desarrollarse, el patdgeno se propaga y da lugar
a la denominada pudricion, manifestandose con una tonalidad marrén en la regién cercana al
caliz en los extremos (Mendoza, 2021). Al igual en hojas en alguna herida el patdégeno ingresa
e infecta a la planta hasta causar la muerte si no se la trata quimicamente o hasta

biolégicamente.

En frutas maduras, el moho gris es atraido facilmente por hongos que provocan dafios tanto en
la fruta como en su apariencia fisica. Este moho tiene la capacidad de colonizar rapidamente
los tejidos afectados del fruto, causando putrefaccion y deterioro, segin De Vallée et al.
(2023). La infeccion puede propagarse facilmente a otros frutos, siguiendo un patréon de
anidacion cominmente observado en grupos de frutas infestadas. Si la fruta afectada no se

retira de la planta, tiende a volverse seca y dura, incluso después de la cosecha.

De acuerdo con la informacién encontrada en la literatura, cuando Botrytis infecta, se revela
que este hongo comprende varias especies dentro del mismo género. Segln la investigacion
molecular, "Botrytis cinérea" se presenta como una entidad compleja que incluye diversas
especies relacionadas, a pesar de las diferencias en su base de analisis de ADN (Elad et al.,

2020).
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Figura 2

Conidioforo de Botrytis spp.

Fuente: Tomado de Céceres (2020).

Tabla 3

Taxonomia de Botrytis spp.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Leotiomycetes

Orden Heliotales
Familia Sclerotiniacea
Género Botryotinia

Botrytis cinérea

Botrytis fabae

Especie Botrytis tulipae
Botrytis tulipae

Botrytis narcissicola

Fuente: Tomado de Caceres (2020).

6.7.2.1.Ciclo bioldgico de Botrytis spp.
Las condiciones ideales para la reproduccion del hongo se dan cuando la humedad relativa
varia entre el 90% y el 95%, y las temperaturas se mantienen dentro del rango de 18°C a
23°C. En contraste, si la temperatura es mas baja, como 5 °C, la duracion del periodo de
humedad necesario se incrementa a 50 horas. Esto explica por qué los mayores dafios se

observan en climas templados y hiimedos (Coérdova, 2020).
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6.7.2.2.Control biolégico de Botrytis spp.

Existen hongos y bacterias con gran eficacia como agentes de control biologico. Se ha
estudiado la simbiosis de Pseudomonas fluorescens y otras especies, considerandolas como
posibles biocontroladores contra hongos fitopatogenos. Se han obtenido resultados positivos

en términos de inhibicién frente a Borrytis cinérea. (Ghadamgahi et al., 2022).
6.7.3. Fusarium spp.

El termino Fusarium spp. deriva del latin que tienen como significado “fucus”. Es un género
de hongos de distribucion mundial, ubicuos y con gran importancia econdémica ya que son
habituales fitopatogenos. Su extensa distribucion se debe a su capacidad de crecer en diversos
sustratos como en restos de la planta, por lo que son saprofitos y sus mecanismos efectivos de
dispersion como el viento y la lluvia juegan un papel importante en su propagacion (Moran,
2022).

El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio o como esporas en ausencia de sus
huéspedes; la temperatura optima para el desarrollo de Fusarium spp. es de 25 a 28°C, el
crecimiento se incrementa cuando la temperatura es cercana a 33°C y su desarrollo no es
favorable cuando tiene temperaturas iguales o menores a 17°C, es capaz de crecer y esporular
en un rango de pH que ronda aproximadamente los 6, y su crecimiento se ve mas favorecido

en un ambiente con poca luz (Martinez, 2020).
Figura 3

Fusarium spp.

Nota. A: Hifas. B: Macroconidios. C: Microconidios. D: Hifa y clamidosporas
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Fuente: Tomado de Castro (2018).

Tabla 4

Taxonomia de Fusarium spp.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Deuteromycete
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium

F. culmorum
FE graminearum
E proliferatum
Especie:
F. avenaceum

F. acuminatum

F equiseti

Fuente: Tomado de Moran (2022).

6.7.3.1.Ciclo biologico de Fusarium spp.

El inicio de la enfermedad comienza cuando las hifas crecen o cuando las clamidosporas se
encuentran en forma de dormancia, se presentan en los tejidos muertos del hospedero,
estimulando por los exudados secretados por las raices de las plantas recién sembradas. Las
hifas del hongo penetran directamente la epidermis de las raices, pasan a la corteza y a la
endodermis y entran a los vasos de la xilema, también las hifas pueden penectrar a través de las
heridas; sin embargo, la penetracion directa a través de las raices es el método mas comun. Al
estar dentro de la planta, el patdogeno se traslada hacia el tejido vascular esto ocurre mediante
una colonizaciéon que se produce dentro de la célula, para después dirigirse hacia los vasos del
xilema, donde lleva a cabo la invasiéon una vez que estos vasos estan en su fase madura, el
patdgeno puede crecer mediante el micelio y tener en consecuencia la muerte prematura de la
planta, cuyo proceso de crecimiento consta primero de monofialides (simples o ramificadas),
después crecen y son células poliblasticas (conidios solitarios), luego se enrollan y se conocen
como polifidlides (cadenas para formar falsas cabezas), y por ultimo esporodoquio

(macroconidios) (Manosalvas & Acurio, 2012).
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6.7.3.2.Control biolégico de Fusarium spp.

Hay hongos y bacterias que pueden ser muy eficientes al momento de ser usadas como
controladores biologicos se ha investigado sobre la simbiosis de Pseudomonas spp con las
raices de las plantas y el efecto de inhibicién contra Fusarium spp. En esta investigacion han
descrito diversidad también el hongo Trichoderma spp como potenciales antagonistas de

Fusarium spp. (Chauca & Otiate, 2023).
6.7.4. Alternaria spp.

La palabra Alternaria spp. proviene de latin "alternus" que significa alternante; la enfermedad
es endémica de México y tiene mayor incidencia en la madurez de los frutos y puede provocar
un retraso o en el peor de los casos no hubiera cosecha. Cuando es época de invierno y por el
riego existe una humedad alta, Alternaria spp. se desarrolla con el exceso de lluvias o mal
drenaje promueva que se propague mas el hongo, los conidios del hongo crecen en respuesta

de nutrientes en la superficie de la planta invadiendo hasta un 50% del ellos (Azanza, 2022).

Alternaria spp. ataca a la mayoria de cultivos de gran importancia econdémica, causando dafios
severos antes y después de la cosecha. La presencia de hongo que se relacionan con este
género que se extiende en todo el fruto; en los tallos se presentan necrosis que pueden llegar a
medir de 0,5 a 1,5 cm). Tiene una temperatura de crecimiento mesofila, es decir la
temperatura tienen un rango de 20°C y 30°C que puede crecer y sobrevivir y causar dafios a

los cultivos agricolas (Azanza, 2022).
Figura 4

Conidios obovoidales o elipsoidales, con septos transversales, oblicuos y longitudinales
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Fuente: Tomado de Cruz (2016).

Tabla 5

Taxonomia de Alternaria spp.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Alternaria alternata,
Especie:
Alternaria citri,

Alternaria dauci,

Alternaria mali

Fuente: Tomado de Cruz (2016).

6.7.4.1.Ciclo bioldgico de Alternaria spp.

La presencia de infeccion (manchas negras redondas) inicia en la parte inferior de la planta a
partir de 2 a 3 dias luego de la siembra, la presencia de las esporas se presenta a los 4 dias,
cuando la mancha causada por la infeccion presenta alrededor de 3 mm diametro, las esporas

y conidios son diseminadas por el viento infectando plantas sanas (Azanza, 2022).
6.7.4.2.Control bioldgico de Alternaria spp.

La aplicacion de levaduras epifitas para intentar reducir la incidencia del hongo Alternaria
spp., puesto que son capaces de competir por el espacio y permanecer durante largos periodos
en épocas de temperaturas altas y bajas. Las Rhizobacterias como Pseudomonas fluorescens u
otras especies pueden llegar a usarse como biocontroladores en hongos Curvularia spp.,
Fusarium spp. y Alternaria spp., constituyendo una asociacion con el cultivo de maiz (Aviléz,

2021).
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1.1.1.1.Ciclo biolégico de Alternaria spp.

La presencia de infeccion (manchas negras redondas) inicia en la parte inferior de la planta a
partir de 2 a 3 dias luego de la siembra, la presencia de las esporas se presenta a los 4 dias,
cuando la mancha causada por la infeccion presenta alrededor de 3 mm diametro, las esporas

y conidios son diseminadas por el viento infectando plantas sanas (Azanza, 2022).
1.1.1.2.Control biologico de Alternaria spp.

La aplicacion de levaduras epifitas para intentar reducir la incidencia del hongo Alternaria
spp., puesto que son capaces de competir por el espacio y permanecer durante largos periodos
en épocas de temperaturas altas y bajas. Las Rhizobacterias como Pseudomonas fluorescens u
otras especies pueden llegar a usarse como biocontroladores en hongos Curvularia spp.,
Fusarium spp. y Alternaria spp., constituyendo una asociacion con el cultivo de maiz (Aviléz,

2021).

2. HIPOTESIS.
2.1.Hipdtesis nula.

Ho: Pseudomonas spp a diferentes concentraciones no e¢jerce un efecto inhibidor sobre los
hongos fitopatogenos. (Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp.) en condiciones de

laboratorio.
2.2.Hipdtesis alternativa.

Hl1: la Pseudomonas spp en diferentes concentraciones logra controlar a los hongos

fitopatogenos (Botrytis spp., Fusarium spp.y Alternaria spp.) en condiciones de laboratorio.
3. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL.
3.1.Tipos de investigacion
3.1.1. Investigacion bibliografica

Consiste en la recopilacion de material bibliografico existente como articulos cientificos,
libros, tesis, documentos, entre otros con respecto al tema de estudio sobre agentes
biocontroladores, se analizdé y destacd lo mas importante para la construccion de nuevos

conocimientos para el desarrollo del documento del proyecto de investigacion
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3.1.2. Investigacion experimental.

Se realizd una investigacion experimental utilizando un diseflo completamente al azar (DCA)
tipo AXB, que incluy6 9 tratamientos y 5 repeticiones. En este contexto, se llevo a cabo la
manipulacion deliberada de las variables, con un nivel de significancia inferior al 11% (Silva
et al., 2018). En el laboratorio, se realizd un experimento con diversas concentraciones de
Pseudomonas spp para evaluar su eficacia en el control de hongos patégenos, como Botrytis
spp., Fusarium spp. y Alternaria spp. Este modelo nos permite comparar las medias de los

niveles del factor A y entre los diferentes niveles del factor B.
3.2.Métodos de Investigacion
3.2.1. Cuantitativo.

Esta investigacion se considera cuantitativa debido a que involucra la recopilacion de datos
relacionados con el crecimiento radial, los cuales fueron sometidos a un analisis estadistico.
Ademas, estos datos se han transformado en una tabla que muestra el porcentaje de
inhibicion, lo que aflade un componente numérico y cuantitativo a la evaluacion de los

resultados.
3.2.2. Cualitativo.

Se utiliz6 las claves taxonémicas de los hongos para la identificacion de los agentes
patogenos al utilizando el microscopio observando la morfologia de los hongos fitopatogenos,

mientras que en las bacterias se identifico mediante pruebas bioquimicas.
3.3.Técnicas de Investigacion
3.3.1. Observacion directa.

Esta técnica consiste en observar detenidamente el crecimiento de los hongos fitopatégenos

para tomar informacién por la aplicacion de Pseudomonas spp.
3.4.Unidad experimental.

Para el bioensayo, la unidad experimental consisti6 en 45 unidades experimentales (cajas
petri), en las cuales se aplico Pseudomonas spp a diferentes tipos de hongos fitopatdégenos.

cada uno con su respectivo tratamiento y repeticion.
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3.5.Diseiio Experimental.

Se llevo a cabo un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) AxB, en el cual se considerd
el Factor (A) como los hongos patogenos (Botrytis spp., Fusarium spp.y Alternaria spp.),y el
Factor (B) con las concentraciones de Pseudomonas spp (105 UFC y 108 UFC), ademas de un
testigo (en el que solo se cultivaron los hongos sin la bacteria Pseudomonas spp) se realizaron
cinco repeticiones para los 9 tratamiento propuesto dando un total de 9x5=45 unidades

experimentales.
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3.5.1. Esquema de ADEVA
Tabla 6

ADEVA de la evaluacion de las diferentes concentraciones de Pseudomonas spp

contra los hongos fitopatogenos.

Factor de variable Grados de libertad
Hongos fitopatogenos 2
Concentraciones de Pseudomonas spp 2

Hongos fitopatogenos x Concentraciones de Pseudomonas spp 4

Repeticiones 4
Error experimental 32
Total 44

Elaborado por: Ruiz, 2023
3.5.2. Factores en estudio
3.5.2.1. Factor A (hongos fitopatogenos)
e FSI1: Fusarium spp.
e BS2: Botrytis spp.
o ASI1: Alternaria spp.
3.5.2.2. Factor B (concentracion del biocontrolador Pseudomonas spp UFC/ml)
e PO: (testigo sin bacteria).

e PS1:3.7x10°UFC.
. PS2:83x10°UFC

Los factores en estudio fueron las aplicaciones de Pseudomonas spp en tres niveles de

concentraciones contra tres hongos patogenos: Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp.
3.5.3. Tratamientos en estudio

Este ensayo cuenta con nueve tratamientos que resultaron de la combinacion de tres hongos

fitopatogenos contra dos niveles de concentracién de Pseudomonas spp y un testigo. En la
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Tabla 7 la matriz experimental detallando 9 corridas experimentales, usando como factores A

(hongos), y B (bacteria).
Tabla 7

Matriz experimental

Factor A Factor B Tratamientos Descripcion

-T1 =BS1PS1C1 -Pseudomonas spp 10x®x Botrytis spp
-T2 =BS1PS1C2 -Pseudomonas spp 10x’ x Botrytis spp

-T3 =BSI1PO -Botrytis spp (testigos)
-BS1(Botrytis spp) -PSIC1(8.3X108) -T4 =FS1PS1C1  -Pseudomonas spp 10x® x Fusarium spp
-FS1 (Fusarium spp)  -PS1C2(3.7x10°) -T5=FSIPS1C2  -Pseudomonas spp 10x’ X Fusarium spp
-AS1(Alternaria spp) -PO(testigo sin bacteria) -T6 =FS1 PO -Fusarium spp (testigos)

-T7=AS1PSIC1 -Pseudomonas spp 10x* x Alternaria spp
-T8 = AS1PS1C2  -Pseudomonas spp 10X’ x Alternaria spp
-T9 = AS1 PO -Alternaria spp (testigos)

Elaborado por: Ruiz, 2023
3.5.4. Variables evaluadas

A continuacion, se presenta las variables en estudios a evaluar en la investigacion:

Tabla 8

Variables para el bioensayo.

Variable

. Variable Dependiente Parametros Indicadores
Independiente

D 1lo de los h Fi j . . . .
Concentracion de Csatrotlo e 108 NONgos frusariun spp Inhibicion Inhibicion en % radial de

Pseudomonas spp. Botrytis spp., Alternaria spp. radial. los diferentes hongos.

Elaborado por: Ruiz, 2023
3.5.5. Esquema de diseiio del ensayo

Los datos recopilados fueron estructurados en un Diseflo Completamente al Azar (AxB). Esto
comprende tres tipos de hongos fitopatégenos y tres niveles de concentracion, y en cada

tratamiento se realizaron con 5 repeticiones.
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Tabla 9

Esquema del diserio del ensayo.

23

Tratamiento 1 Fusarium spp + testigos sin bacteria. ©
Tratamiento 2 Fusarium spp + 3.7 x 10° UFC. @
Tratamiento 3 Fusarium spp + 8.3 x 10° UFC. o

PPD®

Tratamiento 4 Botrytis spp. + testigos sin bacteria.

Tratamiento 5 Botrytis spp. + 3.7 x 10° UFC.

Tratamiento 6 Botrytis spp. + 8.3 x 10° UFC.
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Tratamiento 7 Alternaria spp. + testigos sin bacteria.
Tratamiento 8 Alternaria spp. +3.7 x 10° UFC. q g ,
Tratamiento 9 Alternaria spp. + 8.3 x 10° UFC.

Elaborado por: Ruiz, 2023
3.6.Ubicacion de la investigacion.

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
técnica de Cotopaxi campus Salache, estd dentro del perimetro rural canton Latacunga,
ubicada al suroeste de la cabecera cantonal, junto a la E35 en el km 7,53 de la carretera que va

via Salache la cual esta ubicado a una altura de 2,870 msnm.



Figura §

Universidad Técnica de Cotopaxi

UTC Caren

Fuente: Gooogle maps, 2023

3.7.Materiales, reactivos y equipos
Tabla 10

Materiales reactivos y equipos.

25

Materiales Equipos Reactivos/Sustancias
- Autoclave -PDA(HONGOS)
- Balanza analitica -Alcohol al 96%

- Agitador magnético

- Fundas plasticas - Microondas

- Frascos desechables - Destilador de agua

- Cajas Petri - Refrigerador

- Mechero - Camara de flujo laminar
- Camara Neubabuer
- Autoclave

- Balanza analitica

-Cloro al 3%

-Alcohol antiséptico
-Hipoclorito de sodio

-Agua destilada, esterilizada

-Tincién de gran (cristal violeta, yodo, alcohol
acetona y safranina)

-Arroz

-Melaza

Elaborado por: Ruiz, 2023
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3.8.Recoleccion de las muestras.
3.8.1. Muestras vegetales con sintomatologia de Botryftis spp.

Se recolectaron muestras vegetales en el invernadero de rosas del Campus Salache. La
manifestacion de este fendmeno se observa en el haz de las hojas y a lo largo de los nervios de
la planta, donde aparecen puntos amarillos que con el tiempo evolucionan hacia un tono
marrén, dando lugar a una apariencia polvorienta. Este proceso conlleva al debilitamiento de
las hojas y en algunos casos se pueden apreciar finas telarafias en la parte inferior de las hojas

afectadas segtn Elad (2020).

Asi también, es posible fijarse en los sintomas guiados por lo mencionado en ¢l trabajo
de Bika et al. (2021), quienes recalcan que las plantas enfrentan amenazas de Botrytis cinerea,
generando sintomas como manchas, pudricion y marchitez. El tizon, caracterizado por
lesiones necroticas, afecta pétalos, hojas y tallos, llevando a la destruccion de las cabezas
florales y la caida de pétalos. Este hongo también induce tizon en las hojas cuando el tejido
floral infectado entra en contacto con ellas. En situaciones extremas, el tizon del tallo
progresa, alcanzando la base y potencialmente causando la muerte de la planta, impactando
negativamente la longevidad y calidad como se observa en la Tabla 6, fotografia tomada por

el investigador actual.
Figura 6

Fotografia de sintomas de Botrytis spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023

3.8.2. Recoleccion de muestras de suelo para el aislamiento de Fusarium spp.

Se procedi6 a la obtencidon de muestras botanicas en el invernadero de rosas situado en el
Campus Salache. Las plantas afectadas por Fusarium spp. tienden a exhibir una

sintomatologia caracterizada por marchitamiento, deterioro de las raices, putrefaccion del pie
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y del tallo. Un indicador crucial para la identificacion de esta enfermedad, segin Moran
(2022), es la manifestacion de un amarillamiento excesivo en las hojas. Para realizar la
recoleccion de la muestra, se seleccionaron aquellas plantas que presentaban un marcado

descoloramiento o amarillamiento en sus hojas.
3.8.3. Muestras vegetales con sintomatologia de Alfernaria spp.

Se tomaron muestras vegetales del cultivo de tomate de arbol en las terrazas del Campus
Salache de arbol con signos de infeccion las cuales mostrando manchas circulares pardo
oscuro de 5 a 8 mm en las hojas mas antiguas, adoptando la forma de anillos con resplandor
amarillento. Los frutos, tanto en su fase verde como madura, pueden ser afectados en la
region cercana al pedinculo, con manchas oscuras y secas capaces de propagarse por toda la

superficie. En los tallos, se observan areas necréticas de 0,5 a 1,5 cm (Azanza, 2022).
3.9.Elaboracion de trampas microbiologicas para la obtencién de un biocontrolador

Se prepararon trampas de microbioldgicas para la obtencion de un biocontrolador. Se peso 1
kg de arroz precocido (sin sal), se mezcld con Y4 de litro de melaza, distribuyendo el arroz en
varios frascos desechables. Las trampas se colocaron en dos areas forestales distintas del
campus Salache a 10 cm de profundidad, esto se realizd de acuerdo a la investigacion

realizada por Navarrete (2021).
3.10. Cultivo de hongos fitopatégenos en el laboratorio
3.10.1. Camara humeda.

Se elabor6 una camara humeda para Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp. segin el
protocolo de Mufioz et al. (2019). Para proporcionar las condiciones de temperatura y
humedad que provocan el crecimiento y desarrollo de estructuras de hongos. Se utilizaron
fundas de plastico estéril y desinfectado con alcohol 70%, en el interior se colocd papel
absorbente, se humedece con agua destilada y se colocan las muestras distribuyéndolas sobre
el papel, sellando con cinta scotch, esto se realiza para formar un ambiente hiimedo y

finalmente por 3 dias a condiciones normales.
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Figura 7

Material vegetal infectado

Elaborado por: Ruiz, 2023.

3.11. Aislamiento de hongos fitopatégenos

Se aplicod la metodologia establecida por Mufioz et al. (2019), que recomienda el empleo del
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) para el desarrollo de las muestras afectadas por

hongos fitopatdgenos, como se detalla en el Anexo 1.

Primero se prepara el medio de cultivo PDA se utiliz6 1000 ml de agua destilada y se pesa 39
gr de PDA, después se coloca en el autoclave por 40 minutos a unas 15 libras de presion,
después en la camara de flujo laminar en la que se procedi6 a aislar en el medio de cultivo
PDA los fragmentos de material vegetal infectados con sintomas de los patdégenos Botrytis
spp., Fusarium spp. y Alternaria spp. Los pedazos del material vegetal, tenian alrededor de 1
centimetro, se distribuyeron en diferentes cajas de petri, asignando cajas especificas por cada
tipo de hongo patégeno. El proceso de cultivo se repiti6 a intervalos de 7 dias hasta lograr
purificar a los hongos deseados, tal como se describe en el trabajo de Castro (2020). Este
procedimiento es esencial en la investigacion de fitopatologia, ya que permite el aislamiento y

un analisis de los hongos en estudio.
3.12. Identificacion por el microscopio
3.12.1. Caracteristicas morfologicas de Fusarium spp.

Fusarium spp. produce esporas asexuales llamadas conidios con forma un poco alargada

curva y con hifas cenociticas y también se le considera un hongo sésil lo que significa que no
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es movil segiin (George, 2018). En la fotografia numero B se muestran en las imagenes
esporas asexuales de forma de baston y en la fotografia nimero A se puede distinguir las hifas

septadas.
Figura 8

Fusarium spp.
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Elaborado por: Ruiz, 2023.

3.12.2. Caracteristicas morfologicas de Borryftis spp.

Botrytis spp. produce esporas asexuales llamadas conidiéforos que tiene forma ovalada y con
hifas septadas y también se le considera un hongo sésil lo que significa que no es moévil segiin
(George, 2018). En la fotografia A indica las esporas de forma ovalada y en la fotografia B el

cuerpo fructifero en forma de ramo y las hifas captadas.
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Figura 9

Bortrytis spp.
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Elaborado por: Ruiz, 2023

3.12.3. Caracteristicas morfoldgicas de Alternaria spp.

Alternaria spp. produce esporas asexuales Ilamadas conidi6foros usualmente son
pluricelulares que tiene forma de bastén y con hifas septadas formando cadenas y también se
le considera un hongo sésil lo que significa que no es mévil segin Kumari et al. (2020). En la
fotografia tomada en el laboratorio A se puede notar las hifas captadas y en la fotografia B se

logra distinguir de mejor manera los conidios captados y en cadenas acropétalas.

Figura 10

Alternaria spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023
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3.13. Aislamiento de un agente biocontrolador en medios de cultivo especificos

Para la preparacion de medios de cultivos para el aislamiento de un agente biocontrolador se
utiliz6 las metodologias establecidas por Al-Rubaye et al. (2020). La cual explica los reactivos

de cual se componen.

Se preparé un medio enriquecido liquido utilizando 3.6 gramos de peptona disueltos en 100
mL de agua destilada. Después de preparar la solucion se someti6 a la autoclave durante 40
minutos. A partir de este medio esterilizado se cultivaron microorganismos a partir de la
trampa de microorganismos que crecié en movimiento constante con la ayuda de un agitador
orbital para muestras microbiana, en un periodo de 24 horas. Luego, se realiz6 un aislamiento
en un medio sélido de agar nutritivo, utilizando 3,9 gramos de agar en 100 ml de agua
destilada, y se incub6 durante 48 horas. Después, se procedid a preparar medios selectivos

para las bacterias del género Pseudomonas, como el medio King A y el medio Cetrimide.

Para el medio King A, se prepar6 una solucion homogénea con lo que se realizo la solucion
homogeneizada de la que se usé 3.9 gr en 100 ml de agua destilada el cual se autoclavod
durante 40 minutos a una presion de 15 libras. Luego, este medio se cultivé durante 48 horas
en la incubadora. Finalmente, se realizd0 un reaislamiento en un medio de cultivo con
Cetrimide. Para preparar este agar Cetrimide, se disolvieron 3.9 gramos de Cetrimide en 100
ml de agua destilada. Este medio contenia un agente quimico llamado acetamida, que tenia la
capacidad de inhibir el crecimiento de otras bacterias gramnegativas, favoreciendo asi el

crecimiento de las bacterias del género Pseudomonas spp.

Después se aislo en un medio solido agar nutritivo del cual se toma 3.9g en 100 ml de agua
destilada y se incuba por 48 horas, después se procede a preparar medios selectivos para
Pseudomonas spp. como King Ay Cetrimide, para el medio King A se utiliz6 agar purificado,
K,HPO, (anhidro), MgSO, y 7H,O (anhidro) hasta tener una solucién homogénea, y
autoclavar por 40 minutos a 15 libras de presion el cual se cultivé por 48 horas en la
incubadora, finalmente se re aisl6 en un medio de cultivo con Cetrimide del que se prepara
3.9gr de Cetrimide en 100 ml de agua destilada el agar Cetrimide tiene un agente quimico
Acetamida el cual puede inhibir el crecimiento de otras bacterias gran negativas teniendo

preferencias el crecimiento de las bacterias del género Pseudomonas spp.

Para el aislamiento del agente biocontrolador se utilizd las metodologias establecidas por

(Acaro, 2020). Se extrajo un fragmento de la trampa de microorganismos, el mismo que se
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mantuvo en constante movimiento con ayuda de un agitador orbital para muestras microbiana,
en un periodo de 24 horas, luego del tiempo establecido con una micropipeta se toma una
suspension de 100 microlitros en medios s6lidos de agar nutritivo y se incubo por 48 horas,
nuevamente se aislan en medios de cultivo selectivo agar King A el cual contiene glicerol ¢
inhibe el crecimiento de otras bacterias que no sea la Pseudomonas spp., finalmente se aislo
nuevamente en un medio de cultivo con Cetrimide que tiene un agente quimico Acetamida el
cual puede inhibir el crecimiento de otras bacterias gran negativas teniendo preferencias el

crecimiento de las bacterias del género Pseudomonas spp.
Figura 11

Trampa de microorganismos contaminada

Elaborado por: Ruiz, 2023.

Figura 12

Proceso de la preparacion de los medios de cultivo para el aislamiento de Pseudomonas spp

Nota. Se usé como medios de cultivo del agar King, Cetrimide y Nutritivo.
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Elaborado por: Ruiz, 2023
3.14. Pruebas bioquimicas para identificar bacterias
3.14.1. Catalasa Prueba de catalasa

La catalasa es una prucba bioquimica se utiliza para determinar la enzima catalasa que
descompone el peroxido de hidrogeno (H,O;) en agua (H,O) y oxigeno (O,) como se
muestran los reactivos en la Figura 13 y la reaccion quimica 2H,0, — 2H,0 + O,, donde se
observan burbujas por lo que se descompone el peroxido (Jaramillo, 2022). Sobre un cubre
objetos se coloco una muestra tomada con un asa de la bacteria que se desarroll6 con el medio
Cetrimide Se tomaron 50 microlitros de agua oxigenada al 3%, con la que reacciono la
bacteria al instante con burbujas en toda la muestra expuesta a el agua oxigenada al 3%,
siendo como resultado catalasa positiva. El principal objetivo de esta prueba es separar
Micrococacceae 'y Pseudomonadaceae (positiva) de Streptococcus spp. y Enterococcus spp.

(negativa)
Figura 13

Reaccion de la catalasa con H>O,.

Elaboracion propia: Ruiz, 2023.

3.14.2. Prueba de Gram

La tincion de Gram reacciona segun el tipo de pared celular que tiene la bacteria, la retencion
o el escape del complejo cristal violeta/yodo (Lugol). Entre otras diferencias la bacteria Gram
positiva tiene un peptidoglicano en la pared celular mas gruesa que las bacterias Gram

negativas (Rodriguez & Arenas, 2018).
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Se puede observar un color rojo claro propio de las bacterias gran negativas segun protocolo
de Hans Christian que se describe en el trabajo de Rodriguez (2018). El lugol ayudo a fijar la
union que hay entre peptidoglicano y el cristal violeta por un minuto y luego el decolorante
alcohol acetona se dejo reposar por treinta segundos y por ultimo se coloca la safranina con
un tiempo de 30 segundos y en el microscopio en un aumento de 100X aplicando en el porta
objetos se le afiade aceite de inmersion resultando gran negativa como se muestra en la Figura

14.
Figura 14

Fotografia de observacion de prueba Gram negativa

Elaborado propia: Ruiz, 2023

3.15. Identificacion de bacterias

Para llevar a cabo la identificacion de bacterias, se emplearon pruebas bioquimicas, como se
detalla en este proceso, se obtuvo la bacteria Pseudomonas putida. Estas actividades se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi. Es
importante destacar que la identificacion del género se efectudé en el laboratorio interno,

mientras que la identificacion a nivel de especie se realiz6 en un laboratorio externo.
3.15.1. Preparacion de las concentraciones de la bacteria Pseudomonas spp.

Se procedi6 a la preparacion de concentraciones de Pseudomonas spp. mediante la confeccion
de una solucion de 500 mL de peptona. Posteriormente, se obtuvo el material bacteriano de
una caja petri utilizando un asa microbiologica, introduciéndolo en la solucion y agitandolo
durante 5 minutos hasta lograr una homogeneidad adecuada. Para la preparacion de diluciones

seriadas, se siguieron los lineamientos establecidos por Ramirez et al. (2018). Se utilizé el
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medio de cultivo Cetrimide, donde se crecieron las Pseudomonas spp. a partir de 20 cajas
petri. Luego, se raspd el contenido para transferirlo a un medio de cultivo liquido en una
solucion enriquecida de peptona, denominada solucion madre. Esta ultima se sometio a
diluciones seriadas mediante una pipeta Pasteur. Se tom6 1 ml de la suspension madre, se
afor6 con 9 ml de agua destilada (disolucion de 1/10), y este proceso se repitid para la

segunda disolucion (1/100).

Se aplico la técnica de conteo en la camara de Neubauer, obteniendo la concentracion de
unidades formadoras de colonias (UFC) mediante la formula: Promedio de los cuadros de la
cdmara de Neubauer % dilucion. Siguiendo los protocolos de Mufioz S. (2016), se logr6é una
concentracion inicial de 8.3x10° UFC/ml, y a partir de esta suspension, se obtuvo una segunda

concentracion de 3.7x10° UFC/ml mediante un proceso similar de dilucion y conteo.
Figura 15

Disoluciones seriadas
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10 g de muestra en 90 mL
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20 pL
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Fuente: Tomado de Ramirez et al. (2018)
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Para calcular la formula de UFC/ml, es esencial considerar las dimensiones especificas de la
camara de Neubauer, ya que diferentes fabricantes pueden tener volimenes distintos para
realizar el conteo. Después de tener en cuenta este aspecto, se aplico la formula mencionada,
resultando en un promedio de células contadas de 830.25. Esto se multiplicé por el factor

10,000 y la dilucion de 1/100 (107%) para obtener el resultado final (Mufioz, 2016).
Figura 16

Camara Neubabuer
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Nota. Unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC mL™), se recomienda asegurarse de que el niimero de
colonias que se cuenten esté dentro del rango de 30 a 300 antes de aplicar la formula proporcionada.

Fuente: Tomado de Ramirez et al. (2018)

3.15.2. Bioensayos in vitro para evaluar la eficiencia de la bacteria Pseudomonas spp.

Los bioensayos se realizaron siguiendo las directrices de Ruiz (2019). Los
aislamientos de hongos fitopatogenos, purificados y cultivados en medio PDA, fueron
utilizados en el experimento. Se extrajeron discos de 0.7 cm de didmetro de estos cultivos, y
cada caja Petri se dividio en cuatro cuadrantes, cada uno inoculado con un disco previamente
contaminado con los hongos fitopatogenos, sumando asi cuatro discos por caja. Se aplicaron
diferentes concentraciones de Pseudomonas spp. alrededor de los discos contaminados,
manteniendo un radio de 1 cm y dispensando 125 microlitros de la solucion por disco.
Posteriormente, se sellaron herméticamente las cajas Petri con papel parafilm y se etiquetaron

individualmente con la identificacion de los aislamientos de hongos. Los aislamientos se
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incubaron a 27 °C vy, a lo largo del experimento, se registr6 diariamente el crecimiento del

micelio de los hongos utilizando una regla para medir en centimetros.
Figura 17

Rotulacion de Cajas Petri

Fuente: Tomado de Nova (2021)
Figura 18

Preparacion de Disco de PDA

Elaborado por: Ruiz, 2023
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Figura 19

Inoculacion de la bacteria alrededor de los hongos fitopatogenos

Elaborado por: Ruiz, 2023

3.16. Datos evaluados.
3.16.1. Porcentaje de inhibicion de los hongos fitopatégenos.

Se realizé una evaluacion de la inhibicion a lo largo de 7 dias, midiendo diariamente el
crecimiento radial del micelio de los hongos con la ayuda de una regla. El proposito era
determinar si la aplicacion de Pseudomonas spp. a diferentes concentraciones presentaba
alguna diferencia significativa en comparacion con el grupo control o testigo, que
experimentd crecimiento sin la presencia de Pseudomonas spp. los datos se evaluaron con la

formula:
% I=%C —%CT
1%= Porcentaje de inhibicion
C%= Porcentaje de crecimiento
CT= Porcentaje de crecimiento del testigo en el ultimo dia evaluado

La formula normal difiere en su formulacion, aunque no se compara con el testigo por razones
practicas. Segun la bibliografia consultada, la formula hace referencia al crecimiento final. Sin
embargo, en la ejecucion del ensayo, se optd por medir el crecimiento del testigo al séptimo
dia. Esto se debi6o a que, de los tres hongos investigados, dos alcanzaron el 100% de
crecimiento en dicho periodo. Por esta razon, se concluy6 el ensayo en el séptimo dia, ya que
se considerd que este tiempo era suficiente para obtener resultados representativos dada la

rapida expansion de los hongos en estudio.
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Para calcular el porcentaje de inhibicién se toma en cuenta la dimensién maxima de la caja
Petri, los resultados del crecimiento de los hongos fitopatdogenos en un medio PDA se

convirtieron en datos de porcentaje de inhibicion.
4. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.
4.1.Caracterizacion de Botrytis spp.

Se identifico dos caracteristicas correspondientes a Botrytis spp. debido a que presentaba un
micelio de color grisdceo y una estructura filamentosa de aspecto algodonoso lo cual se
comparado con los resultados obtenidos (W. Castro et al., 2018). Determinando que

corresponde a una Botrytis spp.
Figura 20

Fotografia del micelio tomada en el laboratorio

Elaborado por: Ruiz, 2023

En la imagen A, se sefiala las hifas que se han observa en la imagen B hifas septadas cortas en
la imagen B se destaca claramente la estructura del cuerpo fructifero en forma de ramo y en la
fotografia C se sefialan las esporas que tienen una forma ovalada comparando (Caceres,
2020). Suelen tener esporas en estructuras especializadas llamadas conididsporas. Estas
conidioésporas se forman en estructuras en forma de racimo llamadas conidi6foros. Los

conidioforos pueden ser ramificados y pueden estar cubiertos de conidios (esporas).
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Figura 21

Fotografia de hifas, conidios y conidioforos de Botrytis

Elaborado por: Ruiz, 2023

Asi también, Harper (2019) en su estudio identificaron que el aislado B-555 de Botrytis,
aunque no mostraba diferencias macroscopicas notables, reveld caracteristicas fenotipicas
cripticas al crecer a diferentes temperaturas, exhibiendo tasas variadas de crecimiento y
formacion de esclerocios. En condiciones de esporulacion, se destacé por micelios aéreos
esponjosos y conidioforos ramificados, en contraste con otras especies. En ensayos de
virulencia, B-555, junto con Bp-362 y Bc-385, demostré una menor incidencia de enfermedad
y lesiones mas pequefias en hojas de parra, diferenciandose de otras cepas de B. cinerea. En
pruebas de virulencia en uvas, B-555 cumplié con los postulados de Koch al ser reaislado de

bayas dafiadas ¢ ilesas.
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4.2.Caracterizacion de Alternaria spp.

Se identificd Alternaria spp. al observar sus caracteristicas distintivas, que incluyeron un
color oscuro y una superficie de estructura lisa comparado con fotografia y resultados de Cruz
et al. (2016). Por otro lado, Elfar et al. (2018), mencionaron que los aislados de Alternaria
presentaron conididforos tnicos y conidias catenuladas muriformes en tonos marrones a
marrén dorado. Se clasificaron en seis grupos (A, B, C, D, E y F) segtiin la morfologia de la
colonia, conidi6foros y conidios. Los grupos exhibieron variaciones en el color y la textura de
las colonias, asi como en la estructura de los conidi6foros y conidios. Los grupos A, B, C, D,
E y F se identificaron como A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. frumenti, A.
kordkuyana y A. dumosa, respectivamente. Cada grupo mostrd caracteristicas morfologicas
distintivas, incluyendo tamafios de conidios, estructuras de conidioforos y colores de colonias,

proporcionando una clasificacion detallada de los aislados de Alternaria.
Figura 22

Identificacion de Alternaria spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023
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Figura 23

Alternaria spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023

En la figura B, se pueden apreciar esporas asexuales que presentan una estructura de forma
alargada, similar a un baston, mientras que en la imagen A, se distinguen de manera evidente
las hifas con divisiones septada comparado con lo desarrollado en el trabajo de Castro et al.
(2018). Produce esporas asexuales llamadas conidios en estructuras especializadas llamadas
conidioforos. Estos conidi6foros pueden ser simples o ramificados y a menudo estan

agrupados en esporadicos.
4.3.Caracterizacion de Fusarium spp

Se identifico6 Fusarium spp al observar sus caracteristicas distintivas, que incluyeron un
rosado y una superficie de hifas algodonosa segtn las fotografia y resultados de Castro et al.
(2018). En el caso de Kalman et al. (2020) los cultivos analizados fueron confirmados como
pertenecientes al género Fusarium mediante analisis microscopico. Las hifas, hialinas,
septadas y ramificadas, presentaban un ancho de 3,1 a 3,6 um. La esporulacion, que se
observo dias después de la transferencia a nuevas placas, generd tres tipos de esporas
vegetativas: microconidias, macroconidias y clamidosporas, cada una con caracteristicas
distintivas. Las microconidias, células pequefias, carecian de septos, mientras que las
macroconidias, células grandes, exhibian una forma falcada con tres o cuatro septos. Las

clamidosporas, presentes en el micelio mas antiguo, tenian paredes gruesas y proporcionaban
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defensa contra la degradacion y los antagonistas. Los conidi6foros, hialinos y a veces

ramificados, portaban abundantes microconidias.
Figura 24

Identificacion de Fusarium spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023
Figura 25

Fusarium spp.

Elaborado por: Ruiz, 2023

En la imagen capturada en el laboratorio A, se observan claramente las esporas septadas,
mientras que en la imagen B se logra discernir cadenas acropétalas, corroborando los

hallazgos de Cruz (2016). El hongo genera conidios (esporas asexuales) en estructuras
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especializadas denominadas conididforos, los cuales tienden a ser ramificados y pueden

albergar varios conidios en su asca.

Para el cumplimiento del segundo objetivo del aislamiento de un agente biocontrolador se

realiz6 varias pruebas bioquimicas para el aislamiento de Pseudomonas spp.
Figura 26

Pruebas bioquimicas para el aislamiento de Pseudomonas spp.

Nota. A Pseudomonas putida y B Burkholderia pseudomallei, el medio Cetrimide.
Elaborado por: Ruiz, 2023

La concentraciéon de 3.7x 10° células por ml de la Pseudomonas arrojo como resultado el
menor porcentaje de inhibicion con tres los 3 hongos evaluados, mientras que la
concentracion mas alta de 8.3x 10 ® por células por ml fue la que mayor eficiencia de

resultados dio en todo el periodo de crecimiento de los hongos fitopatdégenos.

El crecimiento diario de los fitopatégenos se evalué durante un periodo de seis dias. Se
observo que el grupo de control, que no recibid la aplicacion de Pseudomonas spp, alcanzé un
crecimiento del 100%. En contraste, los grupos tratados con concentraciones de 3.7x10° y
8.3x10% de Pseudomonas spp. mostraron una disminucion significativa en el crecimiento de
los fitopatogenos. Entre estos, Alternaria spp. y Botrytis spp. fueron los hongos que
experimentaron la mayor inhibiciéon en su crecimiento en comparacion con el grupo de
control. Este hallazgo destaca la efectividad de Pseudomonas spp. como agente de inhibicién

del crecimiento de estos fitopatdgenos.



45

4.4.Inhibicién en porcentaje de crecimiento en los bioensayos de los hongos

fitopatogenos

Los resultados de los bioensayos de hongos fitopatdégenos revelan el impacto significativo de
las concentraciones de los agentes inhibidores. Para Botrytis spp, se observa una fuerte
inhibicion, con porcentajes de crecimiento de 84% y 53% a las concentraciones Tx10® HB y
Tx10° HB, respectivamente, mientras que el testigo muestra un 0%. En el caso de Fusarium
spp, las concentraciones Tx10° HB y Tx10° HB logran inhibiciones del 80% y 70%,
respectivamente, contrastando con el 0% del testigo. Similarmente, para Alternaria spp, se
registran notables inhibiciones del 81% y 52% a las concentraciones Tx10® HB y Tx10° HB,
mientras que el testigo alcanza un 4% de crecimiento, esto demuestra la efectividad de las
concentraciones aplicadas en la inhibicion del crecimiento de los hongos fitopatdégenos

evaluados.
Tabla 11

Promedio de porcentaje de inhibicion del crecimiento de los tratamientos

Concentraciones Tx10 * HB Tx10 ° HB Testigo
Botrytis spp 84% 53% 0%
Fusarium spp 80% 70% 0%
Alternaria spp 81% 52% 4%

Elaborado por: Ruiz, 2023

Figura 27

Porcentaje de Inhibicion

Porcentaje de Inhibicion
1%

= TX10 8 HB
= TX10 5 HB
TESTIGO

Nota. Promedio de todos los hongos en inhibicion del que corresponde a cada tratamiento

Elaborado por: Ruiz, 2023
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4.5.Analisis de Varianza
Tabla 12

Cuadro de andlisis de la varianza (SC III) (p > 0,05).

Fuente de variacion G. L. C. M. F p-valor
Modelo 12 0.09 275.60 <0.0001
Concentraciones 2 0.51 1629.0661 <0.0001 **
Hongos 2 16E” 498 0.0158 *
Concentraciones*Hongos 4 25E% 8.16 0.0001 **
Repeticiones 4 50E" 1.61 0.1962
Error 32 31"
Total 44
CV % 1.51

Nota. Extraido de Info Stat/LL 2023

Tabla 13

Prueba de Tukey

Hongos Concentraciones Medias N E.E. Categoria

BS1 PS1 1,03 5 001 A
AS1 PS1 1,03 5 001 A
FS1 PS1 1,04 5 001 A
FS1 PS2 1,07 5 001 AB
AS1 PS2 1,1 5 001 B
BS1 PS2 1,1 5 001 B
AS1 PSO 1,34 5 001 C
FS1 PSO 1,39 5 001 D
BS1 PSO 1,4 5 001 D

Nota. Extraido de Info Stat/LL 2023

En el Disefio Completamente al Azar (DCA), la relacion entre las Concentraciones y los
Hongos exhibi6 un valor p del 0.0001 mostrando un valor significativo, los factores por si
solos también demostraron ser significativos, dado el primer factor que son las
concentraciones que tiene un valor p de 0.0001 altamente significativo, Ademas, para el
analisis del segundo factor se identificé una diferencia estadisticamente significativa entre los

hongos fitopatogenos, con un valor p de 0.0158. Esto implica que existen diferencia



47

significativa entre las concentraciones como entre los hongos fitopatdogenos examinados en la
investigacion. Ademas, es fundamental destacar que el Coeficiente de Variacion presenta una

dispersion baja, registrando un valor del 1.56%.

Los resultados de la prueba de Tukey revelan diferencias significativas en las concentraciones
de diversos hongos fitopatégenos. A una concentracion de PS1, las medias de crecimiento
para BS1, AS1 y FS1 son similares, todas alrededor de 1,03, y se categorizan como A. Sin
embargo, a la concentracion PS2, FS1 y AS1 presentan medias de 1,07 y 1,1 respectivamente,
clasificandose como A y B, indicando una diferencia notable. Ademas, BS1 en PS2 comparte
la categoria B. A PSO0, las medias varian significativamente, con AS1 liderando con 1,34,
categorizada como C, seguida de FS1 (1,39, categoria D) y BS1 (1.4, categoria D). Estos
resultados destacan las variaciones en la respuesta de los hongos a diferentes concentraciones,

resaltando la eficacia diferencial de las condiciones evaluadas.
Figura 28

Hongos vs. Concentracion mediante las Pruebas Tukey

1,43,

D D
C
1,32
1,221
1,121 B B
A A A
Jow o w N

BS1:PS1 AS1:PS1 FS1:PS1 FS1:PS2 AS1:PS2 BS1:PS2 AS1:P0 FS1:P0 BS1:P0
Hongos*Concentraciones

Promedio de crecimiento radial

N

Nota. Extraido de Info Stat/L 2023.

La categoria A se destacod al exhibir el mayor porcentaje de inhibicion radial frente a los
hongos Botrytis spp., Fusarium spp. y Alternaria spp., utilizando una concentraciéon de
Pseudomonas spp de 8.3x 10°® UFC/ml. Los resultados mostraron una inhibicion del 84% en
Botrytis spp, 81% en Alternaria spp y 80% en Fusarium spp Esto se compara con los

hallazgos de Alvarez et al. (2020), quien utilizé la bacteria Pseudomonas fluorescen en una
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concentracion de 107 UFC/ml y logré un porcentaje de inhibicion del 86% en el patogeno
Botrytis spp, valores superiores al 94% en el hongo Alternaria alternata, y sin encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos. Ademas, en el caso de Fusarium oxysporum,

se logrd una inhibicion del 72%, segun lo informado por Acaro y Leal (2020).

En lo que respecta a la inhibicion del hongo Fusarium spp, no se observa una diferencia
significativa entre las dos categorias, A y B, en relacion con las dos concentraciones de
Pseudomonas spp Evaluando los datos, se pudo diferenciar que la concentracion de 3.7x10°
logré una inhibicion del 70%, mientras que la concentracion de 8.3x10° alcanzé una
inhibicion del 80%. segun lo sefialado por Caviedes (2019). Fusarium oxysporum logra
inhibir el crecimiento en un 72%. Por lo tanto, para el control del hongo Fusarium spp., al
comparar los resultados con Caviedes (2019). Se obtuvo un resultado similar, lo que indica
que es mas eficiente trabajar con la concentracion mas baja de Pseudomonas spp. desde una
perspectiva econdmica, ya que no se detecta una diferencia significativa entre los tratamientos

hasta el sexto dia de seguimiento.
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S. IMPACTOS

Los impactos generados en los ambitos técnicos, sociales, ambientales y economicos son los

siguientes:
S.1.Impactos Técnicos

Con el desarrollo de este proyecto de investigacion, marcada una alternativa para el control de
hongos fitopatogenos en los cultivos en general. Ademas de que permite transmitir a los
agricultores y estudiantes de la carrera de ingenieria agronoma un conocimiento en la captura,

aislamiento, multiplicacion y aplicacion de la bacteria biocontroladora Pseudomonas spp.
S.2.Impactos Sociales

Con este proyecto de investigacion tenemos un impacto social positivo y efectivo debido a
que con los resultados obtenidos se podra hacer conciencia en los agricultores para optar por
alternativas de control amigables con el ambiente y para si mismo, asi como también a los
estudiantes a realizar investigacion nuevas alternativas de control sin afectar ni dafiar al

ecosistema.
5.3.Impactos Ambientales

Esta investigacion contribuye en el cuidado del medio ambiente ya al proporcionar una
alternativa de control con el uso de aplicacion de la bacteria biocontroladora Pseudomonas

spp, se contrarrestar los efectos devastadores de productos toxicos.
5.4.Impactos Econémicos

La investigacion no genera un impacto negativo, pero da inicio a desarrollar un bioinsumo
que se podra comparar con productos comerciales y conocer la cantidad de reduccion de
costos. Por el momento el impacto econéomico que ha generado la investigacion es aportar a la
comunidad Universitaria con cepas bacterianas biocontroladoras como es la Pseudomonas

spp, para aquellos estudiantes que deseen profundizar més en el tema.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1.Conclusiones

Se logro aislar Alternaria spp., Botrytis spp. vy Fusarium spp. a partir del material
vegetal recolectado en la Universidad Técnica de Cotopaxi. Estos hongos
fitopatogenos, presentes en los cultivos de flores y de tomate de arbol, fueron aislados
siguiendo las claves taxondmicas correspondientes.

Se obtuvo una cepa nativa de Pseudomonas spp a partir de cultivos trampas de
microorganismos con potencial biocontrolador aislados en las areas reforéstales de la
Universidad Técnica de Cotopaxi.

La concentracion optima de Pseudomonas spp 8.3x10° UFC/ml, expresada
estadisticamente categoria (A), demostré un mayor control sobre los hongos
patdgenos, con una inhibicion significativa de un 84% en Botrytis spp, un 80% en
Fusarium spp y un 81% en Alternaria spp. Estos resultados respaldan la eficiencia del

uso de Pseudomonas spp para el control de hongos fitopatdégenos.

6.2.Recomendaciones

Realizar mas investigaciones sobre Pseudomonas spp para que sea evaluada en campo
y ver su eficiencia de controlador biologico.

Investigar sobre protocolos de aislamiento e identificacion de bacterias mediante
pruebas bioquimicas.

Explorar medios de cultivo selectivos que faciliten la deteccion de especies

bacterianas.
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