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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de Bacillus subtilis F. Cohn, en el
crecimiento de siete cepas de hongos benéficos en condiciones in vitro. Para lograr este objetivo,
se llevd a cabo un estudio con enfogque cuantitativo y cualitativo, utilizando distintas
metodologias, se utilizé A. oligospora (PG01), A. oligospora (CHO02), A. musiformis, A. conoides,
B. bassiana, M. anisopliae y T. harzianum para el estudio. Se midi6 el porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelial horizontal y vertical utilizando el método dual de Torres et al. (2018, pp.
239-245) y de compuestos volatiles de Leon et al. (2020, pp. 20-25), se recolectaron datos sobre la tasa
de crecimiento micelial y la esporulacion de los hongos. Ademas, se evaluaron las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos para entender mejor el impacto de Bacillus subtilis en su desarrollo.
Mediante el método dual se determind que el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial fue A. musiformis con 49,95% de inhibicion vertical y 47,7% inhibicién horizontal y T.
harzianum presentd un porcentaje de inhibicion micelial menor al 25%. En el método de
compuestos volatiles A. conoides presentd un porcentaje de inhibicién mayor al 50% y M.
anisopliae presenté un porcentaje de inhibicién micelial menor al 25%. En el método de
compuestos volatiles (96 horas) B. bassiana presentd un porcentaje de inhibicion mayor al 50%
y T. harzianum present6 un porcentaje de inhibicién micelial menor al 25%. Por lo tanto, se
concluye que Bacillus subtilis provoca antagonismo en A. oligospora (PGO01), A. oligospora
(CHO02), A. musiformis, A. conoides, B. bassiana y M. anisopliae mientras que la bacteria causé
un efecto minimo en T. harzianum. Se recomienda realizar pruebas en campo combinando

Bacillus subtilis con T. harzianum.

Palabras clave: <Bacillus subtilis>, <HONGOS BENEFICOS>, <PEPTIDOS>,
<LIPOPEPTIDOS>, <INHIBICION DE MICELIO>, <TASA DE CRECIMIENTO>,
<MORFOLOGIA>, <METABOLITOS SECUNDARIOS>.
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SUMMARY

This research aimed to evaluate the effect of Bacillus subtilis F. Cohn on the growth of seven
strains of beneficial fungi under in vitro conditions. A quantitative and qualitative study was
carried out using different methodologies. A. oligospora (PGO01), A. oligospora (CHO02), A.
musiformis, A. conoides, B. bassiana, M. anisopliae and T. harzianum were used for this study.
The percentage inhibition of horizontal and vertical mycelial growth was measured using the dual
method of Torres et al. (2018, pp. 239-245) and volatile compounds of Ledn et al. (2020, pp. 20-25),
data on mycelial growth rate and fungal sporulation were collected. In addition, the morphological
characteristics of the fungi were evaluated to better understand the impact of Bacillus subtilis on
their development. By dual method, the highest percentage of mycelial growth inhibition was
determined for A. musiformis with 49.95% vertical inhibition and 47.7% horizontal inhibition
and T. harzianum had a percentage of mycelial inhibition of less than 25%. In the method of
volatile compounds, A. conoides showed a percentage of inhibition higher than 50% and M.
anisopliae showed a percentage of mycelial inhibition lower than 25%. In the method of volatile
compounds (96 hours), B. bassiana showed an inhibition percentage higher than 50% and T.
harzianum showed a mycelial inhibition percentage lower than 25%. Therefore, it is concluded
that Bacillus subtilis causes antagonism on A. oligospora (PG01), A. oligospora (CH02), A.
musiformis, A. conoides, B. bassiana and M. anisopliae while the bacterium caused minimal
effect on T. harzianum. It is recommended to carry out field trials combining Bacillus subtilis

with T. harzianum.

Key words: <Bacillus subtilis>, <BENEFICIAL FUNGI>, <PEPTIDES>, <LIPOPEPTIDES>,
<MYCELIAL INHIBITION> <GROWTH RATE>, <MORPHOLOGY>, <SECONDARY
METABOLITES>.
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INTRODUCCION

La préctica de la agricultura convencional se vuelve progresivamente insostenible, impactando
negativamente en aspectos ambientales, econémicos y sociales en las areas donde se lleva a cabo.
El empleo excesivo de plaguicidas y fertilizantes quimicos, junto con practicas de cultivo
inapropiadas y la expansion de la agricultura, han dafiado ecosistemas y contribuido al aumento

del efecto invernadero (Barquero et al., 2007: p. 12-14).

Usar microorganismos en el control bioldgico de patégenos que afectan los cultivos es una opcion
ecoldgica y eficaz que favorece una agricultura sostenible, ya que disminuye los problemas
asociados a la utilizacion de plaguicidas y productos quimicos (Ruiz et al., 2014: p.1326).

Se han realizado investigaciones centradas en encontrar microorganismos nativos que funcionen
en las condiciones ambientales especificas de cada zona y que puedan emplearse para restaurar
las interacciones del microbiota del suelo. De esta manera, podrian utilizarse como biofertilizantes
y/o biocontroladores, atenuando el impacto de los agroquimicos y reduciendo los costos de
produccion (Orberé et al., 2014: p.7).

La agricultura moderna requiere disminuir el uso de agroquimicos e implementar sistemas
sostenibles mediante el empleo de agentes de control biolégico. Una alternativa es el uso de
hongos para el manejo de nematodos e insectos, lo que representa una opcion bioldgica relevante
en la actualidad (Naranjo, 2008, p.123).

De acuerdo con Albuquerque (2008, p.211), ciertos microorganismos producen nutrientes que sirven
de alimento para otros microorganismos. Las bacterias de la flora normal del organismo controlan
el crecimiento de microorganismos dafiinos. Se ha comprobado que las bacterias del género
Bacillus tienen un alto potencial como antagonistas, principalmente debido a la gran cantidad de
enzimas liticas, antibidticos y otras sustancias con actividad biocida que pueden generar efectos

de control sobre diversas especies de organismos fitopatdgenos (Sosa et al., 2005: pp.96-100).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

No se dispone de suficiente informacion sobre el efecto de Bacillus subtilis F. Cohn, en el
crecimiento de Arthrobotrys oligospora (PGO01), A. oligospora (CH02), A. musiformis (CHO1),
A. conoides (PG02), Beauveria bassiana (A21), Metarhizium anisopliae (A13), Trichoderma
harzianum (ThO01) en el Ecuador. El estudio de la interaccion entre microorganismos benéficos
es importante porque puede mejorar la productividad agricola e industrial, controlar enfermedades
y plagas, promover la sostenibilidad ambiental.

1.2 Objetivos

1.2.1 Obijetivo general

Evaluar el efecto de Bacillus subtilis F. Cohn, en el crecimiento de siete cepas de hongos

benéficos en condiciones in vitro.

1.2.2. Obijetivos especificos

— Evaluar el efecto antagénico de Bacillus subtilis F. Cohn, sobre las siete cepas de hongos

benéficos.

—  Determinar las caracteristicas morfol6gicas de los hongos benéficos durante las pruebas de

antagonismo.

1.3 Justificacion

En nuestro pais en la actualidad no existe la cantidad suficiente de informacion sobre la
convivencia de microorganismos benéficos en un mismo entorno, por lo cual, se considera de
gran importancia generar datos sobre el efecto de Bacillus subtilis F. Cohn en el crecimiento de

hongos benéficos.



En los dltimos afios las investigaciones del efecto de Bacillus subtilis F. Cohn, se lo ha enfocado
en el manejo en contra de los fitopatdgenos, por lo cual, se ha debido realizar esta investigacion

gue busca conocer el comportamiento de los hongos benéficos en presencia de la bacteria.

Al realizar esta investigacion existe la posibilidad de identificar combinaciones efectivas de
microorganismos que pueden mejorar la productividad agricola y reducir la necesidad de utilizar
pesticidas y fertilizantes quimicos. Ademas, este tipo de investigacion puede ser atil para
promover la sostenibilidad ambiental en la produccion agricola e industrial.

1.4  Hipdtesis

141 Nula

Bacillus subtilis F. Cohn, no demuestra ningun efecto antagénico en el crecimiento de las siete

cepas de hongos benéficos.

1.4.2 Alternativa

Bacillus subtilis F. Cohn, demuestra algin efecto antagonico en el crecimiento de al menos en un

hongo benéfico.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO
2.1 Bacillus subtilis
2.1.1 Generalidades
Las bacterias del género Bacillus se consideran muy eficaces para combatir enfermedades que
afectan a hojas y raices en los cultivos agricolas. Estos microorganismos son
considerados especialistas en colonizacion y su uso en el control de enfermedades fungicas ha

sido ampliamente estudiado (Fernandez, 2001, p.97).

El género Bacillus se caracteriza por tener bordes levemente desiguales y aplanados que pueden
ser de color blanco, ya sea opaco o brillante. Su textura puede variar entre seca, harinosa 0 mucosa
(Larrea et al., 2015: p.145).

2.1.2 Taxonomia

Seguin muestra Nacato y Valencia (2016, p.13), Bacillus subtilis se clasifica en:

Tabla 1-2: Clasificacion taxonémica de Bacillus subtilis

Dominio Bacteria

Filo Firmicutes
Clase Bacilli

Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus subtilis

Fuente: (Biologie 2015; citado en Nacato y Valencia, 2016, p.13).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

2.1.3 Caracteristicas morfolégicas

La bacteria Bacillus subtilis es una bacteria con tincion Gram positiva, que crece a temperaturas
moderadas, produce esporas de pared delgada con forma oval o cilindrica, y tiene una capacidad
fermentativa. Ademas, suele ser capaz de hidrolizar proteinas de la caseina y almidén.

Historicamente, fue catalogada como una bacteria aerobia obligada (Biologie 2015; citado en Nacato &

Valencia, 2016, p.13).
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Esta bacteria tiene la capacidad de producir endosporas extremadamente resistentes al calor y
puede sobrevivir a temperaturas de 80°C a 100°C, ademas de resistir la sequia, heladas radiaciones
y los quimicos téxicos. Debido a su resistencia, puede sobrevivir y ser aislada de una amplia

variedad de sustratos (Marquez, 2001, p.3).

2.1.4 Metabolismo de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, pueden utilizar una gran variedad de fuentes de carbono adaptando sus vias
metabdlicas para los continuos cambios a su alrededor, haciéndolas capaces de competir de

manera eficaz con otros microorganismos (Postma 1987; citado en Mufioz, 2009, p.19).

El metabolismo de Bacillus subtilis, se basa principalmente en la respiracion y utiliza el oxigeno
como aceptor final de electrones. En consecuencia, cuando se encuentra presente oxigeno, la
bacteria crece abundantemente y produce 2,3-butanodiol, acetoina y CO, como sus principales

productos (Layton et al., 2011: p.145).

2.1.5 Produccion de metabolitos de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, produce una gran cantidad de lipopéptidos, metabolitos primarios o secundarios,
con amplio espectro antibiético. Dichos metabolitos son supresores efectivos de algunos
patdgenos de plantas (Arizay Sanchez, 2012: pp.1-7).

2.1.5.1 Produccién de antibiéticos

Lantibidticos: Los lantibiéticos son péptidos que contienen un aminoécido de tioéter Ilamado
lantionina, junto con otros aminoacidos modificados Bacillus subtilis es capaz de producir varios

lantibi6ticos, entre los que se incluyen la subtilina y la nisina (Guder et al., 2000; citado en Ramos, 2011,
pp.14-17).

Iturinas: Los metabolitos lipopéptidos ciclicos de la clase iturina son altamente efectivos contra
una amplia variedad de patdgenos importantes, incluyendo levaduras. Estos compuestos actlian
sobre la pared celular de los hongos y se caracterizan por ser anfifilicos y tener un heptapéptido

ciclico compuesto por siete o diez aminoacidos (Guder et al., 2000; citado en Ramos, 2011, pp.14-17).

Surfactinas: Las surfactinas son conocidas por ser un biosurfactante altamente efectivo que
reduce la tension superficial, 1o que las convierte en excelentes detergentes, emulsionantes y

capaces de formar biofilms (Guder et al., 2000; citado en Ramos, 2011, pp.14-17).
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2.1.5.2 Produccidn de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles organicos (VOCs) son moléculas de bajo peso molecular, entre las que
se incluyen aldehidos, alcoholes, cetonas, hidrocarburos, indoles, terpenos y jasmonatos. Bacillus
spp. es capaz de producir varios VOCs, como benzotiazol, benzaldehido, fenilacetaldehido y 2,3-

butanodiol, entre otros. Estos compuestos han demostrado tener propiedades antimicrobianas
(Pedraza, et al., 2020, p. 118).

2.1.5.3 Produccién de enzimas liticas

Las enzimas liticas producidas incluyen las quitinasas, B-1,3-glucanasas, peroxidasas, proteasas
y lipasas. Las quitinasas y B-1,3-glucanasas son capaces de degradar la pared celular de los
hongos, lo que puede llevar a la lisis celular en estos organismos. Ademas, la accion de estas
enzimas puede liberar oligbmeros de quitina y glucano, los cuales estimulan las defensas de la

planta. (Pedraza, et al., 2020, p. 118).

2.1.6  Aplicaciones en el campo

Las endosporas son una estructura especializada de Bacillus subtilis, lo que les permite controlar
enfermedades en cultivos de hortalizas al producir antibi6ticos antifungicos como la bacitracina-

A (Cuervo 2010; citado en Caicedo y Chacén, 2017, p.15).

Bacillus subtilis es reconocido como Rhizobacterium debido a que crea hormonas vegetales como
el acido indoleico, acido abscisico, giberelinas y citoquininas, las cuales promueven el desarrollo

de las raices y la multiplicacién de los pelos radiculares (Junges et al., 2013: p.521).

Junges et al., (2013, p. 521), mencionaron que la bacteria Bacillus subtilis forma una membrana
alrededor de las semillas, lo que posibilita la adaptacién fisiol6gica en diversos suelos, brindando

apoyo a las plantas en su germinacioén y vitalidad.

2.2 Hongos benéficos

2.2.1 Generalidades

Los hongos son microorganismos que pueden tener una estructura unicelular, como la levadura,

0 una estructura multicelular, como las especies filamentosas. Su cuerpo estd compuesto por

células alargadas que estan recubiertas por paredes celulares que contienen quitina y proteinas.
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Estas células se agrupan en estructuras vegetativas llamadas hifas. Debido a su alta variabilidad
genética y su capacidad para infectar una amplia gama de huéspedes, los hongos son un grupo de

microorganismos muy diverso y complejo (Ferrera et al., 2012: p.250).

La pared celular de los hongos estd compuesta principalmente por polisacaridos (80%), proteinas
(3-20%), lipidos, pigmentos y sales inorganicas en cantidades menores. La quitina es el
polisacéarido caracteristico de la pared celular en hongos, y forma microfibrillas que le brindan
rigidez y proteccion a la célula fangica. Esta caracteristica es esencial para la supervivencia y

crecimiento de los hongos (Diaz et al., 2006: p.856-860).

2.2.2 Aplicaciones en la agricultura

Segun Bravo (2018, p.29), el uso de hongos beneficiosos en la agricultura puede producir maltiples
beneficios para la agricultura. Algunos de estos beneficios incluyen:

— Mejora de la capacidad de las plantas para soportar condiciones adversas como la falta de

agua, variaciones de pH y salinidad del suelo.

— Reduccion de laincidencia de enfermedades en las plantas y mayor resistencia a los patégenos

del suelo como &caros, nematodos y hongos.

— Mejora la estructura del suelo al crear agregados que aumentan la retencion de agua, la

aireacion y la descomposicién de la materia organica.

2.2.3 Hongos nemat6fagos

Los hongos nematdfagos pueden capturar, parasitar o inmovilizar nematodos en todas las etapas
de su ciclo de vida, lo que los convierte en importantes competidores de los nematodos patégenos
de plantas o parasitos animales. Debido a esta posibilidad, existe un gran interés en utilizar estos

hongos para diversos fines (Nordbring Hertz et al., 2006: pp.1-11).

Basandose en su mecanismo de infeccion Yang et al., (2007, pp.8379-8384), han subdividido

comunmente los hongos nemat6fagos en cuatro grupos principales:

— Hongos atrapadores de nematodos (con alrededor de 380 especies) que utilizan trampas

especializadas para capturar nematodos de vida libre.
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— Hongos endoparasitos (con unas 120 especies) que infectan a los nematodos mediante

esporas adhesivas.

— Hongos productores de toxinas (con aproximadamente 270 especies) que secretan toxinas

para inmovilizar a los nematodos después de penetrar su cuticula con sus hifas.

— Hongos paréasitos de huevos y quistes, infectan estos estados con sus puntas hifales.

La mayoria de los hongos nematdfagos actGan como parasitos obligados de nematodos. Estos
hongos tienen la habilidad de parasitar e infectar a los nematodos mediante la produccion de
estructuras especializadas que capturan a los nematodos. Estas estructuras incluyen esporas
adhesivas especializadas o apresorios en hifas especializadas que son capaces de penetrar la

cuticula o caparazon de los huevos o quistes de los nematodos (Adam et al., 2014: pp.1-8).

Los parasitos obligados de los nematodos comienzan la infeccion a través de sus esporas, que
pueden ser ingeridas y germinar en el sistema digestivo del nematodo, creciendo dentro de su
pared celular, o adherirse a la cuticula del nematodo y penetrarlo directamente. La capacidad de
los hongos nemat6fagos para capturar nematodos los convierte en candidatos atractivos como
agentes de control de nematodos que son parasitos de plantas y animales. En este sentido, se han
desarrollado varios nematicidas biolégicos que han sido utilizados con éxito para el control de

nematodos (Barron, 1997, p.5).

2.2.3.1 Hongos atrapadores de nematodos

Estos hongos tienen un crecimiento vegetativo en el suelo como saprdfitos y la produccion de
trampas o redes puede iniciarse espontaneamente 0 en respuesta a estimulos ambientales,

incluyendo péptidos y otros compuestos secretados por l10os nematodos (Yang et al., 2011: pp.1-12).

Las trampas pueden ser divididas en tres estructuras basicas: botones adhesivos, anillos
constrictores y redes adhesivas. Estas estructuras pueden a su vez subdividirse en hifas
ensanchadas adhesivas, botones adhesivos tanto pedicelados como no pedicelados, anillos tanto

constrictores como no constrictores, redes bidimensionales y redes tridimensionales (Roberts, 1995,
pp.199-221).



2.2.3.2 Arthrobotrys sp

Arthrobotrys sp. es un hongo depredador que pertenece a la familia Orbiliaceae y cuenta con un
total de 71 especies en su género. Estos hongos son capaces de capturar y alimentarse de
nematodos. El hongo depredador Arthrobotrys sp. desarrolla micelios en forma de argolla que
pueden capturar a los nematodos, y segrega una sustancia adhesiva en la superficie de sus hifas
que ayuda en la captura. A medida que el hongo crece, se forman redes de hifas y anillos que

funcionan como verdaderas trampas para los nematodos que se mueven cerca (Varon, 2000, pp.46-
53).

Segun Yang et al., (2011: pp.1-12), la taxonomia es la siguiente:

Tabla 2-2: Clasificacién taxondmica de Arthrobotrys sp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Orbiliomycetes
Orden Orbiliales
Familia Orbiliaceae
Género Arthrobotrys

Fuente: (Yang et al., 2011, pp.1-12).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Estos hongos son saprofitos que forman un sistema micelial, capaces de atrapar y consumir larvas
de nematodos, que se encuentran en el suelo y en la materia fecal, mediante la produccion de un
material que se adhiere al paréasito y la accidn de anillos constrictores. EI mecanismo de accién
de los hongos combina el uso de 6rganos de captura, que ejercen una fuerza mecanica, y la
liberacion de enzimas hidroliticas, como proteasas proteicas, que digieren la cuticula del
nematodo. Una hora después de que el hongo ingresa al parasito, se crea un bulbo infectivo que

invade completamente el interior del nematodo en cuestion de horas (Fernandez, 2019, pp.1-13).

La digestion de estos hongos puede durar hasta una semana, durante la cual la hifa tréfica se alisa
y el hongo se desarrolla nuevamente hasta que la presencia del nematodo activa su capacidad

depredadora. Esto ha sido reportado en estudios realizados por (Fernandez, 2019, pp.1-13).

Arthrobotrys sp. posee conidiéforos alargados erectos muy distintos de las hifas vegetativas, los
cuales son de color hialino. Los conidios son de forma piriforme, desiguales y también hialinos.

Emergen de pequefios dentecillos que forman una especie de racimo, con un total de 20 a 30


https://es.wikipedia.org/wiki/Orbiliomycetes
https://es.wikipedia.org/wiki/Orbiliales

grupos de conidios. Son bicelulares y la célula distal es el doble de grande que la proximal
(Adolfredo, 2002 y Esquivel, 2010; citado en Castillo y Medina, 2014, p.13).

2.2.3.3 Arthrobotrys oligospora

Arthrobotrys oligospora es uno de los hongos atrapaneméatodos mas investigados. Se han
encontrado cepas de este hongo en diversos ambientes de suelo, como suelos contaminados con
metales pesados y restos de madera en descomposicion, donde vive principalmente como
saprofito. Sin embargo, cuando los nematodos estan presentes, A. oligospora entra en una fase
parasitaria al formar una red tridimensional compleja para atraparlos. Este proceso desencadena
una serie de eventos que involucran la fijacion, invasion e inmovilizacion de los hematodos. La
capacidad de A. oligospora para eliminar nematodos lo convierte en un candidato atractivo para

el control de nematodos parasitos en plantas y animales (Yang et al., 2011: pp.1-12).

2.2.3.4 Arthrobotrys musiformis

Arthrobotrys musiformis es un componente esencial de los hongos atrapanematodos y sus hifas
pueden especializarse para formar una compleja red tridimensional que es capaz de atrapar
nematodos de forma vermiforme, A. musiformis utiliza sus puntas de hifas para atacar los huevos

y quistes de los nematodos (zhang, 2011, pp.763-773).

Segln Zhang, (2011, pp.763-773), A. musiformis tiene la capacidad de sintetizar varios péptidos
pequefios que actGan como nematicidas, los cuales se han encontrado durante su etapa
depredadora. Ademas, presenta estructuras aéreas flngicas que consisten en la formacion de
conidioforos altos y erectos con racimos de conidios apicales. Los conidios tienen una forma

ligeramente curvada y alargada obovoidal, y estan separados por un tabique.

2.2.3.5 Arthrobotrys conoides

Arthrobotrys conoides es un hongo que pertenece a los atrapadores de nematodos y se especializa
en formar una red tridimensional para atrapar a los nematodos (Naranjo, 2008, pp.123-132). Este hongo
presenta un micelio compuesto por hifas ramificadas, septadas y hialinas. Los conidiéforos son
hialinos, no ramificados y erectos, y pueden proliferar repetidamente, produciendo una cabeza
capitada apretada que puede llegar a medir hasta 400 um de longitud y contener 7-12 0 mas
conidios. Los conidios son de forma conica, nacen individualmente sobre denticulos y son

ligeramente comprimidos en el tabique (Ghosta et al., 2017: pp.105-126).
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2.2.4 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son agentes cruciales en el control bioldgico de plagas de insectos
gue causan frecuentes pérdidas en la agricultura y reducen significativamente los rendimientos.
Existen mas de 700 especies de hongos entomopatdgenos, solo un pequefio ndmero,

aproximadamente 10, han sido empleados con éxito en el control bioldgico de insectos
(Albuquerque, 2008, pp.209-242).

Son conocidos por su capacidad para infectar todas las etapas de la vida de los insectos, y se
pueden encontrar en una variedad de habitats, como acudticos, terrestres y subterraneos. Estos
hongos penetran en los insectos a través de la piel, lo que los convierte en los Gnicos patdgenos

capaces de infectar a insectos que tienen un aparato bucal picador, chupador, entre otros
(Albuquerque, 2008, pp.209-242).

Los hongos entomopatdgenos comienzan su proceso de infeccion en los insectos hospederos
cuando las esporas viables entran en contacto con la superficie del integumento y se adhieren a
ella, buscando un lugar adecuado para establecer una asociacion patdgeno-hospedero. Una vez
gue se establece esta asociacion, los hongos forman tdbulos germinales que facilitan la invasion
del hongo en el insecto. Ademas, varias especies de hongos entomopatégenos son capaces de
producir acidos organicos que se han implicado en el proceso de infeccion. Por ejemplo, se ha

reportado que Beauveria spp produce acido oxalico (Diaz et al., 2006: p.856-860).

Segun Castillo (2006, pp.4-42), los hongos entomopatogenos experimentan una serie de etapas en su

proceso de desarrollo sobre el hospedero, las cuales incluyen:

— El proceso de infeccidn de los insectos por hongos comienza con la adhesion de la espora o
conidio a la cuticula. Posteriormente, el hongo desarrolla un tubo germinativo y un apresorio
para adherirse a la cuticula y penetrar en el cuerpo del insecto. Esto ocurre alrededor de 12

horas después de la inoculacién, con la formacion de apresorios entre 12 y 18 horas después.

— La penetracion del hongo en el cuerpo del insecto se lleva a cabo mediante un mecanismo
fisico y uno quimico. El mecanismo fisico consiste en la presion ejercida por la estructura de
penetracion, lo que rompe las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. EI mecanismo
quimico, por su parte, se basa en la accién de enzimas como proteasas, lipasas y quitinasas,
las cuales descomponen el tejido en la zona de penetracion, lo que facilita el ingreso del

hongo.
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— Después de la penetracion, la hifa del hongo se expande y ramifica en el interior del tejido
del insecto, colonizando completamente la cavidad del cuerpo. Este proceso puede tardar de
3 a 4 dias después de la inoculacion y durante la colonizacién se forman pequefias colonias y
estructuras del hongo, lo que representa la fase final de la enfermedad del insecto, que ocurre
aproximadamente 4 a 5 dias después de la inoculacion.

Otra forma mediante la cual el hongo puede causar la muerte del insecto es mediante la
produccién de toxinas. Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de sintetizar toxinas que
son utilizadas en el ciclo de la relacion patégeno-hospedante. Entre estas toxinas se han
encontrado dextruxinas, demetildextruxina y protodextruxina, las cuales son sustancias de baja
toxicidad, pero de mucha actividad toxica sobre insectos, acaros y nematodos. Las destruxinas
afectan varios organelos tales como mitocondria, reticulo endoplasmico y membrana nuclear,

paralizando las células y causando disfuncién del intestino (Sandino, 2003; citado en Castillo, 2006, p.18).
2.2.4.1 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es reconocido como uno de los agentes més eficaces de control biol6gico en
la industria agricola. Este hongo tiene la capacidad de causar efectos duraderos en las poblaciones
de insectos plaga de importancia econémica, y es capaz de infectar a mas de 200 especies de

insectos, incluyendo hormigas, gusanos, afidos, acaros y escarabajos (Chiriboga et al., 2015: pp.1-25).

Segun Chiriboga et al., (2015, pp.1-25), mencionan que la taxonomia es la siguiente:

Tabla 3-2: Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae
Género Beauveria

Especie Beauveria bassiana

Fuente: (Chiriboga et al., 2015: pp.1-25).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Segun Hernandez y Berlanga (1998, pp.1-4), el proceso del desarrollo de B. bassiana sobre insectos

puede ser desglosados en las siguientes:
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— Adhesion del conidio a la cuticula del insecto.

— Germinacion de la unidad infectiva sobre la cuticula.

— Penetracion en la cuticula del insecto por el tubo germinativo.

— Produccion de metabolitos téxicos.

— Muerte del huésped.

2.2.4.2 Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae es capaz de producir enzimas extracelulares que tienen la capacidad de
degradar los polimeros que conforman la cuticula (proteinas, lipidos y quitina), lo que le permite

obtener los nutrientes necesarios para su crecimiento (Padilla et al., 2000: pp.28-40).
M. anisopliae contiene una alta cantidad de aminopeptidasas e hidrofobina, las cuales facilitan la
accion de las enzimas extracelulares sobre la cuticula del insecto. En cuanto a la taxonomia,

Padilla et al., (2000, pp.28-40), la describen de la siguiente manera:

Tabla 4-2: Clasificacién taxonémica de Metarhizium anisopliae

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Clavicipitaceae

Género Metarhizium

Especie Metarhizium anisopliae

Fuente: (Padilla et al., 2000: pp.28-40).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Segun Hernandez et al., (2019, pp.155-166), mencionaron que M. anisopliae ha sido utilizado como
agente de control bioldgico en diversas plagas de insectos, incluyendo termitas (Isoptera),
langostas (Locusta migratoria L.), salivazos (Aeneolamia spp. F., Prosapia spp. F., Nilaparvata
lugens Stal), escarabajos (Adoryphorus couloni B., Antitrogus parvulus Oryctes rhinocerus L.) y

gusanos barrenadores (Diatraea saccharalis F.).
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2.2.5 Trichoderma spp.

El género Trichoderma fue descrito por primera vez en 1794 por Persoon y en la actualidad se
reconocen dentro de dicho grupo taxonémico a 254 especies. Trichoderma produce una gran
diversidad de metabolitos secundarios con distintos tipos de actividad bioldgica. Entre estos, han
sido particularmente estudiados los peptaiboles o peptaibidticos, algunas caracteristicas
estructurales de dichos péptidos es el alto contenido de acido 2- amino-isobutirico y la presencia

de &cido hidroxil- amino en el extremo C terminal (Morales, 2016, pp.3-126).

Las especies mas notables son T. harzianum, T. viride, T. koningii y T. hamatum. Estos hongos
tienen madltiples aplicaciones biotecnoldgicas en el ambito agricola, especialmente en la
inhibicion del crecimiento, la esporulacion y la germinacion de esporas de hongos patdgenos.
Estos hongos filamentosos se pueden encontrar en todo el mundo, tanto en suelos como en madera

y hortalizas en descomposicion (Mesa et al., 2020: pp.1-13).

Los hongos del género Trichoderma se caracterizan por tener conidiéforos ramificados que se
parecen a un pequefio arbol, con penachos compactos en forma de anillo y un sistema de ramas
irregulares en forma piramidal. Estas ramas terminan en fialides que contienen esporas asexuales
0 conidios, los cuales pueden emerger directamente del micelio. Ademas, los hongos de este
género pueden producir clamidosporas intercalares, terminales y propagulos de tres tipos: hifas,

clamidosporas y conidios, lo que les proporciona un mecanismo de resistencia (Mesa et al., 2020:
pp.1-13).

Se han descrito diferentes mecanismos de accion de Trichoderma, los principales son:

Competencia: El género Trichoderma es altamente adaptable y puede utilizar una amplia
variedad de nutrientes organicos e inorganicos presentes en el suelo, lo que le permite competir
de manera efectiva en diferentes entornos. Trichoderma producen sideréforos y péptidos que les
permiten competir por el hierro en el suelo, lo que les otorga la capacidad de frenar el crecimiento

de ciertos patdégenos como Fusarium spp (Morales, 2016, pp.3-126).

Antibiosis: La antibiosis se refiere a la capacidad de un microorganismo para producir
antibidticos o metabolitos téxicos que pueden inhibir directamente el crecimiento de otro
microorganismo sensible a ellos. En el caso de Trichoderma muchas de sus cepas producen
metabolitos secundarios tanto volatiles como no volatiles, tales como la trichodermina y otros
metabolitos peptidicos, los cuales pueden actuar como "antibi6ticos" inhibiendo el desarrollo de

otros microorganismos. T. harzianum, en particular, es capaz de producir una gran cantidad de
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antibidticos como la trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y

trichorzianina, entre otros (Infante et al., 2009: pp.1-8).

Hiperparasitismo: El hiperparasitismo es un fenémeno donde Trichoderma acttia como parésito
de otros hongos, en el cual ataca a hongos patdgenos y los utiliza como fuente de nutrientes para
su propio crecimiento y desarrollo. Durante este proceso, Trichoderma produce enzimas y
metabolitos secundarios que degradan la pared celular y otros componentes del hongo huésped,
lo que le permite invadir y colonizar el tejido fungico. A medida que el hongo huésped es
degradado, Trichoderma obtiene nutrientes y energia para su propio crecimiento y produccion de
esporas (Rodriguez et al., 2008: pp.5-10).

Induccion de resistencia: Este proceso implica cambios celulares en la planta, como el aumento
de depositos de calosa en la pared celular y el aumento de la actividad de peroxidasas y quitinasas.
Se ha demostrado que algunas especies de Trichoderma pueden estimular el crecimiento de la
planta y activar mecanismos de defensa contra patdgenos, lo que hace que este proceso sea de

gran interés en el campo (Padron et al., 2017: pp.9-13).

2.2.5.1 Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum es un hongo que se encuentra comdnmente en diversos materiales
organicos y suelos, y es conocido por su capacidad para producir tanto toxinas como antibi6ticos.
Las colonias de T. harzianum crecen y maduran rapidamente este género prefiere un pH &cido de
4.5-5 y se desarrolla bien en ambientes con alto contenido de humedad (Romero et al., 2009: pp.143-
151).

Segun Vasquez (2010, p.19), la taxonomia es la siguiente:

Tabla 5-2: Clasificacion taxondémica de Trichoderma harzianum.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Trichoderma

Especie Trichoderma harzianum

Fuente: (NCBI, 2010; citado en Vasquez, 2010, p.19).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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2.3 Mecanismos antagonicos

2.3.1 Competencia

La competencia se produce cuando dos o méas organismos luchan por los mismos recursos, lo que
puede ser un problema cuando estos recursos son limitados, lo que resulta en una competencia
por la supervivencia. Este tipo de situacion se puede observar en diferentes &mbitos, incluyendo
la competencia por recursos como el agua, la luz solar, los nutrientes, asi como también por el
espacio disponible en un ambiente dado. La competencia por los nutrientes puede ser
particularmente intensa, ya que estos son esenciales para el crecimiento y la supervivencia de los

organismos (Villamil, 1998, pp.1-5).

2.3.2 Antibiosis

La antibiosis se refiere a la capacidad de ciertas sustancias secretadas por microorganismos, como
los antibidticos, las bacteriocinas, los péptidos antimicrobianos, las enzimas liticas y los
metabolitos secundarios, capaces de inhibir o matar otros tipos de organismos. Estas sustancias
pueden ser utilizadas para evitar la propagacion de patdgenos y afectar el desarrollo de otros
organismos, lo que puede ser beneficioso para la supervivenciay el crecimiento de los organismos

que las producen (Villamil, 1998, pp.1-5).

2.3.3 Hiperparasitismo

Esto ocurre cuando un parasito existente es atacado por otro parasito. Esto evita que el parasito
original sobreviva e infecte al organismo deseado. Implica la desaparicién de organismos no
deseados (Villamil, 1998, pp.1-5).

2.4 Produccién in vitro

En microbiologia, la produccion in vitro es un método de propagacion de microorganismos como
bacterias, hongos, etc., se los obtiene mediante un conjunto de técnicas que permiten el

crecimiento y mantenimiento de las células o tejidos en un medio nutritivo y condiciones

ambientales controladas (Arbeola et al., 2002: pp.71-80).
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2.4.1 Medios de cultivo

En general, un "medio" es cualquier material que contenga una combinacién adecuada de
nutrientes que permita el crecimiento o aumento del nimero de células de una poblacién
microbiana. En los laboratorios de microbiologia se utilizan diferentes medios para obtener cepas

y aislar o identificar microorganismos para diferentes prop0sitos (Magaly, 2012, p.13).
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CAPITULO Il
3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Caracteristicas del lugar
3.1.1 Localizacién
La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Ciencias Biologicas, localizado en la
Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH, ubicado en la Parroquia Lizarzaburu, Canton
Riobamba, Provincia de Chimborazo. Las condiciones del ambiente dentro del laboratorio son en
promedio una temperatura de 23°C y humedad relativa de 67%.
3.1.2 Ubicacion geogréfica
Latitud: 1°39°05.10°S
Longitud: 78°40°59,86°°O
Altitud: 2820 msnm (Tiupul, 2011, p. 1).
3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Materiales oficina

— Cuaderno de apuntes

— Esferos

3.2.2 Materiales de laboratorio

Cajas Petri

— Parafilm

— Mascarilla

— Guantes desechables

— Envases esterilizados

— Portaobjetos y cubreobjetos
— Regla

— Sacabocado N° 04
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Aguja
Asa y asa triangular

Tubos de ensayo

3.2.3 Equipos de laboratorio

Incubadora Memmert 854 Schwabach W-Germany
Balanza digital OHAUS PA4202

Microscopio Motic BA310E

Mechero (Lampara de alcohol)

Autoclave Hyrayama HL 3030 e

Camara de flujo clase Il Tipo A2 Biobase BBS 110LLA2-x

3.2.4 Equipos de oficina

Teléfono celular
Computadora
Memoria USB
Calculadora

Impresora

3.2.5 Reactivos

o o o

Agua destilada

Agar nutritivo Difco™

PDA (Agar papa dextrosa) Titan Biotech LTD
Etanol 70%

Azul de algoddn
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3.3 Métodos

3.3.1 Microorganismos empleados

El aislado de Bacillus subtilis F. Cohn y las siete cepas de hongos benéficos PG01, CH02, CHO1,
PG02, A21, A13 y ThO1 provinieron de la coleccidn de cultivos fungicos del Laboratorio de

Ciencias Biologicas de la Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH (Tabla 6-3).

Tabla 6-3: Procedencia de los microrganismos para la investigacion.

Investigador Lugary afio Microorganismo Proyecto
] . Banco de microorganismos de
Ing. Norma Erazo ESPOCH, (2012). Bacillus subtilis F. Cohn . . .
microbiologia.
Ing. Norma Erazo Pallatanga, (2018). A. oligospora (PGO1). Estudio de la diversidad de hongos
- nemat6fagos asociados a la rizosfera
Ing. Norma Erazo A. oligospora (CH02). .
Chambo, (2018). de tomate (Solanum lycopersicum L.),
Ing. Norma Erazo A. musiformis (CHO1). | o res Jocalidades de la provincia de
Ing. Norma Erazo Pallatanga, (2018). A. conoides (PG02). Chimborazo.
Ing. Norma Erazo B. bassiana (A21). Diagnostico de hongos

. entomopatogenos para el control del
San Francisco, (2015). o
Ing. Norma Erazo M. anisopliae (A13). gusano blanco de la papa en provincia

de Chimborazo.

) Banco de microorganismos de
Ing. Norma Erazo ESPOCH, (2018). T. harzianum (Th01). . . ;
microbiologia.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

3.3.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el desarrollo y enfrentamiento in vitro de la bacteria y hongos
es de tipo solido. En el método dual se utiliz6 papa dextrosa agar (PDA) Titan Biotech LTD para
el crecimiento de la bacteria y hongos. En el método de compuestos volatiles se usé PDA para el
crecimiento de los hongos y agar nutritivo (AN) Difco™ para el desarrollo de la bacteria.
3.3.2.1 Preparacion del medio de cultivo

Preparacion del PDA:

a. Se pes6 40 g de PDA se los adiciono en 1L de agua destilada, la solucion se esterilizé en la

autoclave durante 15 min a 1 atmosfera de presion a una temperatura de 121°C.
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b. El medio estéril se la vertio en las cajas Petri, dejando reposar entre 30-40 min hasta que estén

solidificados.

Preparacion del AN:

a. Sepes6 30 g de AN se los adiciond en 1L de agua destilada, la solucion se la esterilizé en la
autoclave durante 15 min a 1 atm de presion a una temperatura de 121°C.

b. EIl medio estéril se la vertié en cajas Petri, dejando reposar entre 30-40 min hasta que estén

solidificados.

3.3.3 Reactivacién de las cepas de hongos

Del banco microbiano del Laboratorio de Ciencias Bioldgicas se repicaron las siete cepas de
hongos benéficos de la siguiente manera:

a. En la camara de flujo respectivamente esterilizando se colocaron los materiales de

laboratorio.

b. Con el sacabocado N°4 se cortaron discos de 8 mm de los hongos.

c. Con la aguja se colocaron los discos del hongo en las cajas Petri, sellando la caja Petri con

Parafilm.

d. Las cajas Petri selladas se las dejé en la incubadora a una temperatura de 28°C hasta que se

desarrollen completamente.

3.3.4 Meétodo dual
Usando la metodologia descrita por Torres Cortés et al. (2018, pp. 239-245), se emplearon cajas Petri

con los hongos en crecimiento para realizar la prueba de enfrentamiento. Los materiales de

laboratorio fueron colocados en la camara de flujo y expuestos a luz UV durante 15 minutos.
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a. Con el sacabocado N°4 se realizan discos de 8 mm cada uno.

b. Con la aguja se coloca los discos de los hongos en el centro de las cajas Petri.

c. Con el asa se toma una muestra de la bacteria con el mismo se realiz6 un estriado en los

extremos de la caja Petri.

d. Las cajas Petri se las dejo en la incubadora a 28°C.

3.3.5 Método de compuestos volatiles

Se utilizé la metodologia de Le6n et al. (2020, pp. 20-25), esta metodologia permitio trabajar con

diferentes tiempos de crecimiento del hongo, lo que permitié obtener datos precisos y completos.
3.3.5.1 Método de compuestos volatiles (0 horas)

La confrontacién de los hongos y bacteria se la realiz6 de manera simultanea, se cultivaron en
cajas Petri separadas, luego se juntaron evitando el contacto directo entre ambos

microorganismos:

a. Se realizd cortes con el sacabocado a los hongos en crecimiento formando discos de 8 mm,

colocéndolos en las cajas Petri.
b. Se realizé un estriado simple en las Cajas Petri con la bacteria.
c. Lacaja Petri que contiene a la bacteria se colocé encima e invertida sobre la que contenia el

hongo benéfico, las cajas fueron sellados con Parafilm. Dejandolas en la incubadora a una

temperatura de 28°C.

3.3.5.2 Métodos de compuestos volatiles (96 horas)

La confrontacion de los hongos y bacteria se la realizé pasando 4 dias.

a. Serepicd los hongos benéficos en cajas Petri y se las dejo en la incubadora a una temperatura
de 28 °C por 4 dias.

b. Pasando los 4 dias se realiz6 un estriado simple en las Cajas Petri con la bacteria.
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c. La caja Petri que contiene a la bacteria se colocd encima e invertida sobre la que contenia el
hongo benéfico, las cajas fueron sellados con Parafilm. Dejandolas en la incubadora a una

temperatura de 28°C.

3.3.6  Célculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

Para determinar el efecto de Bacillus subtilis F. Cohn en el crecimiento de los hongos se utiliz6
la metodologia de Ledn et al. (2020, pp. 20-25), en la cual se calculd el porcentaje del crecimiento
micelial. En la cual consiste en la medicion del diametro horizontal y vertical en presencia de la
bacteria, mientras que el control se utilizaron cajas Petri donde se encontraban solamente los

hongos benéficos. La toma de datos se la realizé cada 24 horas.

Con las mediciones obtenidas se procedi6 al calculo del porcentaje de inhibicidn del crecimiento

micelial mediante la siguiente ecuacion:

diametro tratamiento
) * 100

Porcentaje de inhibicion = (1 - —
diametro control

Mediante la siguiente escala se determind si la inhibicion es:

Tabla 7-3: Escala para el porcentaje de inhibicion de micelio.

Baja: 0% — 25%
Media: 25% — 50%
Alta: > 50%

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

3.3.7 Calculo de la tasa de crecimiento

En el estudio realizado, se utiliz6 la metodologia de Corrales et al. (2012, p. 69), para determinar la
tasa de crecimiento micelial de los hongos benéficos, en la que consiste en la utilizacion de la
siguiente formula:

crecimiento final — crecimiento inicial

Tc= - - ; ———
tiempo final — tiempo inicial

3.3.8 Porcentaje de inhibicion de la esporulacion

El conteo de esporas se realiz6 a partir de las cajas Petri testigos con los hongos benéficos

desarrollados completamente, en la cual se utilizé la metodologia de Armenia (2005, p. 37):
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a. Se agregd 5 ml de agua destilada estéril en las cajas Petri y se raspd la superficie con un asa

de Drigalski.

b. Para el control se tomd 25 pl de la solucion y se colocd en una placa porta objetos. Para los

tratamientos se tomo 12,5 pl de la solucion del hongo y 12,5 pl de la solucion de la bacteria.

c. Los portaobjetos se colocaron en camara himeda dejandolas en incubacion por 24 h a una
temperatura de 28 °C.

d. Alas placas porta objetos se les agregd una gota de azul de algodon colocando el cubreobjeto.

e. Se realizo el conteo de esporas (40X).

Mediante la siguiente escala se determind si la inhibicion es:

Tabla 8-3: Escala para el porcentaje de inhibicion de la esporulacién.

Baja: 0% — 25%
Media: 25% —50%
Alta: > 50%

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

3.3.9 Caracteristicas morfol6gicas

Las caracteristicas morfolégicas tanto macroscédpica y microscopicamente se las determiné al

final del ensayo:

a. Las caracteristicas macroscépicas se determiné el color de las colonias basandose en la escala
de colores Pantone (2020). Las caracteristicas del micelio se las determind basandose en
diferentes autores dependiendo el hongo benéfico. Para determinar la velocidad de

crecimiento se utilizé la escala descrita por Gomez (2018), en la cual consiste en (Tabla 9-3):

Tabla 9-3: Escala de crecimiento descrita por Gomez (2018).

Répido Entre una y dos semanas
Moderado Entre dos y tres semanas
Lento Entre tres y cuatro semanas.

Fuente: (Gémez, 2018).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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b. Las caracteristicas microscopicas se las determiné mediante la revision literaria de diferentes

autores dependiendo del hongo benéfico.

3.4 Especificaciones del experimento

3.4.1 Esquema del diseiio experimental

NUmero de tratamientos 8
NUmero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales 24

3.4.2 Tratamientos

Tabla 10-3: Tratamientos.

Tratamiento Descripcion

T1 Bacillus subtilis F Cohn + PG01
T2 Bacillus subtilis F Cohn + CH02
T3 Bacillus subtilis F Cohn + CHO1
T4 Bacillus subtilis F Cohn + PG02
T5 Bacillus subtilis F Cohn + A21
T6 Bacillus subtilis F Cohn + A13
T7 Bacillus subtilis F Cohn + Th01
T8 Control

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

3.5 Tipo de disefio
3.5.1 Caracteristicas del disefio
Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) para la variable porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial y porcentaje de inhibicién de la esporulacién. En cuanto a la tasa de

crecimiento micelial se llevo a cabo una prueba T.
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3.5.2 Esquema del andlisis de varianza

Tabla 11-3: Esquema de anélisis de varianza (ANOVA).

Fuente de Variacion Formula al
Tratamientos (t-1) 7

Error t(n-1) 16
Total (tn)-1 23

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Tabla 12-3: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial.

Tasa de crecimiento

Tratamiento Media D. Estandar p —valor Significancia
Hongo/Bacteria cm/dia - - -
Control cm/dia - - -

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

3.5.3 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un Anélisis de Varianza (ANOVA). Esta
técnica permite comparar diversos grupos en una variable cuantitativa, para determinar si las

medias poblacionales son iguales (0) o diferentes (1).
3.5.4  Anadlisis funcional
Después de realizar un analisis de varianza (ANOVA) para comparar los tratamientos, se llevo a

cabo una prueba de Tukey al 5% para determinar si existian diferencias significativas entre los

tratamientos y el coeficiente de variacion fue expresado en porcentaje.
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CAPITULO IV

4 MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Procesamiento, analisis e interpretacion de resultados

4.1.1 Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

4.1.1.1 Método dual

Dual vertical

B
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lustracion 1-3: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical de siete hongos
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benéficos en presencia de B. subtilis mediante el método dual.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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El andlisis de varianza (Tabla 13-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial vertical en el método dual presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos (p <

0,05), el coeficiente de variacion indica que la variabilidad de los datos es relativamente baja, con

un 5,26%.

Tabla 13-4: Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método dual.

Variables SC gl CM p - valor Significancia
Tratamientos 6780 7 968,6 683  0,0000000000000002 **
Error 23 16 1,4

Total 6803 23

cv 5,26%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05).

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.



Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
vertical en el método dual se determinaron que existen 7 grupos de tratamientos: “a” con el mayor
porcentaje de inhibicion micelial vertical se ubico en el tratamiento CHO1 correspondiente al A.
musiformis con una media de 49,95%; seguido del rango “b” el tratamiento PG02 correspondiente
al A. conoides con una media de 38,20%; seguido del rango “c” el tratamiento A21

correspondiente a Beauveria bassiana con una media de 34,07% (Tabla 14-4).

Tabla 14-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método dual.

Tratamientos Medias Rango

CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 49,95 a

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 38,20 b

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 34,07 c

CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 26,16 d

A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 19,86 e

PGO01 (B. subtilis + A. oligospora). 12,85 f
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 00,00 g

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segun la Prueba Tukey al 5%.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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lustracion 2-4: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial horizontal de siete hongos

benéficos en presencia B. subtilis mediante el método dual.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El andlisis de varianza (Tabla 15-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial horizontal en el método dual presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos (p <
0,05), el coeficiente de variacion indica que la variabilidad de los datos es relativamente baja con

un 4,85%.
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Tabla 15-4: Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal del método dual.

Variables SC ol CM F p - valor Significancia
Tratamientos 5092 7 7275 855,3 0,0000000000000002 *x
Error 14 16 0,9

Total 5106 23

cv 4,85%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal en el método dual se determinaron que existen 5 grupos de tratamientos: en el rango
“a” con el mayor porcentaje de inhibicién micelial horizontal se ubico en el tratamiento CHO1
correspondiente al A. musiformis con una media de 47,70%; seguido del rango “b” los
tratamientos A21 y A13 correspondientes a Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae con
medias de 26,63% y 26,23%; seguido del rango “c” el tratamiento PG02 correspondiente a A.

conoides con una media de 21,69% (Tabla 16-4).

Tabla 16-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
horizontal del método dual.

Tratamientos Medias Rangos

CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 47,7 a

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 26,63 b

A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 26,23 b

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 21,69 c

ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 15,07 d

CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 14,74 d

PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 0 e

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segtn la Prueba Tukey al 5%.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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4.1.1.2 Método de compuestos volatiles (0 horas)

Volatiles verticales
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llustracion 3-4: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical de siete hongos

benéficos en presencia de B. subtilis mediante el método compuestos volatiles (0 horas).

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El andlisis de varianza (Tabla 17-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial vertical en el método de compuestos volatiles a las 0 horas presentaron diferencias
estadisticas entre tratamientos (p < 0,05), el coeficiente de variacidn indica que la variabilidad de

los datos es relativamente baja, con un 4,68%.

Tabla 17-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método compuestos volatiles (0 horas).

Variables SC al CM F p - valor Significancia
Tratamientos 6532 7 933,1 902,3  0,0000000000000002 ol
Error 17 16 10

Total 6549 23

Ccv 4,68%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
vertical en el método de compuestos volatiles a las 0 horas se determinaron que existen 7 grupos
de tratamientos: en el rango “a” con el mayor porcentaje de inhibicion micelial vertical se ubico
en el tratamiento CHO2 correspondiente al A. oligospora con una media de 50,41%; seguido del
rango “b” el tratamiento PGO02 correspondiente al A. coniodes con una media de 36,60%; seguido
del rango “c” el tratamiento PGO1 correspondiente a A. oligospora con una media de 32,29%
(Tabla 18-4).
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Tabla 18-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método compuestos volatiles (0 horas).

Tratamientos MediasRangos

CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 50,41 a

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 3660 b

PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 32,29 c

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 23,13 d

ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 17,32 e

CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 14,23 f

Al3 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,00 g

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segin la Prueba Tukey al 5%.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Volatiles horizontal
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llustracion 4-4: Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial horizontal de siete hongos

benéficos en presencia de B. subtilis mediante el método compuestos volatiles (0 horas).

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El andlisis de varianza (Tabla 19-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial horizontal en el método de compuestos volatiles a las 0 horas presentaron diferencias
estadisticas entre tratamientos (p < 0,05), el coeficiente de variacidn indica que la variabilidad de

los datos es relativamente baja, con un 6,54%.

Tabla 19-4: Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

horizontal del método compuestos volatiles (0 horas).

Variables SC al CM F p - valor Significancia
Tratamientos 6073 7 867,5 310,6 0,000000000000000709 *x
Error 45 16 2,8

Total 6118 23

CcVv 6,54%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal en el método de compuestos volatiles a las 0 horas se determinaron que existen 4
grupos de tratamientos: en el rango “a” con el mayor porcentaje de inhibicion micelial horizontal
se ubico en el tratamiento PG02 correspondiente al A. conoide con una media de 59,31%; seguido
del rango “b” los tratamientos CHO2 y PG01 que corresponden al A. oligospora con una media
de 33,10% y 29,71%; seguido del rango “c” los tratamientos A21 y Al3 correspondientes a
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae con una media de 23,33% y 22,30% (Tabla 20-4).

Tabla 20-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal del método compuestos volatiles (0 horas).

Tratamientos Medias Rangos

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 59,31 a

CHO2 (B. subtilis + A. oligospora). 34,10 b

PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 29,71 b

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 23,33 c
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 22,30 c
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 18,91 c d
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 16,52 d

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segtn la Prueba Tukey al 5%.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

4.1.1.3 Método de compuestos volatiles (96 horas)

Volatiles vertical
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llustracion 5-4: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical de siete hongos
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benéficos en presencia de B. subtilis mediante el método compuestos volatiles (96 horas).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El andlisis de varianza (Tabla 21-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento

micelial vertical en el método de compuestos volatiles a las 96 horas presentaron diferencias
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estadisticas entre tratamientos (p < 0,05), el coeficiente de variacion indica que la variabilidad de

los datos es relativamente baja, con un 4,68%.

Tabla 21-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método compuestos volatiles (96 horas).

Variables SC gl CM F p - valor Significancia
Tratamientos 4459 7 637,1 979,2  0,0000000000000002 *x
Error 10 16 0,7

Total 4469 23

Ccv 4,68%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
vertical en el método de compuestos volatiles a las 96 horas se determinaron que existen 6 grupos
de tratamientos: en el rango “a” con el mayor porcentaje de inhibicion micelial vertical se ubicod
en el tratamiento A21 correspondiente al Beauveria bassiana con una media de 37%,78; seguido
del rango “b” el tratamiento PG02 correspondiente al A. conoides con una media de 31,37%;
seguido del rango “c” los tratamientos PGO1 y A13 correspondientes a los tratamientos de A.

oligospora y Metarhizium anisopliae con una media de 23,33% y 22,30% (Tabla 22-4).

Tabla 22-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial vertical

del método compuestos volatiles (96 horas).

Tratamientos Medias Rangos

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 37,78 a

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 31,37 b

PGO01 (B. subtilis + A. oligospora). 26,32 c

A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 24,69 c

CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 9,99 d

CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 6,61 e
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 0,99 f

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segin la Prueba Tukey al 5%.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023
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Volatiles horizontal
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llustracion 6-4: Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial horizontal de siete hongos

benéficos en presencia de B. subtilis mediante el método compuestos volatiles (96 horas).

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El andlisis de varianza (Tabla 23-4) para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial horizontal en el método de compuestos volatiles a las 96 horas presentaron diferencias
estadisticas entre tratamientos (p < 0,05), el coeficiente de variacion indica que la variabilidad de

los datos es relativamente baja, con un 8,13%.

Tabla 23-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del

horizontal del método compuestos volatiles (96 horas).

Variables sC al CM F p - valor Significancia
Tratamientos 5608 7 801,2 375,8 0,0000000000000002 il
Error 34 16 2,1

Total 5642 23

CcVv 8,13%

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal en el método de compuestos volatiles a las 96 horas se determinaron que existen 5
grupos de tratamiento: en el rango “a” con el mayor porcentaje de inhibicion micelial horizontal
se ubico en los tratamientos A21 y A13 correspondiente al Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae con una media de 40,07% y 39,34%; seguido del rango “b” el tratamiento PG02
correspondiente al A. conoides con una media de 28,82%; seguido del rango “c” el tratamiento

PGOL1 correspondiente al tratamiento de A. oligospora con una media de 17,81% (Tabla 24-4).
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Tabla 24-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
horizontal del método compuestos volatiles (96 horas).

Tratamientos Medias Rangos

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 40,07 a

A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 39,34 a

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 28,82 b

PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 17,81 c
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 11,20 d
CHO2 (B. subtilis + A. oligospora). 4,49 e
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 1,97 e

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segin la Prueba Tukey al 5%.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

4.1.2 Tasa de crecimiento micelial

4.1.2.1 Método dual

Dual vertical
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llustracion 7-4: Tasa de crecimiento micelial vertical de siete hongos benéficos en presencia de

B. subtilis mediante el método dual.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 25-4) para la variable tasa de crecimiento micelial vertical utilizado
en el método dual, se encontraron diferencias estadisticas significativas en 5 grupos de
tratamientos (p<0,05), con una desviacién estandar de 4.
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Tabla 25-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial vertical en el método dual.

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO01 (B. subtilis + A. oligospora). 0,73 4 0,00749043 *x
PGO01_C (A. oligospora). 0,75
CHO2 (B. subtilis + A. oligospora). 0,53 4 0,373901 ns
CHO02_C (A. oligospora). 0,51
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,68 4 0,000002114927 *x
CHO1_C (A. musiformis). 1,07
PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 0,71 4 0,0026688 faled
PGO02_C (A. conoides). 1,13
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,31 4 0,00351552 wx
A21_C (B. bassiana). 0,44
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,51 4 0,0234981 *
Al13_C (M. anisopliae). 0,63
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 1,31 4 1 ns
ThO1_C (T. harzianum). 1,31

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Dual horizontal
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llustracion 8-4: Tasa de crecimiento micelial horizontal de siete hongos benéficos en presencia
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de B. subtilis mediante el método dual.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 26-4) para la variable tasa de crecimiento micelial horizontal
utilizado en el método dual, se encontraron diferencias estadisticas significativas en 2 grupos de

tratamientos (p<0,05), con una desviacién estandar de 4.
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Tabla 26-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial horizontal en el método dual.

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO01 (B. subtilis + A. oligospora). 0,87 4 0,1161165 ns
PGO01_C (A. oligospora). 0,75
CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 0,52 4 0,04881155 *
CHO02_C (A. oligospora). 0,48
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,81 4 0,02437615 *
CHO01_C (A. musiformis). 1,13
PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 0,97 4 0,1469588 ns
PGO02_C (A. conoides). 1,13
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,4 4 0,2377961 ns
A21_C (B. bassiana). 0,42
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,58 4 0,3181723 ns
Al13_C (M. anisopliae). 0,63
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 1,06 4 0,102738 ns
ThO1_C (T. harzianum). 0,93

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

4.1.2.2 Método de compuestos volatiles (0 horas)

Volatiles vertical
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llustracion 9-4: Tasa de crecimiento micelial vertical de siete hongos benéficos en presencia de

B. subtilis mediante el método de compuestos volatiles (0 horas).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 27-4) para la variable tasa de crecimiento micelial vertical utilizado
en el método compuestos volatiles (0 horas), se encontraron diferencias estadisticas significativas

en 5 grupos de tratamientos (p<0,05), con una desviacion estandar de 4.
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Tabla 27-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial vertical en el método compuestos

volatiles (0 horas).

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 0,59 4 0,00005899788 *x
PGO01_C (A. oligospora). 0,75
CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 0,21 4 0,00241034 *x
CHO02_C (A. oligospora). 0,51
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,9 4 0,00003166002 *x
CHO1_C (A. musiformis). 1,07
PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 0,61 4 0,00120049 faled
PG02_C (A. conoides). 1,13
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,31 4 0,00124391 *x
A21_C (B. bassiana). 0,44
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,6 4 0,5637088 ns
Al13_C (M. anisopliae). 0,63
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 1,05 4 0,164789 ns
ThO1_C (T. harzianum). 1,31

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Volatiles horizontal

Terg Jo o iz vl
) . N .
Y i
s
X g
1 =
'l K
i ¥
i =
: ¢

llustracion 10-4: Tasa de crecimiento micelial horizontal de siete hongos benéficos en presencia

de B. subtilis mediante el método de compuestos volatiles (0 horas).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 28-4) para la variable tasa de crecimiento micelial horizontal
utilizado en el método compuestos volatiles (0 horas), se encontraron diferencias estadisticas

significativas en 5 grupos de tratamientos (p<0,05), con una desviacion estandar de 4.
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Tabla 28-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial horizontal en el método compuestos

volatiles (0 horas).

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 0,59 4 0,00021748 *x
PGO01_C (A. oligospora). 0,75
CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 0,29 4 0,00004534426 **
CHO02_C (A. oligospora). 0,47
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,94 4 0,06456439 ns
CHO01_C (A. musiformis). 1,13
PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 0,48 4 0,00088033 *x
PG02_C (A. conoides). 1,13
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,32 4 0,00009888192 *x
A21_C (B. bassiana). 0,42
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,57 4 0,144177 ns
Al13_C (M. anisopliae). 0,63
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 0,89 4 0,02321516 *
ThO1_C (T. harzianum). 0,93

Diferencias significas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

4.1.2.3 Método de compuestos volatiles (96 horas)

Volatiles vertical (96 horas)
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llustracion 11-4: Tasa de crecimiento micelial vertical de siete hongos benéficos en presencia

de B. subtilis mediante el método de compuestos volatiles (96 horas).

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 29-4) para la variable tasa de crecimiento micelial vertical utilizado

en el método compuestos volétiles (96 horas), se encontraron diferencias estadisticas

significativas en 6 grupos de tratamientos (p<0,05), con una desviacion estandar de 4.
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Tabla 29-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial vertical en el método compuestos

volétiles (96 horas).

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO01 (B. subtilis + A. oligospora). 0,45 4 0,00532813 *x
PGO01_C (A. oligospora). 0,52
CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 0,24 4 0,00535882 wx
CHO02_C (A. oligospora). 0,34
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,38 4 0,00147312 *x
CHO1_C (A. musiformis). 0,57
PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 0,18 4 0,00077338 faled
PG02_C (A. conoides). 0,55
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,24 4 0,00312559 *x
A21_C (B. bassiana). 0,3
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,35 4 0,00537044 *x
Al13_C (M. anisopliae). 0,46
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 0,19 4 0,7827543 ns
ThO1_C (T. harzianum). 0,18

Diferencias significativas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Volatiles horizontal (96 horas)
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llustracion 12-4: Tasa de crecimiento micelial horizontal de siete hongos benéficos en presencia
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de B. subtilis mediante el método de compuestos volétiles (96 horas).
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba T (Tabla 30-4) para la variable tasa micelial de crecimiento horizontal
utilizado en el método compuestos volatiles (96 horas), se encontraron diferencias estadisticas

significativas en 6 grupos de tratamientos (p<0,05), con una desviacion estandar de 4.
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Tabla 30-4: Prueba T para la tasa de crecimiento micelial horizontal en el método compuestos

volétiles (96 horas).

Tasa de crecimiento

Tratamientos Media (cm/dia) D. Estandar p - valor Significancia
PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 0,36 4 0,00265052 *x
PGO01_C (A. oligospora). 0,45
CHO2 (B. subtilis + A. oligospora). 0,27 4 0,01740232 *
CHO02_C (A. oligospora). 0,33
CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 0,2 4 0,0095403 **
CHO01_C (A. musiformis). 0,42
PGO2 (B. subtilis + A. conoides). 0,28 4 0,00023631 *x
PGO02_C (A. conoides). 0,62
A21 (B. subtilis + B. bassiana). 0,23 4 0,00120509 *x
A21_C (B. bassiana). 0,3
A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 0,37 4 0,04881155 *
Al13_C (M. anisopliae). 0,32
ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 0,19 4 1 ns
ThO1_C (T. harzianum). 0,19

Diferencias significativas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

4.1.3 Porcentaje de inhibicién de la esporulacion de los hongos benéficos
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llustracion 13-4: Porcentaje de inhibicion de la esporulacion de siete hongos benéficos en

presencia de B. subtilis.
Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

El analisis de varianza (Tabla 31-4) para la variable porcentaje de inhibicion de la esporulacion
presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos (p < 0,05), el coeficiente de variacion
indica que la variabilidad de los datos es relativamente baja, con un 2,79%.
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Tabla 31-4: Andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion de la esporulacion.

Variables SC ol CM F p - valor Significancia
Tratamientos 31699 7 4528 2112 0,0000000000000002 e
Error 34 16 2

Total 31733 23

cv 2,79%

Diferencias significativas * (p<0,05); diferencias altamente significativas ** (p<0,01), ns: no significativo (p>0,05)

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicidén de la esporulacion la se
determinaron que existen 6 grupos de tratamientos: en el rango “a” con el mayor porcentaje de
inhibicion de esporas se ubico en los tratamientos CHO2 y PG02 correspondiente al A. oligospora
y A. conoide con una media de 89,32% y 87,42%; seguido del rango “b” el tratamiento A21 que
corresponde al Beauveria. bassiana con una media de 82,76%; seguido del rango “c” el
tratamiento PGO1 correspondiente al A. oligospora con una media de 77,17% (Tabla 32-4).

Tabla 32-4: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de inhibicién de la esporulacién

Tratamientos Medias Rangos

CHO02 (B. subtilis + A. oligospora). 89,32 a

PGO02 (B. subtilis + A. conoides). 8742 a

A21 (B. subtilis + B. bassiana). 82,76 b

PGO1 (B. subtilis + A. oligospora). 77,17 c

CHO1 (B. subtilis + A. musiformis). 62,19 d

A13 (B. subtilis + M. anisopliae). 12,78 e

ThO1 (B. subtilis + T. harzianum). 7,34 f
Control (Solo hongo benéfico). 0,00 g

Los tratamientos con letras diferentes indican diferencias entre tratamientos segun la Prueba Tukey al 5%.

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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4.1.4 Caracteristicas morfolédgicas de los hongos benéficos

Tabla 33-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de A. oligospora (PG01), en condiciones in vitro.

Arthrobotrys oligospora PG01 (PDA)

Caracteristicas macroscopicas

R | Crecimiento
Anverso Reverso Forma | Micelio Caracteristicas macroscopicas
i Al
Gris blanco Blanco g%(lcér;oso, Abundantes
R1 Répido (PMS 427 (PMS 441 Radial vellosidad y conidioforos
RGB #dddbd1) RGB #d1d1c6) afelpado alargados,
- erectos y
Gris blanco Blanco Algoc(jjc;r;oso, conidios
R2 Rapido (PMS 427 (PMS 441 Radial vellgsidad y fusiformes
RGB #dddbd1) RGB #d1d1c6) afelpado | 29rupadas en
- racimo
Gris blanco Blanco Algodonoso, | - \1arquez et
R3 Rapido (PMS 427 (PMS 441 Radial poca al., 2015:
vellosidad y pp.47-55)
RGB #dddbd1) RGB #d1d1c6) afelpado A7-55).
. Blanco
Gris blanco Algodonoso,
ci | Rapido Cremoso Radial | vellosoy | Abundantes
P (PMS 427 (PMS 434 y idioh
afelpado | conidiéforos
RGB #dddbd1) RGB #e0d1c6) alargados,
Gris blanco Blanco erectos y
L cremoso | Algodonoso, | conidios
€2 | Rapido (PMS 427 (PMS 434 Radial | - velloso Y | fusiformes
RGB #dddbd1) RGB #e0d1c6) areipaco agrupads en
. Blanco 4
Gris blanco Cremoso Algodonoso, (Mérquez .et
- . al., 2015:
C3 Rapido (PMS 427 (PMS 434 Radial Vt:llloscc)jy Dp.47-55).
afelpado
RGB #dddbd1) RGB #¢0d1c6) P

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios fusiformes y 2 conidiéforos alargados; PMS: Codificacion mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Tabla 34-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de A. oligospora (CH02), en condiciones in vitro.

Arthrobotrys oligospora CHO02 (PDA)

Caracteristicas microscopicas

R Crecim Caracteristicas macroscopicas
lento Anverso Reverso Form | Micelio
a
R1 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial Poco Pocos conididforos
(PMS 427 (PMS 434 Algodonoso | simples alargados,
RGB RGB #e0d1c6) y velloso erectos y conidios
#dddbd1) hialinos, lisas,
globosas (Catillo y
R2 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial Poco Medina., 2014:
(PMS 427 (PMS 434 Algodonoso pp.13-65).
RGB RGB #e0d1c6) y velloso
#dddbd1)
R3 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial Poco
(PMS 427 (PMS 434 Algodonoso
RGB RGB #e0d1c6) y velloso
#dddbd1)
C1 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial | Algodonoso Abundantes
(PMS 427 (PMS 434 , velloso 'y conidioforos
RGB RGB #e0d1c6) afelpado simples alargados,
#dddbd1) erectos y conidios
C2 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial | Algodonoso hialinos, lisas,
(PMS 427 (PMS 434 , velloso y globosas (Catillo y
RGB RGB #e0d1c6) afelpado Medina., 2014:
#dddbd1) pp.13-65).
C3 Lento Gris Blanco Blanco cremoso Radial | Algodonoso
(PMS 427 (PMS 434 , velloso y
RGB RGB #e0d1c6) afelpado
#dddbd1)

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios hialinos, lisas y globosas y 2 conidi6foros simple alargados; PMS: Codificacion mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Tabla 35-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de A. musiformis en condiciones in vitro.

Arthrobotrys musiformis CHO1 (PDA)

R Crecimiento Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Anverso Reverso Forma Micelio
R1 Répido Gris Blanco Blanco Radial Poca Pocos
(PMS 568 (PMS 427 vellocida | conidiéforos
RGB RGB dy simples y
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado conidios
ovalados
R2 Rapido Gris Blanco Blanco Radial Poca (Pérezetal.,
(PMS 568 (PMS 427 vellocida | 2022:pp.1-
RGB RGB dy 15).
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado
R3 Rapido Gris Blanco Blanco Radial Poca
(PMS 568 (PMS 427 vellocida
RGB RGB dy
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado
C1 Répido Gris Blanco Blanco Radial Algodon | Abundantes
(PMS 568 (PMS 427 0s0, conidiéforos
RGB RGB velloso y alargados,
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado erectos y
Cc2 Répido Gris Blanco Blanco Radial | Algodon conidios
(PMS 568 (PMS 427 050, ovalados
RGB RGB vellosoy | @agrupados
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado en racimo
C3 Raépido Gris Blanco Blanco Radial Algodon (ggzrgz. et all._,
(PMS 568 (PMS 427 00, 1@3;’ >
RGB RGB velloso y :
#d6d6c6) #dddbd1) afelpado

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios ovalados y 2 conidiéforos alargados; PMS: Codificacién mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Tabla 36-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de A. conoides en condiciones in vitro.

Arthrobotrys conoides PG02 (PDA)
R Crecimient Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
0
Anverso Reverso Form | Micelio
a
R1 Répido Crema Blanco Radial Poco Pocos
(PMS 155 (PMS 441 Algodonoso | conidi6foros
RGB #f4dbaa) RGB y velloso simples y
#d1d1c6) conidios
ovalados,
R2 Rapido Crema Blanco Radial Poco hialinos
(PMS 155 (PMS 441 Algodonoso | (Ghostaet
RGB #f4dbaa) RGB y velloso al., 2017:
#d1d1c6) 926160)5'
R3 Répido Crema Blanco Radial Poco '
(PMS 155 (PMS 441 Algodonoso
RGB #f4dbaa) RGB y velloso
#d1d1c6)
C1 Répido Marrén Blanco Radial | Algodonoso | Abundantes
(PMS 157 (PMS 441 ,vellosoy | conidiéforos
RGB #eda04f) RGB afelpado simples y
#d1d1c6) conidios
Cc2 Répido Marrén Blanco Radial | Algodonoso ov_algdos,
(PMS 157 (PMS 441 ,vellosoy | hialinos
RGB #eda04f) RGB afelpado (Clahosta et
#d1d1c6) ap.F,) 21%%)7-
C3 Réapido Marrén Blanco Radial | Algodonoso 166).
(PMS 157 (PMS 441 , velloso y
RGB #eda04f) RGB afelpado
#d1d1c6)

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios ovalados y 2 conidiéforos simples; PMS: Codificacion mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Tabla 37-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de B. bassiana en condiciones in vitro.

Beauveria bassiana A21 (PDA)
R Crecimient Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
0
Anverso Reverso Forma Micelio
R1 Moderado Blanco Amarillo No Radial Poco Pocos
(PMS 427 crema compacto y conididéforos
RGB (PMS 1205 polvoso simplesy
#dddbd1) RGB #f7e8aa) abundantes
conidios de
R2 Moderado Blanco Amarillo No Radial Poco forlr:\?eenierz]rtlgas
(PMS 427 crema compacto y ovaladas
RGB (PMS 1205 polvoso (Chiriboga et
#dddbd1) RGB #f7e8aa) al., 2015: pp.1-
R3 Moderado Blanco Amarillo No Radial Poco 25).
(PMS 427 crema compacto y
RGB (PMS 1205 polvoso
#dddbd1) RGB #f7e8aa)
C1 Moderado Blanco Amarillo Radial Compacto, y Abundantes
(PMS 427 crema muy polvoso conididéforos
RGB (PMS 1205 simples y
#dddbd1) RGB #f7e8aa) conidios de
C2 Moderado Blanco Amarillo Radial Compacto, y folré?/irisgr?tr:aca
(PMS 427 crema muy polvoso ovaladas
RGB (PMS 1205 (Chiriboga et
#dddbd1) RGB #f7e8aa) al., 2015: pp.1-
C3 Moderado Blanco Amarillo Radial Compacto, y 25).
(PMS 427 crema muy polvoso
RGB (PMS 1205
#dddbd1) RGB #f7e8aa)

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios de forma esférica levemente ovalada y 2 conidiéforos simples; PMS: Codificacion mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay Alexis, 2023.
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Tabla 38-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de M. anisopliae en condiciones in vitro.

Metarhizium anisopliae A13 (PDA)

Crecimiento

Caracteristicas microscopicas

Anverso

R1

Moderado

Blanco
(PMS 427
RGB #dddbd1)

R2

Moderado

Blanco
(PMS 427
RGB #dddbd1)

R3

Moderado

Blanco
(PMS 427
RGB #dddbd1)

C1

Moderado

Verde oscuro
(PMS 133
RGB #705h0a)

C2

Moderado

Verde oscuro
(PMS 133
RGB #705b0a)

C3

Moderado

Verde oscuro
(PMS 133
RGB #705h0a)

Reverso

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Caracteristicas microscopicas

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Amarillo
crema
(PMS 1205
RGB #f7e8aa)

Forma Micelio
No Algodonoso y Abundantes
Radial polvoso conidios
ovoides (Valle
etal., 2021:
pp.1-19).
No Algodonoso y
Radial polvoso
No Algodonoso y
Radial polvoso
Radial | Algodonosoy Poco
polvoso conidiéforos
simples y
abundantes
Radial | Algodonosoy conidios
polvoso ovoides (Valle
etal., 2021:
pp.1-19).
Radial | Algodonosoy
polvoso

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios ovoides y 2 conidi6foros simples; PMS: Codificacién mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3y 4 semanas

Realizado por: Pallmay, Alexis, 2023.
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Tabla 39-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de T. harzianum, en condiciones in vitro.

Trichoderma harzianum Th01 (PDA)

R Crecimi Caracteristicas macroscopicas
ento
Reverso
R1 Répido | Verde oscuro Verde
(PMS 364 amarillo
RGB (PMS 380
#3a7728) RGB
#d6e542)
R2 Réapido | Verde oscuro Verde
(PMS 364 amarillo
RGB | (PMS 380
#3a7728) RGB
#d6e542)
R3 Répido | Verde oscuro Blanco crema
(PMS 364 (PMS 393
RGB #3a7728 RGB #f2ef87)
C1 Répido | Verde oscuro Verde oscuro
(PMS 364 (PMS 364
RGB RGB
#3a7728) #3a7728)
Cc2 Réapido | Verde oscuro Verde oscuro
(PMS 364 (PMS 364
RGB RGB
#3a7728) #3a7728)
C3 Répido | Verde oscuro Verde oscuro
(PMS 364 (PMS 364
RGB RGB
#3a7728) #3a7728)

Caracteristicas microscopicas

Forma Micelio
Radial | Algodonoso Abundantes
y polvoso conidiéforos
ramificados
piramidales, fidlides
delgadas en forma de
i botella y abundantes
Radial | Algodonoso | conidios cortos ovoides
y polvoso de paredes lisas
(Romero et al., 2009:
pp.143-151).
Radial | Algodonoso
y polvoso
Radial | Algodonoso Abundantes
y polvoso conididéforos
ramificados
piramidales, fidlides
Radial | Algodonoso | delgadas en forma de
y polvoso botella y abundantes
conidios cortos ovoides
de paredes lisas
- (Romero et al., 2009:
Radial | Algodonoso pp.143-151).
y polvoso

Aly B1: Anverso; A2 y B2: Reverso; A3y B3: 1 conidios cortos ovoides y 2 conidi6foros ramificados; PMS: Codificacion mediante la Escala de colores PANTONE.

Crecimiento: Rapido entre 1y 2 semanas; Moderado entre 2 y 3 semanas; Lento entre 3 y 4 semanas

Realizado por: Pallmay Alexis, 2023.
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4.2 Discusion

De acuerdo con investigaciones realizadas por Ocampo (2020, pp.1-50), se ha observado que
Bacillus subtilis presenta una variabilidad en los porcentajes de inhibicion del crecimiento

micelial en presencia de diferentes hongos.

En el método dual, la variable que indica el porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial
muestra que el tratamiento CHO1, que involucra a A. musiformis, presenta el mayor porcentaje de
inhibicion, con un 49,95% de inhibicion vertical y un 47,7% de inhibicion horizontal con una tasa
de crecimiento de 6,45 mm/dia, segln lo reportado por Castillo y Medina (2014, pp.3-64), la tasa de
crecimiento del género Arthrobotrys sp. es de 5mm/dia.

Segun Acevedo et al., (2015, pp.1-6), en su estudio descubrieron que los productos extracelulares de
un filtrado del hongo A. musiformis tienen actividad paralizante. Segun el autor, este compuesto
pertenece a la familia de proteasas del grupo de las serinas.

Mientras que el tratamiento ThO1 correspondiente a T. harzianum presenté 0% de inhibicién
vertical y 15,07% de inhibicion horizontal presentando una tasa de crecimiento de 11,8 mm/dia.
El estudio realizado por Guigdn et al., (2010, pp.87-96), determinaron que la tasa de crecimiento

promedio de las cepas de Trichoderma spp a 25 °C varia de 12 a 17 mm/dia.

Segun Padilla et al., (2000, pp.28-40), los resultados obtenidos en el laboratorio pueden verse

afectados por diversos factores, siendo la temperatura el mas comun de ellos.

En el método de compuestos volatiles (0 horas) el tratamiento con mayor porcentaje de inhibicion
en el crecimiento micelial es el PG02 correspondiente al A. conoides con 36,6% de inhibicion
vertical y 59,31% de inhibicion horizontal con una tasa de crecimiento de 5,45 mm/dia. El
tratamiento con menor inhibicion es el tratamiento A13 correspondiente a M. anisopliae con 0%
de inhibicién vertical y 22,3% de inhibicion horizontal presentando una tasa de crecimiento de
5,85 mm/dia, la tasa de crecimiento reportado por Padilla et al., (2000, pp.28-40), para M. anisopliae

es un promedio de 10 a 20 mm/dia.
Segln Marin et al., (2015, pp.11-134), mencionan en su estudio que Metarhizium anisopliae produce

proteasas, lipasas, quitinasas y metabolitos secundarios que pueden ayudar en su defensa en

presencia de microorganismos desconocidos.
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En el método de compuestos volatiles (96 horas) el tratamiento con mayor inhibicion es el
tratamiento A21 correspondiente a B. bassiana con 37,78% de inhibicidn vertical y 40,07% de
inhibicién horizontal presentando una tasa de crecimiento de 2,35 mm/dia, Garcia et al., (2011,
pp.28-40), reportaron resultados de 60 mm/dia en la tasa de crecimiento para B. bassiana. El
tratamiento con menor porcentaje de inhibicién es el tratamiento ThO1 correspondiente a T.
harzianum con 0,99% de inhibicién vertical y 1,97% de inhibicidn horizontal presentando una

tasa de crecimiento de 1,9 mm/dia.

Segun la investigacion llevada a cabo por Hernandez et al., (2019, pp.98-112), se ha comprobado que
Trichoderma spp es capaz de sintetizar metabolitos secundarios que participan en la produccion
de compuestos volatiles con propiedades antimicrobianas. Entre estos compuestos, se destacan
los diterpenos tetraciclicos, como la harziandiona, los sesquiterpenos como los tricotecenos,

tricodermina y harzianum A, y el triterpeno viridina.

Se puede mencionar que una de las caracteristicas mas importantes de Bacillus subtilis es su
capacidad de producir una gran variedad de antibi6ticos entre éstos, los lipopéptidos

clasificAndose en 3 diferentes familias iturinas, fengicinas y surfactinas (Villarreal et al., 2018: pp.95-
110).

Segun una investigacion llevada a cabo por Ragazzo et al., (2011, pp.5-11), la Iturina y la fengicina
son compuestos que presentan fuertes propiedades de biocontrol, ya que son capaces de inhibir la
accion de una amplia variedad de patdgenos que afectan a las plantas. Por otro lado, la surfactina
por si sola no es capaz de inhibir el crecimiento de hongos, pero se ha demostrado que tiene un

efecto sinérgico con la actividad antifangica de la iturina A.

Segun las investigaciones de Nozaki 2004; citado en Ocampo et al., (2021, pp.16-22), cuando
bacterias y hongos coexisten en el mismo ambiente, las bacterias pueden desencadenar respuestas
de defensa en los hongos. El estudio de los hongos nematéfagos y entomopatégenos ha dado lugar
a numerosos descubrimientos, sobre todo en relacion con los compuestos secundarios que

producen.

De acuerdo con Ruiz et al., (2016, pp.133-148), Bacillus subtilis posee una actividad antimicrobiana
que puede combatir esporas de distintos tipos de microorganismos, como bacterias y hongos.
Asimismo, se ha demostrado que tiene una habilidad excepcional para inhibir el crecimiento y la

esporulacion de diversos hongos fitopatdgenos, tanto en entornos in vitro como in vivo.
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En la variable que indica el porcentaje de inhibicion de esporas, se encontrd que los tratamientos
gue mostraron mayor inhibicion fueron CHO02, que correspondia a A. oligospora, con un
porcentaje del 89,32%, y PG02, que correspondia A. conoides, con un porcentaje del 87,42%. Por
otro lado, se observo que los tratamientos con menor porcentaje de inhibicién fueron el
tratamiento M. anisopliae, con un 12,78%, y ThO1, correspondiente a T. harzianum, con un
7,34%.

El estudio de Ruiz et al., (2016, pp.133-148), describe que B. subtilis ejerce efectos antagdnicos sobre
los hongos por medio de varios mecanismos. En primer lugar, las bacterias se adhieren a las
esporas en germinacion a través de la polaridad y las parasitan directamente. Ademas, producen
antibioticos extracelulares como bacilomicina, iturina, micosubtilina entre otros, asi como
enzimas liticas como quitinasa, proteasa, b-1,3 glucanasa y celulasa. B. subtilis también compite
por los nutrientes en el hospedante, lo que provoca estrés y desnutricion en el hongo en

germinacion.

Las caracteristicas morfoldgicas de A. oligospora (PGO01), presentaron un color gris blanco con
apariencia Algodonosa, vellosa y afelpada, en las caracteristicas microscopicas se observé pocos
conidioforos alargados, erectos y conidios fusiforme agrupadas en racimo. Marquez et al., (2015,
pp.47-55), mencionaron que las estructuras morfoldgicas que observaron fueron conidi6foros
erectos y simples, generando varios racimos de conidios ovoidales agrupados en promedio 10

conidios.

Las caracteristicas morfolégicas de A. oligospora (CHO2), presentaron un color blanco gris con
textura algodonosa, vellosa y afelpada con pocos conidiéforos simples alargados, erectos y
conidios hialinos, lisos con forma globosa. Catillo y Medina (2014, pp.13-65), menciona que A.
oligospora forman colonias que con el tiempo se vuelven color marrén, no pigmentan el medio
de cultivo. Microscépicamente presenta hifas hialinas, con septos, conidi6foro largo, erecto,

hialino. Presenta conidios, hialinos, bicelulares que nacen de las fialides.

Las caracteristicas del A. musiformis presenté un color blanco gris con una apariencia algodonosa,
vellosa y afelpada encontrando en sus caracteristicas microscopicas abundantes conidiéforos
alargados, erectos y conidios de forma ovada agrupadas en racimo, estas caracteristicas coinciden
con Pérez et al., (2022, pp.1-15), mencionaron que los conidi6foros son erecto coronado con racimos
de conidios, los conidios tienen forma alargada-ovoidal y ligeramente curvados; los conidios

estan formados por dos células separadas por un tabique.
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Las caracteristicas morfoldgicas de A.conoides presentaron un color marrén y en algunos casos
de color crema con apariencia algodonosa, vellosa y afelpada. Mientras que las caracteristicas
microscopicas se encontré abundantes conidi6foros simples y conidios hialinos en forma ovoidal.
Segun Ghosta et al., (2017, pp.105-106), las colonias son de color blanco a rosa palido de rapido
crecimiento presentando conididforos hialinos, no ramificados, erectos, que proliferan

repetidamente, con 7-12 0 méas conidios en una cabeza capitada apretada.

Las caracteristicas macroscépicas de B. bassiana presentaron colonias de color blanco desde su
inicio hasta su crecimiento finalizado tomando un aspecto compacto y muy polvosa, mientras que
la parte posterior de la caja Petri se tornd de un color amarillento, concordando con las
caracteristicas de Castillo et al., (2012, pp.275-281), mencionaron que las caracteristicas
morfoldgicas presentaron un aspecto algodonoso al principio, que luego se tornaron pulverulentas
con superficie semielevada y crecimiento moderado. Las colonias presentaron color blanco que
durante el crecimiento micelial fue tomando un color amarillento, por la parte posterior de la caja
de Petri.

Las microscopicas se encontré pocos conidioforos simples y abundantes conidios o esporas
esféricas levemente ovaladas, estas caracteristicas coinciden con los de Chiriboga et al., (2015,
pp.1-25), mencionaron que B. bassiana posee un micelio septado, conidiéforos de 1 a 2 micras de
diametro, de donde nacen conidios o esporas hialinas redondas y ovaladas de 2 a 3 micras de

diametro, que se insertan en el raquis.

Las caracteristicas morfol6gicas de M. anisopliae mostraron inicialmente un color blanco,
mientras que el décimo dia se tornaron de color verde oscuro tomando una apariencia algodonosa
y polvosa, mientras que las caracteristicas microscopias se encontré pocos conidiéforos simples
y abundantes conidios alargados de forma ovoidal, estas caracteristicas morfolégicas coinciden
con lo descrito por Valle et al., (2021, pp.1-19), quienes describieron que los aislados de M.
anisopliae mostraron colonias inicialmente blancas, que al esporular se tornan de color verde, con
conidioforos simples o agregados y fialides en forma de botella. Los conidios son alargados,
ovoides a cilindricos dispuestos en cadenas compactas paralelas, que en masa presentaron color

verde olivo.
Las caracteristicas macroscopicas de T. harzianum present6 un micelio blanco y algodonoso al

cuarto dia incubacidn, mientras que el séptimo y octavo se presentd una apariencia aterciopelada

levemente blando tomando un color verde oscuro.
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Ameratunga et al., (2010, pp.704-709), reportaron caracteristicas macroscopicas similares donde
obtuvieron un micelio blanco, algodonoso y posteriormente una esporulacion verde oliva de
apariencia aterciopelada y el hongo presentd un crecimiento micelial blanco durante los 3
primeros dias de incubacién, al quinto y sexto dia se evidencid una esporulacion total sobre la

placa.

Las caracteristicas microscopicas presentaron abundantes conidiéforos ramificados piramidales,
fidlides delgadas en forma de botella y abundantes conidios cortos ovoides de paredes lisas.
Romero et al., (2009, pp.143-151), mencionaron que los conidiéforos son de color verde y que
presentan diversas ramificaciones perpendiculares, en algunos casos se observa la formacién de
ramas laterales en grupos de dos a tres, las fidlides son largas y delgadas con verticilos terminales
de hasta 4 conidios con forma citriforme y subglobosos.

4.3 Comprobacion de la hipotesis

La investigacion demostrd que la hipdtesis alterna se cumple y que Bacillus subtilis F. Cohn tiene

propiedades antagonistas contra al menos un hongo benéfico.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Bacillus subtilis F. Cohn, causa una disminucién en el crecimiento en los hongos A. oligospora
(CHO02), A. musiformis (CHO1), A. conoides (PG02) y B. bassiana (A21), con una inhibicion del
crecimiento micelial superior al 50% afectando en la tasa de crecimiento. Por otro lado, los hongos
A. oligospora (PG01), M. anisopliae (A13) y T. harzianum (ThO1) presentaron efectos positivos,
logrando adaptarse a la presencia de la bacteria y experimentando una inhibicién del crecimiento
micelial menor al 25% la tasa de crecimiento no se vio tan afectada en estos hongos.

El porcentaje de inhibicion de la esporulacion los hongos A. oligospora (PGO01), A. oligospora
(CHO02), A. musiformis (CHO1), A. conoides (PG02) y B. bassiana (A21) presentaron porcentaje
superiores al 50%. En cambio, los hongos M. anisopliae (A13) y T. harzianum (ThO01) presentaron

porcentajes menores al 25%.

En las caracteristicas morfoldgicas Bacillus subtilis F. Cohn provoca cambios notorios, el
principal cambio es en la densidad del micelio, mientras que las caracteristicas microscopicas

como la forma, color etc., no tienen ningun efecto.

5.2 Recomendaciones

Realizar una investigacién en campo para lograr determinar si Bacillus subtilis F. Cohn con T.
harzianum (Th01), provoca alguna efectividad que permita mejorar los rendimientos de los
cultivos y optimizar el uso de los recursos, ya que el género Bacillus y género Trichoderma son
conocidos por su capacidad de promover el crecimiento de las plantas y mejorar la resistencia de

estas frente a enfermedades.
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Medio para el crecimiento de hongos (PDA) | Medio para el crecimiento de bacterias (AN)

Medios autoclavados

Medios de cultivos preparados Medio vertido en las cajas Petri




ANEXO B: CEPAS DE LOS HONGOS UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

A. oligospora (PGO01)

A. musiformis (CHO01).

A. conoide (PG02)

Beauveria bassiana (A21)

Trichoderma harzianum (Tho1)

Metarhizium anisopliae (A13)




ANEXO C: REPIQUE DE HONGOS

Repique de las siete cepas de hongos

Rotulacion de las cajas




ANEXO D: HONGOS REPICADOS

A. oligospora (PGO01)

A. oligospora (CHO02)

A. musiformis (CHO1)

A. conoide (PG02)

Beauveria bassiana (A21)

Metarhizium anisopliae (A13)

Trichoderma harzianum (ThO1)




ANEXO E: ENFRENTAMIENTO ENTRE LA BACTERIA Y HONGOS BENEFICOS

'S

Desinfeccion del &rea de trabajo

Inoculaciéon de los hongos

Inoculacion de la bacteria

Rotulacion de las cajas

ANEXO F: ALMACENAMIENTO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Incubacion de las cajas Petri

Incubadora a 28 C




ANEXO G: PROCEDIMIENTO PARA LA INHIBICION DE ESPORULACION

ke

Medio vertido en los portaobjetos

Camaras humedad en incubacién




ANEXO H: CONTROLES 4 DIAS DEL ENSAYO

A. oligospora (PG01)




Beauveria bassiana (A21)

Trichoderma harzianum (Th01)

ANEXO I: CONTROLES CRECIMIENTO 100% DEL ENSAYO

A. oligospora (CHO02)




Metarhizium anisopliae (A13)




A. oligospora (CHO02)

A. musiformis (CHO1)




Metarhizium anisopliae (A13)

L)

Trichoderma harzianum (Th01)




ANEXO K: METODO COMPUESTOS VOLATILES (0 HORAS) TRATAMIENTOS FINALIZADO EL ENSAYO

A. oligospora (CH02)

A. conoide (PG02)




Trichoderma harzianum (Th01)




ANEXO L: METODO COMPUESTOS VOLATILES (96 HORAS) TRATAMIENTOS FINALIZADO EL ENSAYO

A. conoide (PG02)




Beauveria bassiana (A21)

Trichoderma harzianum (Th01)




ANEXO M: INHIBICION DE ESPORULACION DE LOS HONGOS BENEFICOS

Controles

Repeticiones
A. oligospora (PG01)

Repeticiones
A. oligospora (CHO02)




Controles

Repeticiones

A. musiformis (CHO1)

Repeticiones

A. conoide (PG02)




Control

Repeticiones

Beauveria bassiana (A21)

Controles

Repeticiones

Metarhizium anisopliae (A13)




Controles

Repeticiones

Trichoderma harzianum (Th01)

ANEXO N: DATOS DE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL E INHIBICION
DE ESPORULACION DE LOS HONGOS BENEFICOS

Tratamiento Repeticion Esporas cero_h cero v | dual_h dual v dias_h dias_v
PGO01 1 76,92 30,81 32,84 0,00 12,81 18,53 26,81
PGO01 2 77,83 31,19 33,03 0,00 13,04 16,54 25,57
PGO1 3 76,76 27,15 31,01 0,00 12,70 18,38 26,60
CHO02 1 88,1 35,38 51,26 15,94 26,13 4,04 7,05
CHO02 2 90,32 32,22 49,52 14,18 26,44 6,73 6,32
CHO02 3 89,54 34,72 50,45 14,10 25,93 2,73 6,47
CHo1 1 61,54 18,40 14,17 48,59 50,06 12,37 8,44
CHO01 2 63,67 18,75 13,75 48,07 49,58 11,76 11,02
CHO01 3 61,35 19,60 14,79 46,45 50,22 9,46 10,53
PGO02 1 87,1 60,51 37,73 23,20 38,62 28,80 30,72
PGO02 2 90,32 61,68 37,62 20,27 37,49 29,16 31,86
PGO02 3 84,85 55,76 34,46 21,62 38,51 28,50 31,55

A21 1 13,12 24,82 24,57 28,05 36,09 41,10 38,63
A21 2 12,11 23,37 23,38 26,58 34,53 40,80 37,29
A21 3 13,12 21,80 21,45 25,27 31,61 38,33 37,43
Al3 1 80,77 23,72 0,00 26,68 21,78 40,95 25,82
Al3 2 83,23 22,09 0,00 25,95 17,22 38,01 23,45




Al3 3 84,29 21,12 0,00 26,07 20,61 39,05 24,82
Thol 1 5,49 15,97 17,62 15,44 0,00 0,34 0,58
Tho1l 2 7,87 16,45 17,11 14,52 0,00 4,43 1,76
Tho1l 3 8,67 17,16 17,25 15,26 0,00 1,14 0,65
Control 1 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control 2 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control 3 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ANEXO N: DATOS DE LA TASA DE CRECIMIENTO DE LOS HONGOS BENEFICOS

Tratamiento Repeticion dual_h dual_v | cero_h cero_v dias_h dias_v
PGO1 1 0,94 0,73 0,58 0,59 0,35 0,45
PGO1 2 0,94 0,73 0,59 0,58 0,35 0,46
PGO01 3 0,75 0,74 0,62 0,61 0,37 0,45

PGO01_C 1 0,75 0,75 0,75 0,75 0,45 0,54
PGO01_C 2 0,75 0,75 0,75 0,75 0,43 0,50
PGO01_C 3 0,75 0,75 0,75 0,75 0,46 0,53
CHO02 1 0,50 0,54 0,28 0,21 0,29 0,26
CHO02 2 0,54 0,54 0,31 0,22 0,25 0,24
CHO02 3 0,54 0,54 0,28 0,19 0,27 0,23
CHO02_C 1 0,50 0,54 0,47 0,54 0,35 0,36
CHO02_C 2 0,47 0,54 0,47 0,54 0,32 0,34
CHO02_C 3 0,47 0,47 0,47 0,47 0,34 0,31
CHO01 1 0,68 0,70 1,03 0,91 0,21 0,41
CHO1 2 0,87 0,67 0,89 0,89 0,15 0,38
CHO01 3 0,89 0,67 0,90 0,90 0,23 0,36
CHo1_C 1 1,25 1,07 1,25 1,07 0,49 0,60
CHo1_C 2 1,07 1,07 1,07 1,07 0,35 0,56
CHO01_C 3 1,07 1,07 1,07 1,07 0,41 0,54
PG02 1 0,91 0,69 0,47 0,59 0,29 0,21
PG02 2 1,10 0,75 0,42 0,65 0,24 0,10
PG02 3 0,91 0,69 0,56 0,61 0,29 0,23
PG02_C 1 1,07 1,07 1,07 1,07 0,59 0,55
PG02_C 2 1,25 1,25 1,25 1,25 0,66 0,56
PG02_C 3 1,07 1,07 1,07 1,07 0,60 0,55
A2l 1 0,38 0,32 0,31 0,32 0,22 0,23
A2l 2 0,41 0,29 0,32 0,30 0,22 0,24
A21 3 0,42 0,34 0,33 0,32 0,24 0,26
A21 C 1 0,42 0,47 0,42 0,47 0,28 0,30
A21 C 2 0,42 0,42 0,42 0,42 0,31 0,30
A21 C 3 0,42 0,44 0,42 0,44 0,31 0,31
Al13 1 0,63 0,49 0,59 0,63 0,38 0,37
Al3 2 0,53 0,53 0,55 0,56 0,36 0,36
Al3 3 0,59 0,53 0,58 0,63 0,36 0,33
Al3 C 1 0,68 0,68 0,68 0,68 0,34 0,49




Al3_C 2 0,58 0,58 0,58 0,58 0,29 0,44
Al3_C 3 0,63 0,63 0,63 0,63 0,33 0,45
Thol 1 1,00 1,46 0,91 1,14 0,20 0,17
Thol 2 1,18 1,44 0,89 1,10 0,19 0,20
Tho1l 3 1,00 1,04 0,89 0,93 0,18 0,20
Thol_C 1 0,93 1,46 0,93 1,46 0,19 0,15
Thol_C 2 0,93 1,44 0,93 1,44 0,20 0,22
Thol_C 3 0,94 1,04 0,94 1,04 0,18 0,18
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