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Resumen

El control bioldgico utilizando microrganismos en la actualidad es una herramienta
importante en la obtencidn de alimentos inocuos ya que el consumidor se preocupa de
la residualidad de quimicos presentes en los productos que ingiere. Se ha aplicado el
control bioldgico a un cultivo de importancia econémica como lo es el de brocoli, una
hortaliza que es atacada principalmente por Alternaria spp. micopatdgeno que causa
pérdidas significativas al productor.

Dentro de la investigacion se realizaron dos fases, en la fase de laboratorio se procedid
a masificar a Bacillus sp. utilizando medios de cultivo alternativos para elaborar
biopreparados liquidos a base de harina de soya, harina de haba y panela, y para los
biopreparados sélidos se utilizé sustratos como el salvado de trigo, arroz de cebada,
arroz y turba. Al finalizar esta fase el biopreparado liquido a base de harina de haba y
panela, y el biopreparado so6lido que tuvo como sustrato al salvado de trigo, fueron los
tratamientos con mayor concentracion bacteriana. En la fase de campo se probaron los
dos biopreparados utilizando un DCA para el disefio experimental, se evalud la
variacion de la eficiencia cuéntica del fotosistema Il, sin presentar diferencia
significativa para los tratamientos, la severidad en el cultivo utilizando una escala de
acuerdo al numero de lesiones causadas por el micopatdgeno, el porcentaje de
afectacion del area en hojas, porcentaje de infeccion en floretes presentandose una
diferencia significativa en al menos un tratamiento, determinando asi el efecto

biocontrolador de Bacillus sp. hacia Alternaria spp.

Palabras clave: biopreparados, control biolégico, micopatdgenos



Abstract

Biological control using microorganisms is currently an important tool in obtaining
safe food because the consumer worries about the residuals of chemicals present in the
products he ingests; Biological control has been applied to an economically important
crop such as that of broccoli, a vegetable that is mainly attacked by Alternaria spp.

this mycopathogen causes significant losses to the producer.

Within the research two phases were carried out, in the laboratory phase it proceeded
to mass to Bacillus sp. using alternative culture media to develop liquid
biopreparations based on soy flour, bean flour and panela, and for solid
biopreparations, substrates such as wheat bran, barley rice, rice and peat were used. At
the end of this phase, the liquid biopreparation based on bean flour and panela, and the
solid biopreparation that had as a substrate to the wheat bran, were the treatments with
the highest bacterial concentration. In the field phase the two biopreprados were tested
using a DCA for the experimental design, the variation of the quantum efficiency of
photosystem Il was evaluated, without presenting significant difference for the
treatments, the severity in the cultivation using a scale according to the number of
lesions caused by the mycopathogen, the percentage of affectation of the area in leaves,
percentage of infection in foils presenting a significant difference in at least one

treatment, thus determining the effect biocontroller of Bacillus sp. to Alternaria spp.

Key words: bioprepared, biological control, mycopathogens.



Introduccion

La presencia de plagas y enfermedades son una limitante dentro de la produccion del
brécoli. EI monocultivo, el uso intensivo y mal dosificado de fertilizantes sintéticos,
el abuso de agroquimicos y las condiciones climéticas han favorecido la persistencia
de ciertas enfermedades, entre las principales esta la “mancha negra” producida por el
hongo Alternaria spp. El efecto de esta enfermedad se lo encuentra en la pella, donde
causa pudriciones tan severas que han llegado en algunos casos a afectar hasta el 100

% de la misma (Cadena, 2011).

Una opcion para combatir el ataque de esta enfermedad es mediante el
aprovechamiento del potencial biocontrolador que tienen Bacillus sp., estos
microorganismos producen una gama de sustancias bioactivas que muestran
propiedades antifingicas, junto a una baja toxicidad y alta biodegradabilidad de las

mismas (Villa, Alfonso, Rivero, & Gonzalez, 2007).

Por esta razon la produccion y un manejo de cultivos mediante estrategias alternativas
para reducir o sustituir la aplicaciéon de productos quimicos sintéticos han adquirido
gran importancia en especial en cultivos que son de exportacion cuyos mercados son
mucho mas exigentes y buscan alimentos seguros e inocuos, al mismo tiempo se
contribuye a la conservacion de recursos naturales evitando-la contaminacion del suelo

y agua, con residuos quimicos provenientes de pesticidas.

El género Bacillus contiene una diversidad de especies distribuidas en la naturaleza.
Durante muchos afios se ha estudiado este género en diferentes campos de aplicacion,
siendo uno de ellos la produccion de antibidticos y antiflngicos, que al ser producidos
in vitro son causantes de control bioldgico ya que existen cepas idéneas para eliminar

fitopatologias causadas por hongos (Castillo, Sosa, & Scorza, 2004).



En este campo Yanez Mendizabal (2012), evalud los aspectos clave para el desarrollo
de una cepa de Bacillus, realizando un analisis detallado de aspectos relacionados con
la caracterizacion morfologica, bioquimica; su produccion de endosporas y sustancias
antifangicas para lo cual utilizé herramientas de analisis quimico, molecular y
bioldgico, desarrollando ademéas un medio de cultivo de bajo costo que proporciond

elevados crecimientos y mantuvo la eficacia biocontroladora.

En la misma area Castellanos y otros (2005), realizaron un estudio de Bacillus
obteniendo una formulacion de un medio de cultivo econdmico y demostrando su
capacidad de inhibicion del crecimiento micelial en mas de 20 especies de hongos de

importancia econdémica, dejando claro su capacidad biocontroladora.

Nacato & Valencia (2016) en su investigacion utilizaron diferentes cepas autoctonas
de Bacillus para el control de Alternaria spp., caracterizando las cepas y midiendo su
capacidad antagénica y con ello determinando el potencial como controladores

biolgicos.

Caicedo & Chacén (2017) evaluaron la capacidad antagdnica hacia Alternaria spp. de
cepas de Bacillus en la postcosecha de brécoli en pruebas de invernadero tomando

como parametro el porcentaje de severidad en las pellas cosechadas.

Por todo lo expuesto, mediante la presente investigacion se pretende elaborar
biopreparados a base de Bacillus sp. para controlar Alternaria spp. en el cultivo de
Brassica oleracea var. italica, y validar bajo pruebas en campo la capacidad
biocontroladora de los biopreparados liquido y sélido que resulten con mayor

concentracion celular bacteriana.



Capitulo 1

1. Marco Tedrico
1.1 Generalidades del brdcoli (Brassica oleraceae var. italica)
Los cultivos de coles tienen un origen comudn en las formas silvestres del grupo
Brassica oleracea, muchas variedades presentan una diversidad en la forma, con
diferentes partes de la planta que se consumen como vegetales. Las variedades con
inflorescencias han estado en cultivo durante un tiempo incontable y quedan pocos
detalles de como se originaron. Una variedad con inflorescencia comestible y

precozmente grande es el brocoli (Gray, 1982).

Hortaliza originaria del Mediterrdneo y Asia menor. En Italia, Libia y Siria se
recolectaron los primeros ejemplares de esta planta proveniente de las coles y las
coliflores. Pertenece a la familia de las Cruciferas y al género de Brassica oleracea
variedad italica (Subsecretaria de Fomento a los Agronegocios, 2011). La planta tiene
una forma de hongo, con cabeza redondeada de color verde oscuro, de tallo corto y
grueso de color verde claro, con hojas laterales delgadas verdes oscuras en la parte
inferior del tallo, en donde posee una cavidad por donde absorbe los nutrientes de la

tierra (Linares, 2008).

Presenta raices ramificadas, profundas, extendiéndose alrededor del tallo de 45 a 60
cm; su tallo es herbaceo, cilindrico, siendo el principal relativamente grueso, de 20 a
50 cm de alto, sobre el cual se disponen las hojas en forma helicoidal, con entrenudos
cortos; su inflorescencia primaria esta conformada por flores dispuestas en un corimbo
principal el mismo que es de color verde a purpura, segun el cultivar. Las flores son
de color amarillo sobre inflorescencias racimosas de polinizacion alogama (Medina,

2015).



1.2 Cultivo del brocoli en Ecuador
Las dos principales hortalizas que se siembran en el Ecuador son el brécoli y el tomate,
en términos de area cultivada. En el primer caso se trata de un cultivo principalmente

para la exportacion (Alvarez, Bravo, & Armendaris, 2014).

La produccién anual durante el 2014 de brocoli fue de 113069 toneladas con un
incremento de 59.59 % con respecto al 2013, las ventajas climaticas de las provincias
que cultivan esta hortaliza promovieron este acrecentamiento conllevando al aumento
en las exportaciones, mismas que fueron resultado del aumento de la demanda en

paises como Rusia y Chile (MAGAP, 2014).

La region andina es ideal para el cultivo de brdcoli. Cotopaxi es la primera provincia
productora del pais con el 68 % de la produccion total, a continuacién estan Pichincha
e Imbabura que cultivan entre el 10 al 16 % de la produccidn nacional. Estas provincias
muestran escenarios propicios para el cultivo de brocoli durante todo el afio, existiendo
variedades consideradas importantes como: Legacy, Marathon, Shogum, Coronado y

Domador (Revelo, Ruiz , & Oiia, 2009).

1.3 Problemas fitosanitarios causados por hongos en el cultivo de brdcoli

Los hongos se propagan de diferentes maneras, pudiendo sobrevivir por afios en el
suelo, creciendo en restos de cultivos. Las esporas se desarrollan dentro del huésped y
fuera del mismo, la humedad y el pH no se relacionan directamente con su crecimiento

(Grahame, 2016)

1.3.1 Mildiu (Peronospora brassicae)
Se presentan manchas necréticas que abarcan el haz como en el envés de las hojas.

Inicialmente se presentan manchas clordticas, necrosandose con el avance de la



enfermedad. La mancha presenta relieves que son tipicos de este patégeno (Gonzalez,

2012).

Los conidios de Peronospora han demostrado una viabilidad perdurable en ambientes
variables, su duracion se ve afectada en climas frios y secos a diferencia de los climas
calidos y humedos que son favorecedores de su viabilidad (Amin, Ali, Muzaffar,

Majeed, & Sayeed, 2013).

1.3.2 Lancha o tizon tardio (Phytophthora infestans)
Manchas esféricas de color marrén oscuro se producen en el haz y en el envés de las
hojas y en el tallo se observa heridas de color negro brillante, de aspecto tenuemente

hdmedo (Medina, 2015).

Phytophthora comprende especies que pueden sobrevivir por varios afios en los suelos
y diseminarse cuando la temperatura incrementa, dando lugar a infecciones en

diferentes temporadas del afio dependiendo de cada especie (Wiesman, 2009).

1.3.3 Hernia o potra de la col (Plasmodiophora brassicae Wor)

La infeccion en plantas se observa con marchitamiento y clorosis de la parte superior,
siendo mas notoria en horas de mayor energia solar, existiendo la posibilidad de su
recuperacion durante las horas nocturnas. La enfermedad se manifiesta notoriamente
entre la semana cuarta y quinta una vez transcurrido el trasplante, consiguiendo

inclusive producir la muerte a la planta (Almachi, 2013).

Especies de este género que infecten cultivos pueden causar pérdidas del 100 % del
rendimiento, su ciclo de vida implica dos de sus tres etapas dentro del huésped. Las
esporas en reposo en el suelo tienen longevidad estimando un promedio de vida de 3.6

afios en el suelo (Bjorling, 2013).



1.3.4 Fusarium spp.

Patdgeno que se presenta en el brdcoli en almacenamiento a largo plazo a baja
temperatura y atmdsfera controlada, produce el crecimiento de un micelio esponjoso
blanco cubriendo principalmente la inflorescencia (Mercier, Makhlouf, & Martin,

1991).

1.3.5 Alternaria spp.

Es un hongo fitopatdgeno capaz de infectar a la mayoria de brassicas incluyendo
muchas especies importantes en agricultura como brdcoli, causando marchitamiento
de las plantas si las ataca cuando son jovenes. Los ataques en plantas adultas son menos

severos causando manchas en las hojas (Medina, 2015).

1.3.5.1 Sintomatologia de Alternaria spp. en brocoli

Inicialmente la sintomatologia se muestra en hojas viejas y tallos observandose
manchas redondas de color amarillo, anillos concéntricos que se alternan en colores
de color claro y oscuro. Mientras la enfermedad progresa las hojas cambian a un color
café oscuro, es notable alrededor de la lesion un halo amarillo, la lesion se desmorona
dejando un orificio. En plantulas la infeccion puede causar la muerte a causa de la
estrangulacién que se producen en los tallos, también se manifiesta con un crecimiento

lento (Serrato & French, 2011).

1.3.5.2 Ciclo de la Enfermedad

Durante el periodo de vegetacion se extiende por conidios a causa del viento y del agua
salpicada (Medina, 2015). La infeccion se puede manifestar a los 45 dias después de
la siembra de campo y las esporas del hongo pueden producirse en 7 dias y nuevamente
comenzar el ciclo de la enfermedad en otras plantas (Caicedo & Chacon, 2017).

Los conidios pueden persistir viables por un periodo de hasta dos afios, una vez que

éstos se encuentran en el area vegetal y existen los requerimientos fisicos necesarios



de humedad y temperatura, se produce la germinacion, (Herrera, 2016). Las plantulas
que crecen a partir de semillas enfermas tienen alta probabilidad de ser atacadas en la
region del hipocotilo mostrando lesiones oscuras que detiene de a poco el crecimiento
(Cadena, 2011).

Los hongos necrotroficos como Alternaria spp. absorben nutrientes de los tejidos
superiores de sus huéspedes, matan a las células del huésped o lo inducen a una muerte
celular programada con toxinas, posterior a ello descomponen los tejidos muertos con
diferentes enzimas activas que degradan la pared celular, las pectinas y los xilanos son
componentes clave de la pared celular, son reservorios de azlcares, que pueden ser
desbloqueados por enzimas hidroliticas producidas por microorganismos patdégenos
(Cho, 2015).

1.4 Control fitosanitario

El uso de semillas certificadas, la eliminacion de residuos de cosecha, la rotacion de
cultivos, el incremento de monitoreo en temporadas lluviosas, la exclusién de riego
durante las horas de mayor radiacion solar, el uso de productos quimicos, representan
un conjunto de practicas de manejo integrado para esta enfermedad (ICA, 2012).

En el cultivo de bréocoli se reporta diferentes plaguicidas utilizados, los
organosfosfotados, carbamatos, piretroides, ditiocarbamatos, triazoles, en muchos
casos son calificados como altamente toxicos (Pazmifio, y otros, 2015).

Alternaria spp. es un micopatdgeno que provoca pérdidas econémicas significativas
en los cultivos agricolas, dentro de los controles quimicos mas utilizados y con mayor
efectividad en el control y eliminacién de estos microorganismos se encuentran:
Cimoxanilo, Folpet, Fosetil aluminio, Oxicloruro de cobre, Mancozeb, estos productos
pueden ser aplicados durante el cultivo o previo a la siembra en las semillas (Herrera,

2016).



La biotecnologia ha planteado opciones con el propoésito de sustituir los productos
quimicos. Estas opciones presentan productos que tienen diferentes propiedades
fisicas, quimicas y biologicas que son apropiadas para el incremento en la
productividad, y mejoramiento en la resistencia a enfermedades (Corrales, Sanchez,

Arévalo, & Moreno, 2014).

1.5 Control biolédgico de Alternaria spp.

El control de hongos fitopatdgenos requiere de aplicar técnicas alternativas, el manejo
tradicional con agroquimicos sintéticos ha ocasionado diversos problemas como la
toxicidad a los usuarios, interrupcion de exportaciones por residuos en producto de
consumo Yy dafios al medio ambiente, asi como afectacion de organismos benéficos
(Guerrero, y otros, 2007). Adicional a los efectos que ocasionan en las plantas, los
hongos de este género logran desenvolverse como alérgenos, oportunistas en pacientes
con el sistema inmunoldgico comprometido, con las circunstancias propicias generan
metabolitos secundarios toxicos con potencial mutagénico y teratogénico,
relacionados directamente con varios tipos de cancer (Siciliano, Ortu, Gilardi, Gullino,
& Garibaldi, 2015).

Actualmente se prefiere en la agricultura el uso de practicas mas ecoldgicas como el
control biologico, mediante el uso de microorganismos antagonistas, los cuales pueden
limitar la iniciacion y propagacion de las enfermedades causadas por patdgenos
vegetales mediante mecanismos de competencia, antibiosis, induccién de resistencia,
entre otros. Los microorganismos concernientes a los géneros Streptomyces,
Pseudomonas, Agrobacterium, Trichoderma y Bacillus, se hallan dentro de los
microrganismos mas estudiados como controladores biolégicos. Bacillus es un género

calificado como referente para el desarrollo de productos bioldgicos que aplicados en



campo denotan actividad de control de enfermedades de origen fungico (Reinoso,

Vaillant, Casadesus, Garcia, & Pazos, 2007).

1.6 Bacillus sp.

1.6.1 Taxonomia

La Tabla 1 presenta la clasificacion taxondémica para el género Bacillus

Tabla 1. Taxonomia del Género Bacillus sp.

Dominio | Bacteria

Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Familia Bacillaceae

Género Bacillus

Fuente: Uniprot (2016)

1.6.2 Caracteristicas y generalidades macro y microscopicas

Las bacterias del género Bacillus son consideras las mas eficaces para controlar
enfermedades foliares y de las raices. Se considera a estos microorganismos como
colonizadores eficaces; se han evaluado estas bacterias para el control de

enfermedades fungosas (Fernandez, 2001).

Bacillus poseen bordes ligeramente irregulares, aplanados de color blanco, ya sea este
opaco o brillante, su consistencia es diversa puede presentarse seca, harinosa o

mucoide (Larrea, Falconi, & Arcos, 2015).

1.6.3 Factores fisico-quimicos que influyen en el crecimiento bacteriano
e Temperatura: El género Bacillus sp. se adapta a diferentes cambios de
temperatura, para ello cuentan con genes de shock térmico inducibles dentro

de los cuales se incluyen a proteinas chaperonas y proteasas, este tipo de



metabolismo les ha permitido proliferarse con éxito en la rizésfera (Calvo &
Zuiiga, 2010). Bacillus sp. presenta diferentes grupos de acuerdo a la
temperatura de crecimiento, asi se tienen microorganismos termofilos,
termotrofos, mesofilos, psicotrofos y psicofrilos. Son formadores de
endosporas resistentes a cambios adversos de temperatura; en temperaturas
bajas el crecimiento de las bacterias es tardado, sin embargo esto promueve
modificaciones estructurales que les ha permitido proliferarse en condiciones
distintas, la temperatura 6ptima de crecimiento de varias especies de Bacillus
esta entre 25 y 37 °C (Calvo & Zuiiga, 2010; Yanez Mendizabal, 2012).
Existen otros factores que ejercen influencia sobre la termorresistencia de las
esporas bacterianas que esta especie presenta, como la concentracion de varios
cationes, la edad del cultivo y la presencia de etanol en los medios que se
cultivan (Cerutti, 2001).

pH: Puede desarrollarse en diversas unidades logaritmicas de pH ambiental
entretanto el pH citoplasmatico se mantenga dentro de un rango limitadamente
pequefio que favorezca la preservacion de la estabilidad de las proteinas y los
acidos nucleicos. La homeostasis citoplasmatica ha sido objeto de estudio, el
rango de pH citoplasmatico esta entre 7.4 a 7.6 mientras se da el crecimiento
vegetativo, un pH bajo promueve la germinacion de esporas y que empiece el
desarrollo vegetativo (Wilks, y otros, 2008).

Estudios realizados por Van Beilen & Brul (2013) demostraron que el pH
decrece al inicio de la fase exponencial, haciendo referencia a la presencia de
preesporas que requieren de un pH que cae en un rango de 6.0-6.4, las esporas
que permanecen metabdlicamente latentes se reportan en un pH de 6.0 + 0.3y

para la germinacion de estas esporas se requiere de un pH de 6.4.
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e Humedad: La humedad relativa del entorno de los microorganismos esta
directamente relacionada con su actividad de agua, todos los microorganismos
requieren de agua, si las condiciones no son favorables para su desarrollo
pueden permanecer en estado de latencia. La humedad relativa es un factor que
en los microrganismos determina su desarrollo, muerte o deshidratacion
(Yéanez Mendizabal, 2012).

e Potencial redox: Se refiere a la capacidad de una molécula de donar o aceptar
electrones, cada organelo posee su propio equilibrio redox, se utiliza para el
control en cultivos anaerobios para diferenciar los diversos eventos
metabolicos en los microrganismos (Zufiiga & Palomares, 2016). Para la
mayoria de los medios de cultivo en contacto con el aire, el potencial de

oxidacion reduccion es de +0.2 a +0.4V, a pH 7 (Varela & Grotiuz, 2008).

1.6.4 Antibiosis y metabolitos

Se ha reportado a Bacillus sp. como controlador bioldgico, antagonista de otros
microrganismos. El género se presenta como productor de péptidos de interés en el
control biol6gico, dentro de los cuales se encuentran a las micobacillinas, iturinas,
surfactinas, fungistatinas, subporinas y fengicinas. Su inhibicion se reporta con halos

de 26+ 0.3 mm (Ragazzo, Robles, Lomeli, Luna, & Calderdn, 2011).

Los lipopéptidos, fosfolipidos y peptidos que producen estos microorganismos pueden
0 no ser sintetizados en el ribosoma. Entre las moléculas que no se producen en el
ribosoma se encuentran la Surfactina, Iturina y Fengicina, éstas se producen después
del crecimiento bacteriano en contraste con la sintesis de moléculas en el ribosoma
que lo hacen en el crecimiento activo de las bacterias. Se suman otras caracteristicas
que puede hacer posible la eficacia de su accién con amplio espectro, resistencia a altas

temperaturas y diferentes variaciones de pH, resistencia a la hidrdlisis por peptidasas
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y proteasas. Se estima que su genoma presenta alrededor del 4-5 % con genes

encargados de la produccién de antibioticos (Cobo, 2017).

Surfactina: Fue identificada por primera vez como un inhibidor del coagulo
de fibrina, de igual forma presenta funciones antimicrobianas, antitumorales y
antivirales, obstruye la union de las células a las superficies evitando el
desarrollo de biopeliculas de otras bacterias (Ariza & Sanchez, 2012).

La surfactina es clasificada como un lipopéptido macrolido, ciclico con un peso
molecular de 1050 kDa, en su estructura se encuentra un 3-amino acido graso
ligado a una lactona a través de un puente de amida en el residuo de glutamato
y de un ligando éster en el residuo de o-Leu. La parte hidrofébica se compone
de una cadena de carbonos y la parte hidrofilica se compone de una cadena de
aminoacidos de Glu-Le-Leu-Val-Asp-Leu-Leu, que se disponen en forma de
un anillo similar a la lactona (Portella, 2006).

Se ha reportado que la surfactina muestra actividad inhibitoria contra el
crecimiento y desarrollo de hongos, bacterias, virus y micoplasmas patdgenos,
y se informa que puede presentarse como un compuesto antibacteriano
primario ademas juega papel importante en la formacién de biopeliculas,
motilidad, colonizacién en tejidos de plantas hospedadoras (Fan, y otros,
2017).

Iturina: Las iturinas incluyen varios compuestos antifingicos, como la
bacillomicina y micosubtilina; las moléculas de este grupo inhiben la
germinacion de esporas de una variedad de hongos, sin inhibir notoriamente el
crecimiento de bacterias (Klinch, Lax, & Bland, 1991).

Las iturinas constan de dos partes, una parte del péptido compuesta por 7

residuos de aminodcidos y la otra por 11-12 carbonos de cola hidréfoba, este
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tipo de estructura es de caracter anfifilico lo que refiere como su sitio mas
probable de accion a las membranas celulares. Son lipopéptidos ciclicos de 7
aminoacidos que se unen a una cadena acido graso que pueden presentarse
entre los carbonos 14 a 17 (Khem & Shamsher, 2015).

La Iturina A es el lipopéptido mas estudiado del género Bacillus. Es un
lipopéptido ciclico antifungico, que ha demostrado actividad antifingica
significativa contra fitopatdgenos, induciendo respuesta de defensa y
disminuyendo la severidad de la enfermedad (Zohora, Ano, & Rahman, 2016)
Muchas de las propiedades bioactivas que presenta la molécula para alterar
estructuras y funciones de las membranas biologicas se encuentra relacionado
con su concentracion, de ahi que se considera que la Iturina A es un
biosurfactante menos potente que la surfactina (Bernat, y otros, 2016).
Fengicina: Polipéptidos ciclicos biologicamente activos. La porcidn peptidica
de la molécula consiste en una cadena decapéptida, de los cuales 8 aminoacidos
forman el anillo peptidico a través del enlace lactona entre el grupo —OH
fendlico de la cadena lateral del grupo Tyr3 y —COOH de lle 10 y la porcion
lipidica consiste en un acido graso B-hidroxi, con su amida del grupo —-COOH
unida a 0-NH2 de Glul. Las fengicinas exhiben heterogeneidad en la sexta
posicion del péptido, asi como en la longitud de la cadena de B-OH que tiene
entre 14-18 carbonos. Las variaciones en la sexta posicion de un solo
aminoacido dividen a las fengicinas en Ay B (Pathak, 2011).

La fengicina presenta actividad antifungica contra hongos filamentosos, estas
moléculas exhiben actividad de control biologico. El potencial mecanismo para

el control biologico de micopatogenos es que la fengicina interactiia con las
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moléculas de esterol y fosfolipidos en las membranas cambiando la estructura

permeable de la membrana fangica (Fan, Ru, Zhang, Wang, & Li, 2017).

1.7 Produccidn de Bacillus

La mayor parte de las fermentaciones bacterianas se realizan en fase liquida, sin
embargo, el uso de fermentaciones en estado sélido presenta la ventaja del costo
medio. Ciertos microorganismos bacterianos solo esporulan cuando se cultivan en

sustratos solidos (Adams, Eiteman, & Hanel, 2002).

1.7.1 Biopreparados

Los biopreparados son sustancias 0 una composicién de varias de ellas, que se obtienen
a base de materia prima simple, de origen vegetal, animal o mineral junto a organismos
benéficos o0 enemigos naturales de las plagas presentes en la naturaleza, al emplearse
en plantas y cultivos optimizan la prevencion y control de plagas y enfermedades

(FAO, 2010).

1.7.2 Fermentacion en estado solido

La fermentacion en estado sélido ha sido considerablemente utilizada en la industria
durante las Gltimas tres décadas. Existen algunos inconvenientes en este sistema como:
problema de aumento de escala, requisitos mas altos para el proceso de control,
indisponibilidad de protocolos analiticos directos para establecer la biomasa
directamente en el sustrato y circunstancias de fermentacion heterogéneas. Si se
consigue alcanzar las condiciones de crecimiento en los sustratos y se resuelven los
problemas relacionados con la fermentacion en estado sélido podria recurrirse a este
procedimiento de manera efectiva para producir crecimiento bacteriano (Kapilan,

2015).
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La fermentacion en estado solido proporciona un entorno natural para la produccion
de microorganismos con valor agregado, el proceso se ha visto limitado a la
produccién de hongos, sin embrago se ha demostrado que la produccion de bacterias

en este tipo de sustratos es posible (Pavithra, y otros, 2014).

1.7.3 Fermentacion en estado liquido

Un medio de cultivo liquido es empleado para cultivar, transportar y almacenar
microorganismos; en este tipo de cultivos se puede relacionar que la reserva de
metabolitos de tipo antibiotico previene la descomposicion del medio, operando como

conservante de origen natural (Castillo K. , 2013).

1.7.4 Produccién de bajo costo

Existen sustratos que ofrecen los pardmetros necesarios de energia, carbono, nitrégeno
y azufre que los microorganismos requieren para alcanzar valores de alta produccion,
ademas pueden proporcionar aminoéacidos, oligoelementos, vitaminas y factores de
crecimiento organicos, para que cumplan todos esos requisitos los sustratos tiene
costos elevados. Para que puedan ser usados en escala industrial, es necesario que se
manejen alternativas con productos de desecho de diferentes industrias que pueden ser
usadas como sustratos que cubren los nutrientes necesarios y con costos inferiores. Se
han llevado a cabo producciones utilizando melaza y soya, por sus altos contenidos de
fuente de carbono y nitrdgeno en medios de forma artesanal (Yanez Mendizéabal, 2012;

Gallardo, 2015).

1.8 Eficiencia cuantica del fotosistema Il
Relaciona al numero de moles de didxido de carbono adheridos por un mol de cuanto
de luz absorbida por la hoja, resultando en hojas con mayor eficiencia cuantica a mayor

absorbancia a diferencia de una con menor absorbancia. En condiciones libres de
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estrés, esta eficiencia es constante en las plantas con las mismas condiciones de

crecimiento (Vilella, 1987).

La eficiencia cuéantica resulta de Fv/Fm. El primero es el valor resultante de la
fluorescencia méaxima cuando los centros de reaccion de la fotosintesis se hallan
cerrados; el segundo es la fluorescencia variable que es un valor resultado de la
diferencia entre la fluorescencia minima (centros de reaccidon abiertos) y la

fluorescencia maxima (Delgadillo, Montenegro, Pinilla, & Melgarejo, 2017).

1.9DCA

Un disefio completamente al azar (DCA) es usado para establecer tratamientos
ubicados espacialmente al azar. En cualquier ensayo de investigacion es probable la
presencia de una fuente de variacién que puede alterar los resultados, al conocer esta
fuente se la puede controlar y asi minimizar el error experimental (Martinez & Meza,

2013).

1.10 ANOVA
El andlisis de varianza (ANOVA) es un método estadistico afin con la comparacién de
medias de varias muestras. Tiene como fin examinar las diferencias significativas

existentes en las medias de las clases (Ostertagova & Ostertag, 2013).

Un analisis de varianza se caracteriza por su direccion hacia un conjunto especifico de
pruebas estadisticas a través de diferentes condiciones, que se encuentran enfocadas
en probar los efectos principales de cada factor y las interacciones entre 1os mismos

(Henson, 2015).
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1.11 Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)
El célculo del area bajo la curva del progreso de la enfermedad se emplea como una
medida de la resistencia cuantitativa a la enfermedad, para ello se requiere de

valoraciones periodicas de la enfermedad (Jeger & Viljanen-Rollinson, 2001).

1.12 Prueba de Post Hoc Tukey

Involucra manejar otra distribucion de probabilidad Ilamada distribucién de rango
estudentizado creando intervalos de confianza, para disminuir la tasa de error, el
método ajusta el nivel de confianza de cada intervalo individual para que el nivel de
confianza simultaneo resultante sea igual al valor que se especifique en el ensayo

(Minitab Inc, 2017).

1.13 Escala Horsfall and Barratt

El uso de claves descriptivas para la evaluacion de la gravedad en fitopatologias, estan
dadas de acuerdo con mediciones de la enfermedad en una escala de puntuacion de 1-
12, en donde uno es el valor inferior que refiere a la ausencia de sintomas de la
enfermedad y doce a un maximo de 100 % de area enferma. El uso de estas claves
permite dar a conocer un progreso temporal de la enfermedad y un indice de la

enfermedad (Ver Anexo 1) (Saharan, Mehta, & Meena, 2015).
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Capitulo 2

2. Metodologia
2.1. Microorganismo antagonista y patogeno.
Para este estudio se utilizé la cepa aislada de Bacillus sp. IB6, este microorganismo
proviene de zonas productoras de brocoli en la provincia de Imbabura. Nacato &
Valencia, (2016) demostraron la capacidad antagénica de la cepa IB6 frente a
Alternaria spp. mediante pruebas in vitro. Ademas Caicedo & Chacén (2017)
verificaron el antagonismo de Bacillus sp. en pruebas bajo invernadero para controlar

Alternaria spp. en el cultivo de brécoli.

El microorganismo antagonista se mantiene conservado en criocongelacion a -80 °C
en el banco de cepas del Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad

(CIVABI) de la Universidad Politécnica Salesiana.

Los aislados del patogeno Alternaria spp. fueron obtenidos a partir de muestras
vegetales originarias del cultivo de brocoli en la provincia de Tungurahua, se
mantuvieron cultivados en PDA (39 g.L!; almidon de papa, agar y dextrosa) y en

refrigeracion a 4 °C.

2.2. Caracterizacion del crecimiento de Bacillus sp.

2.2.1. Preparacion de inoculo

Se utilizo cajas Petri con Agar nutriente (24 g.L™!; peptona, extracto de carne, cloruro
de sodio, agar) donde se realizé siembra por estrias de la cepa crioconservada, se
incubd por 24 horas a 35 °C. A continuacion se prepar6 la suspension bacteriana,
trasfiriendo biomasa fresca a una solucion tampon fosfato salina estéril (PBS; 70 mL
de KH2P040.2 M, 30 mL de K;HPO4 0.2 M y 300 mL de agua desionizada, V/V/V,

pH 6.5).
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2.2.2. Crecimiento de Bacillus sp.

El crecimiento del microorganismo fue caracterizado mediante el estudio de la cinética
de la bacteria en funcion del tiempo, para esto se determind la variacion de las
concentraciones de la bacteria en unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC.mL1) durante su crecimiento en el medio liquido comercial TSB (17 g.L ™"
peptona de caseina, peptona de harina de soya, cloruro de sodio, hidrogeno fosfato

dipotasico, glucosa).

El estudio constd de cuatro repeticiones en donde cada unidad experimental estuvo
conformado de un Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL TSB, los cuales fueron
inocuados con la suspension bacteriana antes mencionada, a una concentracion de 10°
UFC mL, se incubaron por 72 horas a 30 °C y 100 rpm. Para la cuantificacion de la
concentracion bacteriana se tomaron muestras y se realizaron diluciones seriadas en
PBS y plateo en medio agar nutriente, desde las 0 a 72 horas. Las cajas Petri con agar

nutriente fueron incubadas por 24 horas a 35 °C.

2.3. Optimizacion de medios de cultivo de bajo costo para la produccién de
Bacillus sp. cepa 1B6.

2.3.1 Fermentacion en estado liquido (LF)

Se disefiaron medios de cultivo cuyos componentes son de bajo costo, esto en base a
resultados y evaluaciones realizadas por Gallardo (2015). Para la fermentacion en
estado liquido, el crecimiento de Bacillus sp. en el medio comercial TSB fue
comparado con el crecimiento en los medios de bajo costo descritos a continuacion en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de los medios de cultivo liquidos para la produccion de biomasa
bacteriana.

Tratamientos Fuente de Nitrogeno  g.L* Fuente de Carbono g.L*
Tl Harina de soya + S.S* 45 Panela molida 6

T2 Harina de soya+ S.S* 45 Panela molida 5

T3 Harina de Haba + S.S* 45 Panela molida 6

T4 Harina de Haba + S.S* 45 Panela molida 5

T5 TSB

* 5.S= Stock de sales: 0.45 g.L 1 MgSQy4, 3.6 mg.L MnSQy4, 10 mg.L*C6H807, 5g.L* NaCl, 1.9
g.L'l KoHPO4
Elaborado por: las autoras, 2018.

Una vez determinados los componentes del medio de cultivo, se realizaron los ensayos
en donde cada unidad experimental const6 de un matraz Erlenmeyer de vidrio de 250
mL de capacidad con 100 mL de cada uno de los medios mencionados en la Tabla 2,
los cuales fueron inoculados a 10° UFC.mL™, se incubaron a 35 °C y 100 rpm por 72
horas. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones y se utilizé un disefio completamente

al azar. (Ver anexo 2)

2.3.2. Fermentacion en estado solido (SSF).

Para la fermentacion en estado sélido se disefiaron sustratos enriquecidos, esto en base
a estudios realizado por Zhao, Hu, Huang, Liang, & Zhao (2008) y se propuso
alternativas adicionales. Los sustratos elegidos para ser evaluados se detallan en la

Tabla 3.
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Tabla 3. Composicion de los Sustratos solidos para la produccion de biomasa
bacteriana.

Tratamientos Sustrato  Fuente de g.kg? Fuente de g.kg
Carbono Nitrégeno !
T1 Salvado de Panela 40 Harina de soya + 40
trigo molida SS*
T2 Arroz de Panela 40 Harina de soyat+ 40
cebada molida SS*
T3 Turba Panela 40 Harina de soyat+ 40
molida SS*
T4 Arroz Panela 40 Harina de soyat+ 40
molida SS*

* S.S= Stock de sales: 5 g.kg*Ca0, 10 g.kg* K:HPO4
Elaborado por: las autoras, 2018.

Cada unidad experimental constd de 50 g de cada sustrato enriquecido contenidos en
fundas de polipropileno, los sustratos fueron humedecidos Yy esterilizados a 120 °C y
1 atmdsfera de presion por 60 minutos. Una vez realizado este proceso cada sustrato

fue inoculado a 10° UFC.mL™?, finalmente se incubaron a 35 °C por 72 horas.

Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones y se utilizé un disefio completamente al azar.

(Ver anexo 2).

2.3.3. Produccion de células totales

Para determinar las concentraciones en UFC.mL™ en los medios liquidos y UFC.g™ en
los medios solidos, se tomd muestras a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Se realiz6
diluciones seriadas en solucion PBS y plateo en cajas Petri con Agar nutriente (Ver
anexo 3), las cuales se incubaron por 24 horas a 35 °C para el posterior conteo de

colonias.

2.3.4. Tincion de células y endosporas bacterianas
Para verificar la pureza de los cultivos se realizd tincion diferencial Gram y para

verificacion de endoesporas se realizo tincion con verde malaquita, se siguid la
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metodologia de Schaeffer y Fulton de acuerdo a las indicaciones de Rodriguez,

Gamboa, Hernandez, & Garcia (n.d.).

2.3.5. Evaluacion de los medios resultantes de la fermentacion en estado liquido
y sélido.

Los datos obtenidos en UFC.mL* y UFC.g* se transformaron a Logio para tener
uniformidad en la varianza. Los resultados fueron analizados mediante el software
libre Infostat version 2013, se realiz6 un analisis ANOVA con una prueba Post Hoc

de Tukey al 5 %.

2.4. Ensayo de efectividad de los biopreparados liquidos y solidos en cultivo de

Brassica oleracea var. italica.

2.4.1. Localizacion del ensayo
El presente ensayo se llevd a cabo en la provincia de Tungurahua. A continuacion se

describen detalles del lugar.

Tabla 4. Caracteristicas geograficas y ambientales del lugar de ensayo

Provincia: Tungurahua

Canton: Ambato

Parroquia: Izamba

Altitud: 2590 m.s.n.m

Coordenadas: X77034.76815062
Y9864922.60691711

Temperatura Media: 14.6 °C

Humedad Media: 68.57 %

Nota: m.s.n.m=metros sobre el nivel del mar; Coordenadas obtenidas por GPS
Fuente: GoogleEarth (2017).
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2.4.2. Preparacion del terreno, parcelas y siembra de brocoli

El ensayo fue instalado a campo abierto en un area de 280 m?, donde se establecieron
25 camas, cada una con una dimension de 14 m x 10.5 m. Las plantas fueron sembradas
a una distancia de 0.4 m entre plantas y 0.30 m entre lineas, con dos lineas de riego al

goteo por cada cama (Ver anexo 4). Las plantas sembradas fueron de la variedad

Domador.

Las principales labores culturales en el cultivo se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividades dentro del cultivo antes y durante el ensayo.

Fecha Actividad Materiales
- N 250 kg de Abonaza Pronaca
15 de julio de 2017  Abonado inicial 15 kg de fertilizante 18-46-00
1 de agosto de 2017  Transplante Plantulas de 40 dias de Ia

Variedad Domador.

Control
fitosanitario
contra  gusano
cogollero
(Agrotis spp.)

Insecticida
Cipermetrina 2 cc/L

1 de septiembre de
2017

Deshierba

Azaddn

Fertilizacién
intermedia a los
30 dias  del
transplante

15 kg de fertilizante: 15-15-15

21 de septiembre de
2017

Amontonamiento
de la tierra
alrededor de la
base de la planta

Azaddn

Control de pulgén
(Aphis spp.)

Insecticida Lambda cialotrina 1.5
cc/L

Fertilizacion final
a los 66 dias del
transplante

15 kg de fertilizante: 15-15-15

Elaborado por: las autoras, 2018.

2.4.3. Disefio 0 esquema en campo
En toda el area experimental se tuvo distribuido un total de 1750 plantas (70

plantas/cama), de cada cama se escogieron 10 plantas. Cada tratamiento conto con
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tres repeticiones, es decir se conto con 12 unidades experimentales. La distribucion de

los mismos se muestra en la Figura 1.

Esquema del ensayo en campo
- &> - - - & » - & - - - - - -
TQ Tratamiento Quimico
T = & & & &
. . A S au- - o Cl Tratamiento con Medio Liquido
g_ 2 Tratamiento con Medio sdlido
[ & & & & & & * & & & & * [TA T OCAIRIEnto ABSORRD
cry
& & ® ® & & & ® & & & & & & o |R# Nomero de repeticion
9 - - Numero de cama
0 an
] - & * - - (ama no evaluada
1 * & TaR2 -
G ® & & & & & & & & & s & & o Plantas no evaluadas
® & (i - *® Plantas evaluacas
® & & & & 6 & & & o e e & s e
- AR -
18]
B ® & & & & & & 'ogc & & & + *
TARL [
3 ciny -
5| - -~ - - s - - - - - - - -
4 3] -
5| - - - - - & - - & - - - - - -
Figura 1. Distribucion de los tratamientos en campo
Elaborado por: las autoras, 2018.

2.3. Disefio experimental

Para el analisis estadistico en campo se utiliz6 un Disefio completamente al azar

(DCA) en funcién del siguiente esquema de ANOVA.

Tabla 6. Esquema de ANOVA

Fuente de variacion GL

Tratamiento 3

Error experimental 8

Total 11

Nota: GL: Grados de libertad
Elaborado por: las autoras, 2018.

2.4.4. Aplicacion de tratamientos

En campo se evaluaron cuatro tratamientos, los cuales se detallan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Descripcion de los tratamientos aplicados en campo.

TRATAMIENTO CODIFICACION

DESCRIPCION

Tratamiento con biopreparado liquido a

1 Cl
una concentracion de 10’ UFC.mL™*
Tratamiento con biopreparado solido a
2 C2
una concentracion de 10" UFC.mL™*
Tratamiento quimico con
3 TQ Dietilditiocarbamato a una dosis de 2
gL?
Tratamiento absoluto, el cual no recibid
4 TA

ningun tipo de tratamiento

Elaborado por: las autoras, 2018.

La aplicacion de todos los tratamientos se la realizé semanalmente a las hojas, tallo y

pella de brécoli, mediante aspersion directa con ayuda de bombas manuales inyectoras

(Ver Anexo 4).

Para la aplicacion de cada uno de los tratamientos se agregd agua potable reposada y

el fijador 6xido Nonilfenoletileno a una dosis de 0.5 cm3L?, para mejorar la

adherencia del biopreparado. Se filtro y por ultimo se mezclé.

2.4.5. Evaluacion de la enfermedad

La aplicacién de los tratamientos se empez6 a la semana 5 después de instalado el

cultivo en campo, los datos de las diferentes evaluaciones se recolectarén

semanalmente, hasta la semana 11 en la que finalizé el ciclo del cultivo en campo.
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La presencia de la enfermedad se asegurd realizando toma de muestras de hojas y
porciones de floretes, se sembraron en PDA y se observo al microscopio (Ver anexo

7).
e Valoracion de hojas

De las 10 plantas que constituian cada unidad experimental , se eligié dos hojas por

planta al azar para ser evaluadas durante todo el ensayo.

En las hojas se evalud las lesiones aparecidas en cada unidad experimental (parcela
neta) de cada tratamiento, esto para determinar el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad en cuanto a nimero de lesiones observadas a partir de la semana 6 después

de establecido el cultivo en campo.

Se midi6 también la eficiencia cuantica del fotosistema Il mediante el equipo OS-
30p+Chlorophyll Fluorometer, esto a partir de la semana 7 despues de establecido el

cultivo en campo (Ver anexo 5)

En la semana final del cultivo en campo, se desprendieron las hojas elegidas en un
principio y mediante el software libre ImageJ, se midio el area sana y el area afectada
para determinar la severidad (%), posterior a eso se empled la Escala de Horsfall and
Barratt (1945) y se calcul6 el indice de la Enfermedad (%) como se describe en

Saharan, Mehta, & Meena (2015).

e Valoracion de pellas

Al finalizar el periodo de cultivo se cosechd cada una de las pellas de los distintos
tratamientos y fueron colocados en cdmara himeda, se etiquetaron y almacenaron por
7 dias para la posterior evaluacion (Ver anexo 6). Al pasar este periodo se cuantifico

por cada pella el numero de floretes enfermos y el nimero de floretes sanos para
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determinar la severidad (%), posterior a esto se empleéd la Escala de Horsfall and

Barratt (1945) y se calcul6 el indice de la Enfermedad (%).

2.4.6. Analisis estadistico

Se realizo el analisis de area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE),
para procesar el nimero de lesiones de las hojas en el tiempo, para verificar la
existencia o no de diferencias estadisticas entre los tratamientos aplicados en el cultivo

se realiz6 un andlisis de varianza.
El ABCPE se célculo mediante la formula propuesta por Cambell y Madden en 1990

(Jiménez, E., & Gomez, J. 2012).

ABCPE= (Xi+1+xi (ti+1‘ti)>

2

Donde:

Xi = namero de lesiones en la hoja
i=1

t = Tiempo(dias)

n = nimero de evaluaciones

Para los analisis estadisticos de ANOVA se aplico un disefio experimental
completamente al azar y los datos fueron procesados en el programa Infostat “versién

2013". Se desarrolld la prueba Post Hoc de Tukey 5 %.
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Capitulo 3

3. Resultados y discusion
3.1. Caracterizacion del crecimiento de Bacillus sp. 1B6
Como se indica en la Figura 2 Bacillus sp. presenta un crecimiento sigmoideo
caracteristico de los organismos bacterianos como menciona Gallardo (2015). Se
puede diferenciar la fase de latencia, que es el periodo de adaptacion de la bacteria, la
cual dura aproximadamente 4 horas, seguido por la fase exponencial que dura hasta la

hora 20 y a partir de esta se observa la fase estacionaria.

Cinética de crecimiento de Bacillus sp.

5,00E+08 -J;}"'\,J_._.—a:;-{a—c:a—«':n:'—c::-

4 00E+08 /

o 10 20 30 40 50 a0 70 BO

Tiempao (horas)

Figura 2. Cinética de crecimiento de Bacillus sp. de 0 a 72 horas.
Elaborado por: las autoras, 2018.

3.2. Optimizacion de medios de cultivo

3.2.1. Biopreparados obtenidos mediante LF

La Tabla 8 indica los resultados de la produccion de biomasa mediante fermentacion
en estado liquido, aplicando el andlisis de varianza que se describe en la Tabla 9, se
determind que al menos un tratamiento es diferente ya que el p-valor es menor a 0.05,
por lo que con ayuda de la prueba de Tukey al 5 % se establecio que el tratamiento 3

compuesto por 40 g.L de harina de habay 6 g.L de panela obtuvo una concentracion
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de 4.5x10®8 UFC.mL*u 8.6 log (UFC.mL™) y el tratamiento 5 que fue el medio de
cultivo comercial TSB obtuvo 5.01x108 UFC.mL™20 9.8 log (UFC.mL™), son similares

estadisticamente, obteniéndose en ellos la mayor biomasa al cabo de las 72 horas.

Gallardo (2015) en su investigacion realizé fermentacion en estado liquido utilizando
medios de bajo costo para masificar una especie de Bacillus, reporta una concentracion
de 1.7x10° UFC. mL™ a las 72 horas como la mayor obtenida, esto utilizado 40 g.L*

de harina de soya y 2 g.L " de melaza .

El uso de harinas como sustituto de medios de cultivo microbiol6gico ha mostrado
efecto favorable en el crecimiento y esporulacion de cepas de Bacillus, hay estudios
donde se alcanzaron concentraciones de 1.5x10® UFC. mL? y 2x108 UFC. mL* (De

la Cruz, Méndez, & Valera, 2016).

Las harinas de fuentes no convencionales, como lo son las leguminosas, no han sido
explotadas y contienen proteinas en cantidad y calidad regular (Torres, Jiménez, &
Barcenas, 2014). Es por ello que el uso de harinas es una opcién acertada para

complementar la nutricion bacteriana debido a su aporte de nitrégeno.

Tabla 8. Concentracion de biomasa de Bacillus sp. en los diferentes tratamientos de
fermentacion liquida.

Concentracion Log10 (UFC.mL1) -

Tiempo
TRATAMIENTO CODIFICACION 24 horas 48 horas 72 horas
HS(40 g)+P(5 g) T1 8.0+0 8.2+0 8.3+0
HS(40 g)+P(6 g) T2 8.3%0 8.4+0 8.2+0
HH(40 g)+P(5 g) T3 8.1+1 8.5+0 8.6+1
HS(40 g)+P(6 g) T4 8.40 8.5+0 8.5+1
TSB TS5 8.4+1 8.1+0 8.9+0

Nota: Los datos corresponden a la media de cuatro repeticiones. Se muestra la desviacion estandar
para cada tratamiento. HS= Harina de soya, HH= Harina de haba, P= Panela.
Elaborado por: las autoras, 2018.
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Tabla 9. ANOVA para los tratamientos en fermentacion en estado liquido.

Analisis de varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Tratamiento 0.04 4 0.01 6.81 0.0025
Error 0.02 15 0.001

Toral 0.07 19

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Biopreparados obtenidos por fermentacién en estado liquido, Tukey 5 %
8,737

8,694

AB
8,654

Log (UFC/mL)

8614 B

TRATAMIENTO

Figura 3. Prueba de Tukey al 5 % para tratamientos en fermentacion liquida.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Al final de la evaluacion de los biopreparados obtenidos por fermentacion liquida, el

Tratamiento 3 fue elegido para ser aplicado en la posterior prueba en campo.

3.2.2. Biopreparados obtenidos mediante SSF
En la fermentacion en estado sélido (SSF) como muestra la Tabla 10, el sustrato en

donde hubo la mayor concentracién de biomasa a las 72 horas fue en el tratamiento 2
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con 5x10° UFC.gt 0 9.6 log (UFC.g ™), que es salvado de trigo. Al realizar el analisis
de varianza se determinO que hay diferencia entre tratamientos ya que el p-valor es
menor a 0.05. La prueba de Tukey al 5 % muestra que todos los tratamientos son

diferentes estadisticamente entre si, Figura 4.

El salvado de trigo al ser un sustrato de facil acceso y economico se ha utilizado en
diversas investigaciones. Abbasi, Zaki, & Anis. (2013) reportan el uso de este sustrato
donde mediante SSF masifico dos especies de Bacillus gram positivos formadoras de
endoespora; Bacillus subtilis y Bacillus firmus, obtuvo concentraciones de 6.3x10%°
UFC.gt y 1.5x10' UFC. g* respectivamente. En la investigacion realizada por
Bettiol, Kupper, de Goes, Moretto, & Correa. (2005), también se utilizé en uno de sus
tratamientos como sustrato al salvado de trigo, y en este se obtuvo un rendimiento de
1.5x107 UFC. g*. Estas diferencias se deben al tiempo de incubacion de los diferentes

experimentos y al manejo de los mismos.

Tabla 10. Concentracién de biomasa de Bacillus sp. en los diferentes tratamientos de
fermentacion sélida.

Concentracion Logl0 (UFC.mg?) —

Tiempo

TRATAMIENTO CODIFICACION 24 horas 48 horas 72 horas

Arroz de cebada T1 8.5+0 9.5+0 9.4+1
Salvado de trigo T2 8.7+0 9.7+0 9.6+1
Turba T3 8.4+0 9.2+0 9.1+1
Arroz T4 8.1+0 8.7+0 8.8+1

Nota: Los datos corresponden a la media de cuatro repeticiones. Se muestra la desviacion estandar
para cada tratamiento. HS= Harina de soya, HH= Harina de haba, P= Panela.
Elaborado por: las autoras, 2018.
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Tabla 11. ANOVA para los tratamientos en fermentacion en estado sélido.

Analisis de varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Tratamiento 1.68 3 0.56 75.58 <0.0001
Error 0.09 12 0.01

Toral 1.77 15

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Biopreparados obtenidos por fermentacion en estado sélido, Tukey 5 %

8,76

9,51+

A
B
9,26 -
c
9,02-
—
877 .
2 1 3 4

Tratamiento

Log (UFCima)

Figura 4. Prueba de Tukey al 5 % para tratamientos en fermentacion sélida.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Al finalizar la evaluacién de los biopreparados obtenidos por fermentacion en estado
solido, fue elegido el Tratamiento 2 para a ser aplicado en la posterior prueba en

campo.

Los biopreparados obtenidos por fermentacion en estado solido presentaron mayor

concentracion bacteriana en comparacion con los biopreparados obtenidos por
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fermentacion en estado liquido. Pastrana (1996) menciona que en los cultivos en
estado solido el sustrato puede ser transformado por los microorganismos y este a la
vez puede actuar como fuente de nutrientes. Ademas de la fuente de carbono utilizada
(panela), el sustrato de salvado de trigo aportd con una cantidad de nutrientes extra

para que las bacterias puedan proliferarse en mayor concentracion.

La produccion de lipopéptidos se puede lograr por fermentacion liquida (LF) o
fermentacion en estado sélido (SSF) (Faustino, 2017). Ahora ambos métodos han sido
propuestos para aumentar su produccion y comprobar su efectividad en campo. Dentro
de los compuestos generados por Bacillus sp., se incluyen la surfactina, fengicina,
iturina A, B, y C, estos lipopéptidos, metabolitos secundarios constituyen una
herramienta importante en el desarrollo de nuevos productos efectivos contra

patdgenos de plantas de interés mundial (Ariza & Sanchez, 2012).

Ademas se ha demostrado que la produccion de iturina A y fengicina es la mas alta
después de fase de crecimiento exponencial, mientras que la produccion de surfactina
es mas alta durante el crecimiento exponencial en fermentacion liquida (Pryor, Gibson,
Hay, Gossett, & Walker, 2007). Por lo tanto, el tiempo de fermentacion de 72 h fue
elegido basado en estudios preliminares que evaltan los perfiles de crecimiento, en
donde la cinética bacteriana se encontraba en fase estacionaria. Habitualmente esta
fase es causada por la produccion de sustancias metabdlicas que inhiben el crecimiento
celular, o por el agotamiento de los compuestos nutritivos del medio de cultivo. En
este periodo las bacterias esporuladas comienzan a formar la endoespora, este
mecanismo se puede suponer como un proceso de resistencia que poseen ciertas

bacterias del género Bacillus (Morejon & Pardo, 2008).
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Solo después de que se han consumido los sustratos mas facilmente utilizables, puede
comenzar una eficiente produccién de metabolitos secundarios (Marinelli & Molinari,

2012).

3.3. Control de pureza de los cultivos.

Para todos los medios de cultivo tanto de fermentacién liquida como fermentacion
solida, se prepararon placas para observar en el microscopio, se logrd identificar
estructuras caracteristicas de Bacillus spp. Como se observa en la Figura 5 son bacilos

Gram positivos y presentan endoespora de color verde.

Control de pureza de los medios de cultivo

a) b)

Figura 5. Observacién microscépica de Bacillus sp.
a) Tincidn de endoespora. Vista 100X

b) Tincién diferencial Gram. Vista 100X
Elaborado por: las autoras, 2018.
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3.4. Evaluacion en campo

3.4.1 Andlisis del &rea bajo la curva para el progreso de la enfermedad ABCPE
para la variable nimero de lesiones en hojas

En la tabla 12 se presenta el analisis de varianza para la variable nimero de lesiones
en hojas en el area bajo la curva del progreso de la enfermedad. Se presenta la
aceptacion de la hipotesis alternativa por la presencia de un p-valor inferior a 0.05, la
hipétesis revela el efecto de Bacillus sp. como agente de control biol6gico en la
enfermedad causante de manchas necrdticas color marron de origen micotico por el
género Alternaria, existiendo al menos un tratamiento que presenta diferencia

significativa.

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable nimero de lesiones en hojas en el Area
bajo la curva del progreso de la enfermedad ABCPE (SC tipo I11)

Anadlisis de varianza (SC tipo II)

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 45286.71  15095.57 74.36 <0.0001
Error 8 1624.15 203.02
Total 11 46910.85

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados: CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad
Elaborado por: las autoras, 2018.

3.4.1.1 Numero de lesiones en el area bajo la curva para el progreso de la
enfermedad ABCPE, prueba de Tukey al 5 %

En la Figura 6 se presentan tres rangos de significacion (A), (B) y (C) en la prueba de
Tukey al 5 %. En el primer rango A, se encuentra el testigo quimico y el tratamiento
de biopreparados soélidos, con un ABCPE de 106.40 y 140.99 promedio de la
enfermedad respectivamente, estos dos tratamientos no presentan diferencia

estadistica entre si, manifestando la accion de control por parte de los biopreparados
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de Bacillus sp. en Alternaria spp. En el segundo rango B, se encuentran los
biopreparados liquidos con un ABCPE promedio de 208.13. El tratamiento absoluto
se encuentran en el rango de significacion C, con un ABCPE promedio de la

enfermdad de 265.83.

Numero de lesiones en el ABCPE, Tukey 5 %

282 43

236,33 1

C
B
190 234
144,12+ i‘*
A
98,02 ; 1
TQ cz C1 TA

Tratamientos

ABC N Lesiones

Figura 6. Representacion del numero de lesiones, mediante prueba de Tukey 5 %
Elaborado por: las autoras, 2018.

El tratamiento absoluto presenté el mayor nimero de lesiones, es decir es el mas
susceptible a presentar manchas necréticas circulares en las hojas del brocoli. El
tratamiento de biopreparados sélidos tiene similitud estadistica con el testigo quimico
y con ello como un tratamiento potencial en el control bioldgico de este tipo de hongos

por presentar una menor severidad a la enfermedad.

Los hongos del género Alternaria son patdgenos causantes de manchas negras en
varios cultivos, el control bioldgico se presenta como una alternativa para el control o
eliminacion de estos hongos, al emplear aislados de Bacillus en pruebas in vitro, los

metabolitos producidos por estas bacterias son idoneos para impedir la germinacion
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de esporas y el desarrollo del micelio del micopatogeno (Veiga, Rosler, Wei, Azevedo,

& Camilo, 2013).

3.4.1.2 Curva de progreso de la enfermedad (CPE) para el variable nimero de

lesiones

Curva de Progreso de la Enfermedad

12 TA
c1
c2
TQ

NUmero de Lesiones
-
—

OFRNWKAOUUIO NOWO

7 8 9 10 11
Tiempo (Semanas)

Figura 7. Curva de progreso de la enfermedad para la variable nimero de lesiones
Elaborado por: las autoras, 2018.

La Figura 7 se presenta un modelo descriptivo de la variable nimero de lesiones en
hojas de brocoli en el tiempo, se observa un incremento del namero de lesiones a
medida que transcurre los dias, el modelo de epidemia del patdgeno puede describirse
como un patégeno monociclico.

En enfermedades monociclicas, la cantidad de in6culo no incrementa a medida que

crece el cultivo, la fuente de indculo suele ser externa, endémica y constante. La
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enfermedad se ve afectada por la aptitud del micopatdgeno de producir infeccién
(Achicanoy, 2000).

El incremento de nimero de lesiones presenta al testigo absoluto como el maximo
punto en la gréafica con un promedio de 22 lesiones por hoja al final del cultivo,
difiriendo notablemente del testigo quimico que presenta un promedio maximo de 7
lesiones por hoja al final de cultivo. Biopreparados liquidos presentan un promedio de
17 lesiones y los biopreparados sélidos un promedio de 13 lesiones por nimero de hoja

al final del cultivo.

3.4.2. Analisis de la variacion de la eficiencia cuantica del fotosistema 11
En la tabla 13 se presenta el andlisis de varianza para la variable eficiencia cuantica
del fotosistema Il, la probabilidad tiene un valor superior a 0.05, es decir los

tratamientos no presentan diferencia significativa entre ellos.

Tabla 13. Andlisis de varianza para la variable eficiencia cuantica del fotosistema I
(SC tipo 111)

Analisis de varianza (SC tipo I11)

F.V GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 0.89 0.30 3.34 0.0766
Error 8 0.71 0.09
Total 11 1.61

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados: CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad
Elaborado por: las autoras, 2018.
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3.4.2.1 Gréafica de la variacion de la Eficiencia cuantica del fotosistema 11

Eficiencia cuantica del fotosistema 11
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Figura 8. Grafica de la variacion de la eficiencia cuantica del fotosistema I1
Elaborado por: las autoras, 2018.

El descenso de los valores de Fv/Fm en la CPE se dan por diferentes factores que
pueden estar influyendo en el cultivo, el incremento de temperatura, los niveles de

radiacion, el riego y la senescencia (Sanclemente & Pefia, 2008).

Durante el proceso de senescencia ocurren fenémenos que buscan mantener la fijacion
de CO., los mecanismos que ocurren producen alteraciones en los componentes
cloroplasticos y a medida que trascurre el tiempo se da una degradacion de los
componentes de estos organelos y la pérdida progresiva de la clorofila, molecula

fundamental en el complejo fotosintético (Martin Gomez, 2012).

La disminucién gradual de la curva de progreso de la enfermedad puede ser asociada
a alguno de los factores antes mencionados, sumado al estrés a causa de la formacién

de manchas necroéticas a causa de los hongos del género Alternaria que reducen la
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eficiencia cuantica del fotosistema Il por la reduccion del area foliar (Martinez, y otros,
2016). Ratificando lo expuesto con los valores presentados de Fv/Fm que se
encuentran entre 0.78-0.82, al inicio de las mediciones y al finalizar un rango de 0.69-
0.70; en especies como el brdcoli los valores promedio se encuentran en ~0.83
(Bjorkman & Demming, 1987), lo que denota un estrés a nivel del todo el cultivo, al
no existir diferencia significativa el grado de la enfermedad en esta variable es similar
en los tratamientos. EI TQ y el C2 tienen las curvas mas altas, posiblemente porque el

ndmero de lesiones fue menor.

3.4.3 Porcentaje indice de la enfermedad en floretes en la postcosecha

En la Tabla 14 se observa el ANOVA para la variable porcentaje indice de la
enfermedad en floretes, se reporta diferencias significativas entre los tratamientos, con
un valor de p=0.0002, existiendo diferencia en al menos un tratamiento en la

postcosecha.

Tabla 14. ANOVA para la variable porcentaje indice de la enfermedad en floretes en
la postcosecha

Andlisis de varianza (SC tipo 111)

F.V. GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 516.74 172.25 23.99 0.0002
Error 8 57.43 7.18
Total 11 574.17

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados: CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad

Elaborado por: las autoras, 2018.

3.4.3.1 Porcentaje indice de la enfermedad en floretes en la postcosecha para
tratamientos, Prueba de Tukey al 5 %
En la figura 9 se observa la prueba de Post Hoc de Tukey al 5 % que reveld dos rangos

de significacion A y B, en el rango A se encuentra los tres tratamientos de

40



biopreparados solidos, liquidos y el testigo quimico, cada uno con porcentajes de
indice de la enfermedad en floretes de 33 %, 37 % y 38 % respectivamente, sefialando
el control biologico por parte de la bacteria hacia el micopatégeno. El rango B presenta
al tratamiento absoluto, que denota con un 51 % el mayor porcentaje indice de la

enfermedad.

Porcentaje indice de la enfermedad en floretes en la postcosecha para

tratamientos, Prueba de Tukey al 5 %
53,891

B

48,654

43,414

A
38,171 A
IA
32,93 1
c2 C1 TQ TA

Tratamientos

Grado de enfermedad

Figura 9. Porcentaje indice de la enfermedad en floretes en la postcosecha para tratamientos, prueba
de Tukey al 5 %
Elaborado por: las autoras, 2018.

El tratamiento absoluto presenta el mayor porcentaje de indice de infeccion en floretes,
refiriendo la capacidad de la enfermedad para atacar a los cultivos de brocoli (Ver
Anexo 7). El tratamiento de biopreparados sélidos present6 la menor afectacion por
parte de la enfermedad teniendo similitud estadistica con los resultados del tratamiento

de bioperados liquidos y el tratamiento quimico.

Los floretes que fueron aplicados con el biocontrolador a base de Bacillus sp.

presentaron menor presencia de la enfermedad, esto podria explicarse ya que Bacillus
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sp. se reporta como un bacteria que ofrece diferentes ventajas en la defensa de agentes
infecciosos por su extensa gama de antibidticos, presentado antagonismo en pruebas
in vitro. La antibiosis ocasiona la destruccion y cambios estructurales de conidios e
hifas de micopatogenos, reportando porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial
y la germinacion de conidios (Bae, Kim, & Kim, 2013; Shanker, Pindi, & Shankar,

2014; Abdalla, Algam, Ibrahim, & EI Naim, 2014).

El género Bacillus se encuentra dentro de las bacterias con mayor uso en el control de
enfermedades en plantas, por los beneficios que presentan. La actividad
biocontroladora in vivo es reportada en diferentes cultivos durante su crecimiento y en
postcosecha de frutas y raices (Pertot, Alabouvette, Hinarejos, & Franca, 2015;

Basurto, y otros, 2012).

3.4.4 Porcentaje indice de la enfermedad en hojas

En la Tabla 15 se presenta el ANOVA de los tratamientos en estudio, este analisis
resulta en un p-valor inferior a 0.05 aceptando que Bacillus sp. es un microorganismo
que actia como biocontrolador de Alternaria spp. en brécoli, en al menos un

tratamiento de los evaluados.

Tabla 15. ANOVA para la variable porcentaje indice de la enfermedad de las hojas*

|Analisis de varianza (SC tipo I11)

F.V. GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 516.74 172.25 23.99 0.0002
Error 8 57.43 7.18

Total 11 574.17

Nota: GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados: CM: Media de cuadrados; F: estadistico; P:
probabilidad

*La evaluacion fue realizada en la semana final, con el proposito de obtener un célculo muy cercano al
real, al emplear la totalidad de la hoja y una superficie plana para las mediciones, disminuyendo el error
causado por su forma ondulada y lobulada.

Elaborado por: las autoras, 2018.
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3.4.4.1 Porcentaje indice de la enfermedad en hojas para tratamientos, Prueba
de Tukey al 5 %

En la Figura 10 se tiene dos rangos de significancia A y B resultado de la prueba Post
Hoc de Tukey al 5 %, en el primero se encuentran tres tratamientos, el testigo quimico,
los biopreparados sélidos, seguido del tratamiento de biopreparados liquidos, cada uno
con porcentajes de severidad en hojas por planta de 13 % en el testigo quimico, 14 %
en los biopreparados sélidos, 15 % en el caso del biopreparado liquido, reportando la
condicion de control de biologico por parte de los biopreparados a base de Bacillus
sp. hacia hongos de Alternaria spp. causantes de las manchas necroticas en hojas. En
el segundo rango B, se encuentra el tratamiento absoluto que presenta mas del 21 %

de indice de la enfermedad en hojas.

Porcentaje indice de la enfermedad en hojas para tratamientos, Prueba de
Tukey al 5 %

23,744

B
21,024
18,29
A
15,56
A
I&
12,84 1
TQ cz C1 TA

Tratamientos
Figura 10. Porcentaje indice de la enfermedad en hojas para tratamientos, Prueba de Tukey al 5 %
Elaborado por: las autoras, 2018.

Grado de enfermedad Hojas

El control negativo o tratamiento absoluto se presenta como el tratamiento con mayor

severidad en hojas por planta de brocoli, el uso del controlador biologico en los dos
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tratamientos aplicados presento diferencia significativa con el control negativo y

estadisticamente no presentaron diferencia con el testigo quimico.

El empleo de biocontroladores para disminuir en hojas los sintomas causados por el
género Alternaria se corrobora por reportes previos utilizando cepas de Bacillus que
se presentan como inhibidoras del 100 % de crecimiento de estos hongos. La inhibicion
del crecimiento es probable ya que producen metabolitos de naturaleza antifingica,
dando lugar a la seleccion de cepas que prometen el control bioldgico de

micopatdgenos (Reinoso, Vaillant, Casadesus, Garcia, & Pazos, 2007).

El control del crecimiento micelial en frutos con enfermedades causadas por
Alternaria spp. en pruebas in vivo ha evidenciado una disminucion de la severidad e
incidencia con una ausencia de diferencia significativa con el control positivo de los
ensayos encontrandose entre el control negativo y el tratamiento quimico, prometiendo
la inclusién de un agente biolégico no téxico en enfermedades causadas por estos

hongos (Siddig, Osman, & Hammad, 2014).

Sharma & Sharma (2008) revelaron la moderacion en la aparicion de manchas foliares
causadas por hongos, utilizando cepas de Bacillus inhibiendo el crecimiento de hongos
in vitro e in vivo, desarrollandose el biocontrolador sobre las hifas del patdgeno
realizando una competencia directa ademas de la produccion de metabolitos

antifangicos que alteran de la pared celular por efecto de la lisis de la misma.
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Figura 11. Hoja de brdcoli, en la postcosecha afectada por Alternaria spp.
Las flechas indican las lesiones propias de la enfermedad de acuerdo
Serrato & French (2011).

Elaborado por: las autoras, 2018.
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Conclusiones
El biopreparado liquido a base de harina de haba y panela obtuvo
concentraciones de 4.5x10® UFC.mLy el biopreprado sélido que tuvo como
sustrato al salvado de trigo obtuvo una concentracion de 5x10° UFC.g, siendo

las mayores concentraciones bacterianas obtenidas.

El tratamiento con el biopreparado sélido no presento diferencia estadistica con
el tratamiento quimico para el nimero de lesiones por hoja, el porcentaje indice
de la enfermedad en floretes y hojas por efecto biocontrolador que ejercid

Bacillus sp. en el cultivo.

Los sintomas de la enfermedad causados por Alternaria spp. fueron
controlados en pruebas en campo, resultando en la disminucion del grado de la
enfermedad en hojas y pellas de brocoli, con los tratamientos de

biopreparados, siendo el de sélidos el mejor biocontrolador.
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Recomendaciones

e Aplicar el biopreparado solido a base de salvado de trigo en campo para
combatir Alternaria spp. en cultivos de brdcoli a una concentracion de 107
UFC.mL de Bacillus sp.

o Realizar investigaciones para determinar la residualidad de las bacterias sobre
las plantas de brocoli y con ello seria posible determinar la periodicidad de la
aplicacion de los biopreparados.

e Probar formulaciones para los biopreparados solidos y liquidos, que permitan
a las bacterias permanecer estables por mas tiempo sin alterar su
funcionamiento y actividad de control bioldgico, integrando su uso con en la
Manejo Integrado de Enfermedades.

e Identificar y caracterizar los metabolitos que producen las bacterias, los cuales
proporcionan el efecto biocontrolador en hongos patdégenos de interés agricola,

como fuente potencial de compuestos aptos para ser usados a nivel industrial.
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ANEexXos

Anexo 1. Escala Horsfall y Barratt

indice Porcentaje Afectado (%)
1 Sin sintomas
2 0 to 3 del area enferma
3 3 to 6 del area enferma
4 6 to 12 del area enferma
5 12 to 25 del &rea enferma
6 25 to 50 del area enferma
7 50 to 75 del area enferma
8 75 to 87 del &rea enferma
9 87 to 94 del area enferma
10 94 to 97 del area enferma
11 97 to 100 del area enferma
12 100 del &rea enferma

Fuente: Saharan, Mehta, & Meena (2015).
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Anexo 2. Fase de Laboratorio

Figura 12. Fermentacién en incubadora a 35 °C y 100 rpm
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 13. Fermentacién en incubadora a 35 °C
Elaborado por: las autoras, 2018.
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Anexo 3. Fase de Laboratorio - Conteo de células totales
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Figura 14. Metodologia para dilucion y plateo
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 15. Dilucién y siembra de muestras
Elaborado por: las autoras, 2018.

65



Anexo 4. Fase de campo — Establecimiento del cultivo

Figura 16. Distribucidn de tratamientos en campo.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 17. Aplicacion de tratamientos mediante bomba de mochila.
Elaborado por: las autoras, 2018.
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Anexo 5. Fase de campo - Evaluacion de Hojas

Figura 18. Conteo de lesiones en hojas
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 19. Determinacidn de la eficiencia cuantica del fotosistema I1
Elaborado por: las autoras, 2018.
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Anexo 6. Fase de campo - Evaluacion en pellas.
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Figura 20. Cosecha de pellas.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 21. Camara himeda de pellas cosechadas
Elaborado por: las autoras, 2018.

68



Anexo 7. Fase de campo - Verificacion en el laboratorio de observacion en campo de
Alternaria spp.

Figura 22. Florete de brocoli, en la postcosecha afectada por Alternaria spp.
La flecha indica la lesidn propia de la enfermedad de acuerdo a Fraire, y otros (2010).
Elaborado por: las autoras, 2018.

- . —
Figura 23. Placas Petri de siembras aleatorias de muestras de floretes con Alternaria spp.
Elaborado por: las autoras, 2018.

Figura 24. Conidios de Alternaria spp. a 40X de muestras de floretes de brocoli, utilizando tincién
simple con azul de lactofenol.

Las estructuras propias del micopatdgeno segin Rivas & Miinlhauser (2014).

Elaborado por: las autoras, 2018.
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