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RESUMEN

Se realizé el aislamiento, purificacion e identificacion de 10 cepas nativas de Trichoderma sp y 1 cepa
de Mycosphaerella fijiensis Morelet de varias zonas bananeras del pais tanto convencionales como
organicas, con viabilidad a ser utilizado como método de control alternativo de Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) en cultivos de banano. Posteriormente se evalu6 el ritmo de
crecimiento radial de las 10 cepas nativas de Trichoderma sp., para proceder a una identificacion
molecular y morfolégica. Se evalud el efecto antagdnico in vitro de Trichoderma Vs. Mycosphaerella
fijiensis Morelet, en donde el mejor control antagonico fue de la cepa CCECH-Pasaje (Trichoderma
harzianum). Para determinar el efecto antagonico de Trichoderma sobre M. fijiensis, se formul6 un
biofungicida a base de Trichoderma harzianum, el cual se evalud en condiciones controladas de
invernadero, experimentando 7 tratamientos con 5 repeticiones cada uno, con plantas crecidas in vitro
provenientes del CIBE (ESPOL), en donde, en los Tratamientos 1, 2 y 7, no se observa el
aparecimiento de sintomas hasta los 64 dias de la evaluacion del ensayo, en el Tratamiento 3, las
hojas sanas permanecen hasta el dia 10 dias posteriores a la inoculacion, y existe una evolucion de
sintomas hasta los estados 3y 4, los Tratamientos 4,5y 6 presentan una evolucion de sintomas hasta
el estado 1. La cepa CCECH-Pasaje (Trichoderma harzianum) result6 el mejor control antagénico en
cada uno de los ensayos por lo que mediante la formulacion de un biofungicida a partir de esta,
permite controlar agentes fitopatdgenos que disminuyen la productividad de varios cultivos de interés

econdmico para el Ecuador, ademas de mantener el cuidado del ambiente y la salud humana.

Palabras Clave: <Trichoderma> <SIGATOKA NEGRA (Mycosphaerella Fijiensis Morelet) >
<BIOFUNGICIDA> <HONGOS ENTOMOPATOGENOS> <MARCADORES DE DNA>
<CONTROL BIOLOGICO> <CONTAMINACION AMBIENTAL> <PRODUCCION LIMPIA>
<CONTROL QUIMICO> <AGRICULTURA SUSTENTABLE>



SUMMARY

It was conducted a process of isolation, purification and identification of 10 native strains of
Trichoderma sp and 1 strain of Mycosphaerella fijiensis Morelet from several banana zones of the
country, both conventional as organic ones with feasibility to be used as alternative control of Black
Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet ) in banana plantations. Subsequently, the rate of radial
growth of 10 native strains of Trichoderma sp was assessed, in order to conduct a molecular and
morphological identification. It was evaluated the in vitro antagonistic effect of Trichoderma vs.
Mycosphaerella fijiensis Morelet, where the best antagonistic control was the one belonging to the
CCECH-Pasaje strain (Trichoderma harzianum). In order to determine the antagonistic effect of
Trichoderrma on M. fijiensis; it was formulated a bio-fungicide based on Trichoderma harzianum;
which was evaluated under controlled greenhouse conditions, by experiencing 7 treatments 1,2 and 7,
the onset of symtomps is observed up to 64 days after trial evaluation, in treatment 3, the healthy
leaves remain until day 10" after the inoculation, and there is an evolution of symptoms until the states
3 and 4, treatments 4,5 and 6 show an evolution of symptoms until state 1. CCECH-Pasaje strain
(Trichoderma harzianum) was the best antagonistic control in each trial since, by means of the
formulation of a fungicide based on this strain; it is possible to control the phytopathogen agents that
decrease productivity of several crops of economic interest for Ecuador, in addition of maintaining the

protection of the environment and human health.

Keywords: <Trichoderma> <BLACK SIGATOKA (Mycosphaerella fijiensis Morelet) > <BIO-
FUNGICIDE> <ENTOMOPATHOGENIC FUNGI> <DNA MARKERS> <BIO-CONTROL>
<POLLUTION>  <CLEAN PRODUCTION>  <CHEMICAL CONTROL>  <SUSTAINABLE
AGRICULTURE>
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

La Sigatoka negra es una enfermedad foliar del banano causada por el hongo ascomicete
Mycosphaerella fijiensis Morelet (anamorfo Pseudocercospora fijiensis) y constituye el principal
problema fitopatoldgico del cultivo. El patégeno destruye répidamente el tejido foliar, como
consecuencia se reduce la fotosintesis y se afecta el crecimiento de la planta y la produccién (Martinez
2011).

En el Ecuador el cultivo de banano constituye la actividad agricola de mayor importancia para la
economia del pais, exportando 4 millones 828 mil toneladas al afio, generando empleo para méas de un
mill6n de familias, que representa alrededor de 2,5 millones de personas, que en porcentaje equivalen
aproximadamente al 17 % de la poblacion actual, que dependen de una u otra forma de la industria
bananera (INIAP 2010).

Formulacion del Problema

Problema General:

¢De qué manera cepas nativas de Trichoderma spp. ejercen un efecto antagénico frente a

Mycosphaerella fijiensis en plantas de banano a nivel de invernadero?

Problemas Especificos:

1. ¢De qué manera se realiza el aislamiento y purificacion de 10 cepas de Trichoderma sp. y 1
de Mycosphaerella fijiensis Morelet nativas de la Region Costa del Ecuador?

2. ¢COmo se realiza la identificacion morfolégica y molecular de 10 cepas de Trichoderma sp.
y 1 de Mycosphaerella fijiensis Morelet?

3. ¢En qué medida se evalUa la actividad antagénica de las cepas de Trichoderma sp. frente a

Mycosphaerella fijiensis Morelet en plantas de banano a nivel de invernadero?



Justificacion Teodrica

El cultivo del banano (Musa acuminata) es de gran importancia a nivel de pequefios productores, al
constituirse en un alimento esencial para la dieta bésica y generar ingresos a la canasta familiar. Se
cultiva a nivel mundial en un area aproximada de 5 290 107 hectéreas, con una produccién anual de 33
349 584 TM, de las cuales el 70% se concentra en los paises del Africa, el 27% en las regiones de
América Latina y el Caribe y el 3% en Asia. En América Latina, Colombia (8%), Perd (19%) y
Ecuador (38%) son los mayores productores de banano (FAO 2006).

En el Ecuador se cuenta con una superficie sembrada de 180301 hectareas de banano. Entre los
principales problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo, se encuentran los ocasionados por hongos
y nematodos. En el caso de los hongos, la Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis
Morelet, es considerada la enfermedad foliar mas limitante y destructiva a nivel mundial (Marin y
Romero 1998; Guzman 2006).

Sumado a lo anterior, la pérdida de sensibilidad de M. fijiensis a ciertas moléculas quimicas, debido a
su enorme plasticidad genética, dada por su doble tipo de reproduccién vegetativa; y la urgencia de
competir en el mercado nacional e internacional con productos de excelente calidad y con una menor
cantidad de residuos toxicos, crean la necesidad de encontrar métodos que permitan reducir los dafios
causados por esta enfermedad.

En ese sentido, el uso de controladores biol6gicos para el manejo alternativo de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis) en el cultivo del banano, podria ser una estrategia promisoria de control. El
grupo meta al que esta dirigido esta investigacion son los productores organicos, pequefios agricultores
de banano y aquellos quienes comparten tecnologias amigables con el ambiente, como se refleja en los

sistemas organicos, bioldgicos o en transicion.

Justificacion Practica

La Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) es una de las principales causas de reduccion en
la produccion bananera en el Ecuador, por lo que es necesario incrementar alternativas ecolégicas y
econdmicamente sustentables para el control de la misma mediante el uso de productos de baja
toxicidad y de origen orgéanico a base de Trichoderma, que a mas de reducir la incidencia de esta
enfermedad brindan rigor y resistencia a la planta.

La utilizacion de antagonistas para la prevencion, erradicacion, y control de enfermedades, a més de
ser la préactica mas natural y actuar de manera efectiva, contribuird notablemente a mejorar la economia

de los agricultores y coadyuvara a la conservacion y rehabilitacion de los suelos en beneficio de la



naturaleza y el hombre; pues Trichoderma es reconocido como permitido segin las normas de la
Agricultura Ecoldgica de la Union Europea.

El Departamento de Sanidad Vegetal seccion Fitopatologia en su blsqueda constante de encontrar
alternativas ecoldgicas de control de patdégenos; ha venido desarrollando e implementando el Banco de
cepas de organismos benéficos, lo que contribuird notablemente a la conservacion y rehabilitaciéon de

los suelos en beneficio de la naturaleza y el hombre.

Objetivos

Obijetivo General

o Evaluar el efecto de Trichoderma sp. bajo condiciones de invernadero en el desarrollo de
sintomas y severidad de la enfermedad causada por Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensisMorelet)
en plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)).

Objetivos Especificos

1. Aislar y purificar 10 cepas de Trichoderma sp. y 1 de Mycosphaerella fijiensis nativos de la
Region Costa del Ecuador.

2. ldentificar morfoldgica y molecularmente 10 cepas de Trichoderma sp.

3. ldentificar morfolégica y molecularmente 1 cepa de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

4. Evaluar la actividad antagonica de las cepas de Trichoderma sp. frente a Mycosphaerella fijiensis

en plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) a nivel de invernadero.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Marco Filoséfico o epistemoldgico de la investigacion

La Constitucion Politica vigente, prevé en su preambulo: Una nueva forma de convivencia ciudadana,
en diversidad y armonia con la naturaleza, para alcanzar el buen vivir, el sumak kawsay.

Por lo que se declara de interés publico la preservacién del ambiente, la conservacion de los
ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la prevencion del dafio
ambiental y la recuperacion de los espacios naturales degradados.

Se persigue realizar un control bioldgico en busca de mejorar la calidad de la produccién ya que el
incremento de la poblacién aumenta la presion sobre los recursos naturales, por lo que se ha visto la
necesidad de explotar dichos recursos al maximo para satisfacer las necesidades de cada individuo. La
proteccién del ambiente y el desarrollo sustentable van de la mano por lo que es importante ampliar
investigaciones sobre la utilizacion de métodos de control biol6gico para la proteccion de la
agricultura, ya que esta se ha visto atacada por plagas o enfermedades que reducen su produccion.

El uso de bioproductos o biopesticidas hoy en dia constituye una necesidad econémica y ecoldgica,
convirtiéndolos en insumos econémicamente atractivos para los productores del campo, mediante la
utilizacion de microorganismos debidamente seleccionados por su alta eficiencia representando poco o
ningun riesgo para la salud humana o el medio ambiente.

Estos postulados marcan el camino filosofico — préactico integral que la sociedad humana, naturaleza y
medio ambiente en el Ecuador, deben procurar para alcanzar una relacion armonica sustentable; donde
el beneficio sea integral para las partes, en procura de solventar una mejor calidad de vida y lograr que
las necesidades sean satisfechas en consonancia con la convivencia positiva con dicho medio ambiente
y naturaleza.

Este trabajo de investigacion pretende poner en practica los postulados citados del buen vivir, el sumak
kawsay, aplicados a los problemasfitosanitarios que enfrenta el cultivo del banano, ocasionado por
hongos y nematodos. La Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) estd entre las principales
causas de reduccion en el volumen de la produccion bananera en el Ecuador, por lo que se debe

implantar alternativas ecoldgicas para su control, propendiendo el uso de productos de baja toxicidad y



de origen orgénico a base de Trichoderma, que reducen la incidencia de esta enfermedad, dando rigor y
resistencia a la planta.

La importancia en el control fitosanitario del banano con esta técnica, va en beneficio de la calidad del
producto, recuperacion de la capa vegetal de tierra, no contaminacion de la aguas fredticas,
mejoramiento econdmico de pequefios y grandes productores, y, finalmente, acceso del producto a
nuevos mercados internacionales que exigen como politica de calidad que dichos productos sean
ecoldgicamente cultivados, exigiendo los datos del origen y proceso en su cultivo.

Cabe sefialar que la FAO. Organizacidn de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
en noviembre de 2002, en Santiago de Chile presentaron la Propuesta de un sello de calidad para
promover productos de la pequefia agroindustria rural en América Latina, realizado por: Maria Teresa
Oyarzin Macchiavello, Consultor; Florance Tartana, FAO; Hernando Riveros, IICA — PRODAC,
destacando en este trabajo tres caracteristicas o atributos del valor diferenciadores: el origen
campesino del producto, el respeto por el medio ambiente durante el proceso productivo y el pago
equitativo y justo por los productos.

Si bien en el Ecuador estas practicas agricolas de cultivo son recientes, a través del postulado del buen
vivir, en la praxis como politica de Estado, se han fijado los parametros para participar en el mercado
consumidor primero nacional y luego internacional, con esas directrices integrales de calidad, respeto
del medio ambiente y mejoramiento de la calidad de vida de productores y consumidores. Esta
investigacion a mas del objetivo general, en su desarrollo pretende sustentar el cambio ecoldgico
necesario que los agricultores deben asumir en el control fitosanitario, en este caso, del cultivo del

banano, como modelo a aplicar en la agroindustria.

1.2. Antecedentes de la investigacion

El género Trichoderma contiene especies que son de importancia biotecnoldgica. Algunas de ellas son
usadas como agentes de biocontrol contra enfermedades de plantas, otras se utilizan para la produccion
de enzimas y antibidticos, en la biorremediacion de ambientes contaminados, y como fuente de genes
para la obtencion de plantas transgénicas.

Con relacion a esto Sanchez Lopez, V. (2006) realiza un estudio con el titulo de Aislamiento y
caracterizacion de Trichoderma spp. de diferentes ecosistemas en la regién de Papaloapan- México,
siendo una investigacion de campo de caracter descriptivo, el cual tenia como propésito aislar y
caracterizar cepas de Trichoderma presentes en ecosistemas cultivados y naturales en la Cuenca del
Papaloapén, y representa el primer paso para desarrollar un programa de control biolégico como una

estrategia alternativa para el manejo de las enfermedades que afectan a los cultivos tropicales tales



como el platano (Musa acuminata), la pina (Ananascumosus), cafia de azlcar (Saccharum officinarum)
y el litchi (Litchi chinensis) en la cuenca del Papaloapan.

Es por esta razon que Sanchez Pérez, M. (2009) realiz6 un trabajo de grado en el Instituto Politécnico
Nacional de México sobre el Aislamiento y caracterizacién molecular y agronémica de Trichoderma
sp.nativo del norte de Tamaulipas, dicho documento tenia como objetivo obtener aislados de
Trichoderma sp. nativos del norte de Tamaulipas, estimando que ellos estdn adaptados a las
condiciones de la regidn, para después, determinar la especie a la cual pertenecen y evaluar su
actividad como antagonista de dos fitopatdgenos de importancia como son, Macrophominaphaseolina
y Aspergillus parasiticus. Ademas, determinar la presencia de fitohormonas que sean sintetizadas por
Trichoderma sp. a través de las cuales estdn asociadas a la promocion de crecimiento vegetal o
aumento en la biomasa de las plantas.

Es importante mencionar que Guigdén Lopez, C. (2010) desarrollé un trabajo en México titulado
Identificacion molecular de cepas nativas de Trichoderma sp.su tasa de crecimiento in vitro y
antagonismo contra hongos fitopatdgenos con la finalidad de identificar una herramienta atil y
confiable para conocer el potencial como agente de biocontrol de cepas de Trichoderma en ensayos in
vitro para determinar antagonismos, los cuales se utilizan principalmente como herramienta predictiva
para determinar la capacidad de inhibicion del crecimiento, antes de efectuar estudios que requieren
mas tiempo y costo econdmico. Bajo estas premisas, seis cepas nativas de Trichoderma sp. fueron
identificadas a nivel de especie y caracterizadas en cuanto a su tasa de crecimiento y actividad
antagonica in vitro contra Botrytis cinérea Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich,
Rhizoctoniasolani Kunh.

De los primeros trabajos que se tienen a nivel de Ecuador, provincia de Chimborazo, ESPOCH,
Departamento de Sanidad Vegetal tenemos a Cazco (2005) y Aimacafia (2007), quienes aislaron e
identificaron cepas de Trichoderma y Mycosphaerella fijiensis y las probaron a nivel in vitro con

resultados satisfactorios.

1.3. Bases Teoricas

1.3.1.  El Cultivo del Banano (Musa acuminata)

El banano (Musa acuminata) es un frutal oriundo del Sudeste asiatico, probablemente originado en una
region situada entre la India y el este de la peninsula Malaya (Alvarez, 1981).

Es una planta perenne que se reemplaza. No crecen de una semilla, sino de un bulbo o un rizoma. El

tiempo entre la siembra de una planta de banano y la cosecha del racimo es de 9 a 12 meses. La flor



aparece en el sexto o séptimo mes. Se cosechan durante todo el afio no tienen una temporada de
crecimiento.

Se cultivan los bananos en las regiones tropicales donde la temperatura promedio es de 27° C y la
precipitacion anual es entre 1981.2 y 2489.2 mm. Necesitan suelo himedo con buen drenaje. De hecho,
se cultiva la mayoria de los bananos exportados dentro de los 30° a cada lado del ecuador.

Las plantaciones son predominantes en América Latina y requieren grandes inversiones en
infraestructura y tecnologia para transporte, irrigacién, drenaje y facilidades de embalaje. Produccién
de minifundistas es menos intensa en capital y mas intensa en trabajo. Este sistema estd presente
principalmente en el Caribe Oriental ya que no es posible utilizar el sistema de las plantaciones, debido
a factores topograficos.

El cultivo del banano (Musa acuminata) es, por lo general, intenso en trabajo, y consiste en la
eliminacion de vegetacion de la selva, el apuntalamiento de las plantas para contrarrestar el torcimiento
por el peso de la fruta, y la irrigacion en algunas regiones. Ademas de un intensivo uso de pesticidas, el
proceso de produccién convencional consiste en cubrir los racimos de platanos con bolsas de
polietileno para protegerlos del viento, de los ataques de insectos y pajaros y para mantener la

temperatura 6ptima.

1.3.2. Importancia del cultivo de Banano en el Ecuador

La produccion bananera del pais, se realiza en 20 provincias del territorio continental. La Costa aporta
con el 89% de la produccion nacional, Sierra con el 10% y el Oriente con el 1%. Se produjo en 1998
un total nacional de 4’ 226.200 toneladas métricas, Moreano (2009).

En la Costa, las de mayor produccion son: la provincia de Los Rios con el 35 % de la produccion total
y Guayas con el 32%.

En la Sierra, en las regiones calidas de las provincias de Cafar el 3,8 %. Bolivar con el 1.8%, Sto.
Domingo de los Tsachilas con 1.4% y Loja con apenas el 0.8% de la produccién nacional; las deméas
provincias tienen una produccion minima.

En el pais existen cerca de 5000 productores de banano, de acuerdo al tamafio de la plantacion, el 80%
corresponden a propiedades menores de 30 hectareas y tan solo el 3% a mayores de 100 has.

De las exportadoras de banano, tres empresas (Bananera Noboa, Reybanpac, UBESA.) concentran los
montos de exportacion mas altos, alcanzando el 67% del total de las exportaciones.

Bananera Noboa ha sido la exportadora mas importante y la que ha ocupado el lugar por més de 30

anos.



La superficie cultivada es de 131.000 ha. De estas el 71% estan tecnificadas. ElI promedio de
rendimiento es de 32 TM/ha, la productividad més alta se encuentra en la provincia de los Rios con
39.2 TM, y la més baja en Manabi con 20.

Uno de los problemas graves que presenta la produccion del banano es el uso inadecuado de la tierra 'y
los sistemas de cultivo.

De los mayores paises productores de banano de Latinoamérica, el Ecuador muestra un rendimiento
productivo menor, 37 TM/ ha. Comparadas con las 51 de Colombia y las 41 de Costa Rica.

Si se mejorara el rendimiento, miles de ha. que hoy son utilizadas para el banano podrian ser
destinadas para otros cultivos.

La cantidad de empleo con que este sector aporta es de 200.000 personas en forma directa en las
plantaciones y aproximadamente 400.000 mas en actividades relacionadas con la produccién y
exportacion de banano en el pais.

Los lugares de destino del banano ecuatoriano son: Europa el 55%, Estados Unidos el 30%, Asia el
13% y otros 2%.

Los principales paises exportadores de banano a nivel mundial son: Ecuador, Costa Rica y Colombia,
juntos representan el 63 % de las exportaciones totales de la fruta.

Segun previsiones realizadas por la FAO la demanda mundial de banano crecera en un 3 %, la oferta
mundial serd de cerca de 13 millones de toneladas, lo que producira una sobre oferta porque la
demanda es de un poco mas de 12 millones.

Razon por la cual no se avizora que los precios internacionales puedan mejorar.

1.3.3.  Generalidades de Trichoderma spp.

Trichoderma spp. pertenece a la subdivision Deuteromicete y es un hongo anaerobio facultativo,
anamorfo y de reproduccion asexual, la cual se caracteriza por la formacion de conidios (Domsch et.
al., 1993), su estadio sexual es conocido como Hypocrea.

Trichoderma spp. es un hongo de vida libre en suelos y ecosistemas de raiz (Harman et al., 2004) y
puede estar presente en la materia orgénica de los suelos y en residuos de cultivos (Rincon, 1992;
Cupull et. al., 2003).Su morfologia al microscopio corresponde a hifas hialinas septadas, conidiéforos,
fidlides y conidios. Los conidi6foros son hialinos, generalmente ramificados, se forman de las hifas en
un angulo de 90° y en ocasiones llegan a tener una disposicion piramidal. Las fidlides son hialinas, en
forma de matraz, se adhieren a los conidi6foros por la parte mas amplia, pueden ser solitarias o
dispuestas en racimos y producen los conidios en el extremo (Kubicek y Harman, 1998). Los conidios

son unicelulares de forma redonda o elipsoidal, con 3 um de didmetro aproximadamente, los cuales



poseen una pigmentacion verdosa. Algunas especies de Trichoderma sp. cuando se desarrollan en
medios de cultivo con condiciones restringidas (pH, humedad, fuente de carbono, nutrimentos) son
capaces de producir clamidosporas (Kubicek y Harman, 1998).

Las mejores condiciones de crecimiento para este hongo son:

» Temperatura: se desarrolla en un rango de 15-35°C, siendo la 6ptima de 25°C.

* Humedad relativa: capaz de crecer entre el 20 y 80% siendo de 70% la mejor.

* pH: de 6 a 6.5 es el adecuado para su desarrollo pero puede sobrevivir en rangos mayores, debido a la
capacidad que tiene de acidificar el medio en el que se encuentra, mediante secrecion de &cidos
organicos.

* Carbono: La principal fuente de carbono que asimila es celulosa.

En medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) Trichoderma spp, presenta un crecimiento colonial
rapido, de 5 dias a 25 °C. En este medio, las colonias son de aspecto algodonoso que se compactan con
el tiempo. Cuando su desarrollo es alternado con periodos de luz y oscuridad, se aprecian las zonas de
crecimiento correspondiente a cada periodo. En ausencia de luz el micelio es de color blanco
algodonoso y en presencia de luz se observa la esporulacion con tonalidades verdosas, dando la

apariencia de anillos en forma concéntrica (Sanchez 2009).

1.3.4.  ldentificacion de Trichoderma spp.

La caracterizacion del género Trichodermaspp.se puede realizar utilizando herramientas polifasicas,
con base a su actividad antifungica, en su morfologia, mediante pruebas bioquimicas y métodos
moleculares, utilizadas para una correcta clasificacion del género (Bissett et. al., 2003; Larralde et. al.,
2008).Se conocen mas de 100 especies de Trichoderma sp., ninguna conocida como patdégeno en
plantas, pero se sabe que T. longibrachiatum es un patégeno oportunista en mamiferos
inmunocomprometidos (Kredics et. al., 2003; Druzhinina et. al., 2006). Este género posee una gran
variabilidad genética, lo cual le confiere a cada especie caracteristicas y propiedades diferentes. Por lo

que es necesario identificar la especie con la cual se esta trabajando.



1.3.4.1. Identificacion taxonémica.

La identificacion taxondmica estaba principalmente basada en la descripcion morfolégica, originando
asi 5 secciones del género: Trichoderma, Pachybasium, Longibrachiatum, Saturnisporimy
Hypocreanum (Rifai, 1969; Bissett, 1991; Bissett, 1992).

1.3.4.2. Caracteristicas deseables de cepas de Trichoderma spp.

Debido a su versatilidad, adaptacién y supervivencia a diversas condiciones del suelo, el género
Trichoderma spp. ha sido estudiado ampliamente. Entre sus propiedades mas importantes estan: su
utilizacién como agente de control bioldgico contra fitopatdgenos ya sea de forma indirecta con la
absorcion de nutrientes, modificacion de condiciones del medio ambiente, promocién del crecimiento
de la planta, produccion de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios, o de forma directa con
formacion de estructuras especializadas ejerciendo el micoparasitismo (Papavizas et. al., 1990; Rey et.
al., 2000; Bénitez et. al., 2004; Harman et. al., 2004b; Hoitink et. al., 2006).

1.3.4.2.1. Competencia por nutrientes y espacio:

Trichoderma spp. es un organismo heterdtrofo saprobionte, que compite con otros microorganismos,
impidiendo que se desarrollen (Harman, 2006). Este hongo puede secretar moléculas llamadas
sideroforos, los cuales son quelantes del hierro del medio ambiente, mineral que es necesario para la
viabilidad de diversos hongos filamentosos, por lo cual, cuando Trichoderma spp. absorbe este mineral
impide que el hongo fitopatdgeno lo utilice, deteniendo asi el crecimiento y desarrollo del mismo (Chet
et. al., 1994;Eisendle et. al., 2004).

1.3.4.2.2. Produccién de antibi6ticos

Trichoderma spp. produce antibiéticos y metabolitos secundarios tdxicos para otros organismos, los
cuales detienen la accion de las toxinas y otros compuestos generados por patégenos. La produccion de
estos compuestos es estimulada en forma directa por la presencia de un microorganismo patogeno
(Kubicek y Harman, 1998; Stefanova et. al., 1999; Harman et. al., 2004a; Druzhinina et. al., 2006).

Los metabolitos antifingicos mas conocidos que produce Trichoderma spp. son: gliotoxina, gliovirina,

viridina aislada del medio de cultivo de T. viride, entre otros (Selitrennikoff, 2001), asi como
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metabolitos volatiles o solubles, que afectan de forma negativa el desarrollo de los patégenos, seguido
esto de una fagocitosis del contenido celular (Guigén y Gonzélez, 2004). Algunas de las especies de
este género se caracterizan por presentar una alta produccién de sustancias volatiles de naturaleza

antibiocida con un pronunciado aroma a coco (Howell et. al., 1993; Stefanova et. al., 1999).

Algunos compuestos como la gliotoxina y viridina, ademas de poseer actividad antibidtica, en
condiciones in vitro también inhiben la germinacién y crecimiento radicular en mostaza (Sinapis alba)
y otras dicotiledoneas (Bailey and Lumsden, 2004). Mientras que en monocotiledéneas sus efectos son
menores (Jones et. al., 1988) o cuando el pH esté cerca de la neutralidad. Otros metabolitos producidos
por Trichoderma spp. son el viridiol, 9-epiviridiol y la gliovirina. El primero tiene actividad herbicida
y su variante, el 9-epi-viridiol tiene efecto citotdxico en células de carcinoma epidermoide (Bailey and
Lumsden, 2004; Phuwapraisisan et. al., 2006).

1.3.4.3. Hiperparasitismo

El microorganismo patégeno produce estimulos que favorece el quimiotropismo de Trichoderma spp.,
haciendo que las hifas crezcan en esa direccion, hasta ponerse en contacto con el fitopatégeno, para
después enrollarse o adherirse sobre las hifas. Para ello emplea estructuras especializadas Ilamadas
apresorios y haustorios a fin de penetrar la pared celular de los hongos y degradarlos (Kubicek y
Harman, 1998; Harman, 2000).

Trichoderma spp. es capaz de secretar enzimas hidroliticas, entre las que se encuentran las quitinasas,
B-glucanasas, proteasas, lipasas, xilanasas, pectinasas, amilasas, fosfolipasas, RNasas y ADNsas. Esta
produccion es mayor cuando estan presentes laminaria, la quitina o la pared celular de algin hongo
fitopatdgeno, o el hongo mismo. En estos casos, las enzimas secretadas por Trichoderma spp. degradan
la pared celular del fitopatogeno, facilitando la insercion de sus estructuras especializadas y la
absorcién de los nutrientes del interior del fitopatdgeno (De la Cruz et. al., 1992; Stefanovaet. al.,
1999; Monte, 2001; Vera et. al., 2005; Harman, 2006). De las sustancias mencionadas anteriormente,
las B- glucanasas y las quitinasas se consideran los metabolitos mas importantes en el hiperparasitismo

de Trichoderma spp. sobre fitopatdégenos (De la Cruz et. al., 1992).
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1.3.4.4. Hipovirulencia

Trichoderma spp. activa el sistema de defensa de la planta al ponerse en contacto con ella,
esencialmente induciendo el sistema enziméatico oxidativo o activando el sistema de resistencia
inducida (Howell et. al., 2000; Monte, 2001; Harman et. al., 2004b; Harman et.al., 2004a; Hoitink et.
al., 2006). En estos casos se reporta la intermediacion del &cido jasmonico y del etileno, los cuales
conducen a la expresion de genes que codifican para unas proteinas especializadas denominadas
defensinas, tioninas o proteinas antimicrobianas (AMP). Induce ademas la produccién de otras
proteinas como las PR (proteinas relacionadas con la patogénesis) no inducidas por la via del &cido
salicilico; se han reportado del grupo PR-3 en T. reesiey del grupo PR-4 en T. harzianum
(Selitrnnikoff, 2001). Con todo esto se forma un medio exterior inapropiado para el mantenimiento y

proliferacion de microorganismos patdgenos (Alfano et. al., 2007; Djonovic¢ et. al., 2007).

1.3.4.5. Degradacion de agrotoxicos

Trichoderma spp. cuenta con resistencia natural a la mayoria de los productos quimicos utilizados para
el control de plagas en la agricultura, incluyendo los fungicidas. Enzimas secretadas por este hongo,
como la celulasa, hemicelulosa y xylanasa contribuyen a la ruptura de moléculas complejas como:
hidrocarburos, clorofenoles, polisacaridos, plaguicidas y xenobiéticos (Kubicek y Harman, 1998; Woo
et. al., 2006; Vinale et. al., 2008).

La rapidez y eficacia de la accién de Trichoderma spp. varia dependiendo de las condiciones

ambientales en las que se encuentre y los sustratos sobre el cual se desarrolle.

Sin embargo, estudios realizados por Osorio et. al., en el 2005, determinaron que el estiércol y el

biosélido no promueven el crecimiento del género Trichoderma spp.

1.3.4.6. Promocion del crecimiento vegetal

El incremento en la tasa de germinacion de semilla, el aumento en el peso seco de la raiz y follaje, y el
desarrollo radicular por Trichoderma spp. es debido a que acelera el desarrollo de los tejidos
meristematicos primarios, los cuales aumentan la germinacion, el volumen, la altura, asi como el peso
de la planta (Moity, 1982; Cupull et. al., 2003), también produce un factor de regulacion de

crecimiento (Salt, 1978; Windham et. al., 1986) y secreta fitohormonas; aungque Yedida et. al. en el
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2003, mencionan que no existe relacion entre la estimulacion de crecimiento promovida por
Trichoderma sp. y la acumulacion de fitoalexinas producidas en la interaccién del hongo con la planta.
El desarrollo radicular también mejora la asimilacion de humedad y nutrientes por parte de la planta
(Windham et.al., 1986; Andreu et. al., 1992; Harman, 2006; Vinale et. al., 2008).

Asi pues, este fendmeno de estimulacion, puede deberse a un efecto directo de Trichoderma spp. o
también a efectos secundarios, en la interaccién con fitopatdgenos para su control (Salt, 1978;
Windham et. al., 1986). La naturaleza genética y molecular del efecto de estimulacion de crecimientos
gue otorga Trichoderma sp. a las plantas ain no han sido explicados (Harman et. al., 2004).

Windham et. al., (1986) encontraron que la especies de T. harzianum y T. koningii aumentaron el peso
seco de raiz y brote 213-215% en tomate y 259-318% en tabaco, 8 semanas después de la plantacion.
Se tiene reportado que T. harzianum influye en el crecimiento vegetativo de papas (Solanum
tuberosum) y tomate (Solanum lycopersicum) y que interviene en la germinacién de los cafetos
(Gonzalez et. al., 1999; Cupull et. al., 2003).

1.3.5. Usosy aplicaciones.

Las propiedades del género Trichoderma spp, lo han convertido de mayor importancia econémica para
la industria, asi como biofungicida comercial, también se usa en la degradaciéon de xenobidticos y
como estimulante del crecimiento vegetal (Papavizas et. al., 1990; Rey et. al., 2000; Howell, 2003;
Harman et. al., 2004b; Hoitink et. al., 2006).

1.3.5.1. Agente de control bioldgico

La aplicacion de Trichoderma spp. como agente de control bioldgico se debe a las relaciones
antagonistas que establece contra otros hongos fitopatdgenos que viven en el suelo, ademas, ha
mostrado influencia en la promocion del crecimiento de algunas plantas de importancia econdmica, ya
que facilita la absorcion de nutrientes. Otro efecto favorable es que induce resistencia a fitopatdégenos
en las plantas con las que se asocia (Windham et.al., 1986; Andreu et. al., 1992; Gonzélez et. al., 1999;
Hermosa et. al., 2000; Rey et. al., 2000; Monte, 2001; Harman, 2006; Vera et. al., 2005; Alfano et. al.,
2007; Vinale et. al., 2008).

El antagonismo que se presenta contra fitopatdgenos, se debe a diversos mecanismos, como el de
competencia por nutrientes y espacio, antibiosis, hiperparasitismo e hipovirulencia, los cuales no son

excluyentes entre si, y pueden actuar de forma sinérgica. Trichoderma spp. es utilizado como
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antagonico por su eficacia para el control de Botrytis spp; Colletotrichum spp; Fusarium spp.;
Macrophomina phaseolina; Phytophthora capsici; Pythium spp; Rhizoctonia solani; entre otros
patdgenos de plantas (Monte, 2001).

1.3.6.  Problematica actual de fitopatdgenos en cultivo y alternativas de control

Las pérdidas causadas por fitopatdgenos en cultivos no son solo econémicas, también cualitativas en
cuestion bioldgica en cuanto al tamafio, color, textura, sabor, calidad nutricional, etcétera (Ashworth et.
al., 1981; Agrios, 1988; Rodriguez, 2001). Estos fitopatdgenos pueden ser virus, bacterias, nematodos,
fitoplasma, viroides y principalmente hongos, causando severas pérdidas en la agricultura (Agrios,
1988; Rey et al., 2000; Monte, 2001). Estas pérdidas dan como resultado una reduccién en la

produccién agricola y un aumento en el precio de los alimentos (Monte, 2001).

Trichoderma spp. posee una capacidad micoparasitica a fitopatdgenos tanto de raiz, como aéreos
(Sharon et. al., 2001, Windham et. al., 1989). Es el microorganismo mas utilizado como agente de
control biolégico, debido a que es tolerante a la aplicacion de agroquimicos, ayudando a la reduccion
de la aplicaciéon de plaguicidas y fertilizantes o compuestos de origen quimico, que tienen efectos

altamente negativos en el medioambiente y en la salud humana (Woo et al., 2006; Vinale et al., 2008).

1.3.7.  Generalidades de la Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet)

La Sigatoka negra es una enfermedad foliar del banano causada por el hongo ascomicete
Mycosphaerella fijiensis Morelet (anamorfo Pseudocercospora fijiensis) y constituye el principal
problema fitopatolégico del cultivo. El patégeno destruye rapidamente el tejido foliar, como
consecuencia se reduce la fotosintesis y se afecta el crecimiento de la planta y la produccion (Martinez
et. al., 2011)

La enfermedad se ha dispersado por todo el continente americano y el Caribe. En los diferentes paises
han ocurrido severas epidemias, que han obligado a intensificar las medidas de combate y han puesto
de manifiesto la necesidad de estrategias de manejo integrado de la enfermedad, para mitigar su

impacto negativo (Guzman 2006).
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1.3.8.  Identificacion y clasificacion de Mycosphaerella fijiensis

El ciclo de vida de M. fijiensis esta caracterizado por dos estados: el estado perfecto e imperfecto
(Alexoupoulos y Mims, 1979). Ambos estados son importantes en la infeccion a su hospedero.

Estado perfecto

Clase: Ascomycetae
Subclase: Eu-ascomycetae
Orden: Pseudospaeriles

Familia: Mycosphaerellaceae

Este estado esta caracterizado por la formacién de peritecios, espermagonios y ascosporas. El peritecio

y espermagonio se encuentran en proporciones variables durante los estados 2 y 3.

Los espermagonios son mas abundantes en la superficie adaxial de la hoja, ellos frecuentemente se
desarrollan en la camara subestomaldel estoma, los espermagonios maduros contienen espermatia
hialina (Meredith y Lawrence, 1969).

1.3.9. Biologia de M. fijiensis

M. fijiensis se reproduce en forma asexual y sexual. La reproduccidn asexual se presenta en lesiones
jévenes de la enfermedad (estrias 2 y 3 y el primer estadio de mancha). Los conidios aparecen en
conididéforos sencillos que emergen de los estomas, principalmente por la superficie abaxial de las
hojas. Los conidios se dispersan por el salpique de la lluvia y se asocian con la diseminacion de la
enfermedad a corta distancia. La fase sexual, de mayor importancia en el desarrollo de la enfermedad,
se produce en las lesiones maduras, en estructuras denominadas pseudotecios, en cuyo interior se
encuentran las ascosporas, las cuales son liberadas al ambiente en periodos de alta humedad para ser
dispersadas hasta largas distancias por las corrientes de aire. (Stover 1980, Pérez 2002, Marin et al.,
2003).
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1.3.10. Combate quimico y manejo de la resistencia a fungicidas

El combate quimico es la principal herramienta para el manejo de la Sigatoka negra. Se realiza
mediante la aplicacion alterna y en mezcla de fungicidas protectores y sistémicos. Los fungicidas
protectores son de accion multisitio (bajo o nulo riesgo de resistencia) y se incluyen en este grupo el
mancozeb y el clorotalonil. Los sistémicos son de accion sitio-especifico (moderado a alto riesgo de
resistencia) e incluyen fungicidas de grupos como benzimidazoles, aminas, triazoles, estrobirulinas y
anilinopirimidinas. Ademas, se encuentran en proceso de registro nuevos fungicidas sistémicos de dos
grupos quimicos nunca antes utilizados en banano: carboxamidas y guanidinas. M. fijiensis ha
desarrollado resistencia a los benzimidazoles, triazoles y estrobirulinas, lo cual ha reducido su eficacia
en campo Yy limitado su uso (Martinez y Guzméan 2010). El desarrollo de resistencia a los fungicidas de
los grupos antes mencionados, ha incrementado el uso de aminas y anilinopirimidinas, lo cual se
vislumbra como un riesgo, debido al aumento en la presion de seleccién que se ejerce sobre el

patogeno.

Por lo anterior, el uso de los fungicidas sistémicos en banano debe ajustarse a las recomendaciones

establecidas por el Comité de Accion Contra la Resistencia a Fungicidas (FRAC 2010).

1.3.11. Factores climéticos que influyen en el desarrollo de la enfermedad

La recombinacion debido a la naturaleza heterotalica de este patdgeno, segin Orozco (1998) crea un
alto potencial para que ocurran cambios genéticos dentro de las poblaciones de Mycosphaerella
fijiensis Morelet, lo que puede conducir a una rapida adaptacion a las condiciones ambientales
cambiantes y podria ser la razon de la elevada variabilidad patogénica detectada en el mismo.

La epidemiologia de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) depende de factores bidticos
y abioticos. Los patrones de temperatura y humedad (b&sicamente el nimero de horas que la superficie
de la hoja permanezca humedecida) y la disponibilidad de evolucion de la enfermedad (Pérez y Mauri,
1992; Pérez et al., 1993 y Porras y Pérez, 1997).

Foure, (1994) planted la existencia de una estrecha relacion entre algunos factores climéaticos como la

humedad relativa, temperatura, precipitacion y el patogeno, los cuales condicionan la incidencia y

severidad de la enfermedad.
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Mourichon y Zapater, (1990) plantearon que la enfermedad presentd una dindmica estacional
determinada por las variaciones de temperatura y precipitacion a lo largo del afio, la estructura
reproductiva se desarrolla mediante inoculacion cruzada, se facilita cuando hay agua libre sobre las

hojas.

Con relacidn a las temperaturas, Pérez, (1996) estim6 que las ascosporas de Mycosphaerella fijiensis
Morelet germinan en un rango amplio entre 10-38 °C, considerandose éptimo 27 °C, observandose que
la velocidad relativa del crecimiento de los tubos germinativos de esta se deprimen fuertemente a
temperaturas menores de 20°C.

Con respecto al viento, se ha observado que la concentracion de las conididsporas en las plantaciones
es alta en las capas inferiores del aire, en comparacion con el follaje, mientras que las ascosporas en el
aire es la misma en ambas alturas, lo cual indica su importancia en el ciclo de la enfermedad (Stover,
1984).

Fungus sporodocha on leal Pseudo cercospona type
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Figura 1-36: Ciclo de vida del hongo Mycosphaerella fijiensis
Fuente: Figura tomada de Gonzalez, 1975.

Las esporas de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) son dispersadas por el viento y
depositadas en las hojas mas jovenes de la planta (Douglas y Ronald, 1992). En la figura 1 se muestra
como las esporas depositadas germinan, si las condiciones de humedad son buenas, emitiendo un tubo
germinativo que penetra por los estomas de las hojas, para luego ramificarse y colonizar varias células

vecinas, produciendo el sintoma caracteristico de pizca y posteriormente la mancha necrosis.
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La lluvia posee un papel muy importante en la liberacion del indculo, la precipitacion provee
condiciones de humedad que favorecen el desarrollo de las infecciones, permitiendo establecer una
época relativa baja y otra de alta incidencia.

La humedad relativa es importante en proveer las condiciones hidricas de las esporas y el desarrollo de
las infecciones, y el viento es el factor que permite la dispersion de las esporas del patdgeno, una vez

gue estas han sido liberadas (Douglas y Ronald, 1992).

1.3.12. Diferentes estadios del desarrollo de la enfermedad

Se describen los siguientes estadios que se observan en las hojas:

1.3.12.1. Estadio de peca inicial:

Sintomas visibles como pequefias pecas menores de 0.25 mm de color pardo rojizo en la superficie
inferior de la hoja, no hay sintomas en la parte superior. Cuando el ataque es severo pueden observarse
en la segunda hoja abierta de plantas que no han producido racimo. Usualmente aparecen en la tercera

y cuarta hoja abierta.

1.3.12.2. Primer estado de raya:

La peca inicial se alarga hasta 20 mm y dos mm de ancho, paralelos a las nerviaciones de la hoja, mas
evidentes en la superficie inferior que en la superior y en algunos casos, son mas numerosas en ambas
bandas de la cara izquierda de la hoja. Estos estadios son lo mas importantes para diferenciarlos de la
Sigatoka amarilla (Mycosphaerella musicola). A partir del segundo estadio se produce la formacion de
conidios tipos cercospora (fase asexual), a diferencia de la Sigatoka amarilla (Mycosphaerella
musicola), que en esta fase no produce conidios. Los conidios en estas rayas se producen sobre
conididsforos aislados o agrupados durante la noche y el aire lo dispersa durante la mafiana. La

produccion de conidiosforos y conidios en estas manchas no es permanente.

18



1.3.12.3. Segundo estadio de raya:

La raya se alarga ligeramente, el cambio notable es el color de pardo rojizo a pardo oscuro casi negro,
algunas veces con un matiz purpureo. La raya es visible en la superficie superior de la hoja, cuando son
numerosas y estan mas o menos uniformemente distribuidas, las hojas toman un color negruzco. En
clones muy susceptibles se produce una necrosis de los tejidos en el mismo se produce una abundante

formacion de seudotecios y ascosporas.

1.3.12.4. Primer estado de mancha:

Las rayas se ensanchan y se hacen de contornos fusiformes, esta transicion se caracteriza por un halo
verde acuoso, ligeramente carmelita alrededor de las manchas. El efecto acuoso es claro en horas

tempranas de la mafiana cuando adn existe rocio en las hojas o después de llover.

1.3.12.5. Segundo estado de mancha

El area central de la mancha se vuelve ligeramente comprimido y el borde oscuro es mas pronunciado

debido al oscurecimiento. En esta fase se observan esporodoquios de menor tamafio que del patgeno.

1.3.12.6. Tercer estado de mancha:

Estado maduro; el centro de la mancha se seca y se vuelve gris y después deprimido, la mancha esta
rodeada de un borde estrecho, bien definido entre este y el color verde de la hoja, se observa una zona
amarilla de transicion.

Después que la hoja se colapsa y cuelga, las manchas quedan claramente visibles debido al centro claro
y al borde oscuro.

Segun Craenen, (1998) se requiere un minimo de ocho hojas funcionales durante todo el ciclo para
obtener buenos rendimientos; las plantas que presenten menos de ocho hojas sin manchas antes la

floracion se califican como susceptibles a la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

1.3.13. Interaccién planta-patogeno

Una gran diversidad de organismos atacan a las plantas de interés agricola, entre ellos se encuentran:

virus, micoplasmas, bacterias, hongos, nematodos, protozoarios y plantas parésitas (Baker et al., 1997).

19



Los dafios causados por los organismos fitopatdgenos, ascienden a billones de ddlares por efecto en la
reduccion de la produccion en casi 20% en los principales cultivos segin Oerkeet al., 1994; Baker et
al., 1997, Schwinn, 1992, mencionan que las pérdidas podrian ser mas severas si variedades altamente

susceptibles son cultivadas extensivamente.

Las bases genéticas de la resistencia localizada estan descritas por la hipotesis de Flor (1971), la cual
describe que en las interacciones gene-por-gene entre las plantas y sus patdgenos, la incompatibilidad
(no enfermedad) requiere genes de resistencia (R) dominantes y semidominantes de la planta y un gene
correspondiente de virulencia (avr) del patégeno y mientras que en la compatibilidad sucede cuando las
plantas no tienen genes R y el patdégeno presenta genes de virulencia. Esta hipdtesis segin Keen,
(1990); Crute y Pink, (1996); Scofield et al., (1996); Bonas y Van de Ackerveken, (1999) la han
reportado en algunas interacciones de hongos, virus, bacterias y nematodos con sus respectivos

hospederos.

1.3.14. Uso de marcadores de DNA en hongos fitopatdgenos

Los estudios sobre la biologia y genética en los hongos fitopatégenos se han basado en el analisis de
sus caracteristicas morfolédgicas, bioguimicas y aloenzimas. Sin embargo, estos métodos han
demostrado ser insuficientes (Weisinget al., 1995), en afios recientes, la introduccion de las técnicas de
hibridacion de DNA y las que se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se han usado
para tener un diagndstico muy preciso de las enfermedades causadas por hongos (Erlichet al., 1991;
Henson y French, 1993), para la identificacion y taxonomia (Cunfer y Ueng, 1999), la determinacion
de los modos reproductivos de hongos asexuales (Taylor et al., 1999), su sistematica (Samuels y Seller,
1995; Brunset al., 1995). Sin embargo, una de las herramientas disponibles para hacer estudios sobre la
genética de las poblaciones de los patogenos son los marcadores de DNA (Rosewich y McDonald,
1994; McDonald, 1997), estos son las caracteristicas de uno o més loci del genoma en estudio, cuya
variacion es detectable por métodos analiticos (Winter y Kahl, 1995; Staubet al., 1996; Jones et al.,
1997).
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1 Tipo y Disefio De Investigacion

2.1.1. Por el tipo de investigacion: Aplicada, porque se persiguio un fin directo e inmediato. Se
propuso determinar el efecto antagénico de cepas nativas de Trichoderma spp. frente a Mycosphaerella
fijiensis Morelet en plantas de banano (Musa acuminata) a nivel de invernaderopara lograr su mejor

aprovechamiento y tender a disminuir el uso de agroquimicos toxicos.

2.1.2.  Por la temporalidad: Longitudinal, ya que se recolectd datos a través del tiempo en puntos o
periodos especificados para hacer inferencias respecto a la evolucion de sintomas, severidad de la
enfermedad y variacion en el crecimiento de las plantas de banano (Musa acuminata) como

consecuencia de la inoculacion de Trichoderma.

2.1.3.  Por el tipo de enfoque: Cualitativo y Cuantitativo. Cualitativo porque se recolect6 datos sin
medicién numérica para describir caracteristicas morfologicas de las cepas del antagonista y del
patégeno. Cuantitativo porque se recolectd datos fisicos, quimicos, microbioldgicos, durante el
periodo febrero 2014 a abril 2014 donde se prob6 una hip6tesis con base a una relacién numérica y el

analisis estadistico.

2.1.4.  Por el disefio de investigacion: Experimental.

2.2. Disefio Experimental

Se emple6 un DCA (Disefio completo al azar) para las pruebas de laboratorio en lo referente a ritmo de
crecimiento y pruebas de antagonismo.

Por trabajar en condiciones semicontroladas a nivel de invernadero se utiliz6 un Disefio de completo al
azar (DCA) (Cuadro 1).
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CUADRO 1-12: Esquema del disefio de los tratamientos a nivel de invernadero.

Tratamiento Descripcion

T1 Plantas de banano inoculadas con Trichoderma cepa CCECH-Pasaje.

T2 Plantas de banano inoculadas con Trikofun.

T3 Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis.

T4 Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con Trichoderma
cepa CCECH-Pasaje.

T5 Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con Trikofun.

T6 Plantas de banano inoculadas con componentes de la formulacion de Trikofun (sin
Trichoderma).

T7 Plantas sin inocular.

Fuente: Valeria Flores

2.3. Unidad de andlisis

J Muestras de suelo.

o Muestras de hojas de banano.

o Cepas de Trichoderma.

o Cepa de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

o Plantas de banano (Musa acuminata) (Cultivar Williams AAA).

2.4. Poblacion de Estudio

La poblacion correspondié a 10 muestras de suelo, 10 muestras de hojas de banano, 10 cepas de
Trichoderma, 1 cepa de Mycosphaerella fijiensis Morelet, 80 plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa
AAA)) de las cuales se tomaron 35.

2.5. Tamanfo de Muestra

o 35 Plantas de banano (cv. ‘Williams” (Musa AAA)).
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2.6. Seleccién de Muestra

2.6.1.  Material bioldgico

El material biolégico estuvo conformado por diez cepas de Trichoderma sp.que fueron aisladas de
muestras de suelo, conjuntamente con una cepa de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensisMorelet)
que fueron aisladas de muestras vegetales de diferentes localidades de las provincias de EI Oro,

Guayas, Los Rios, Esmeraldas.

2.7. Técnicas de Recoleccion de Datos

2.7.1. Fase de campo

Se efectud la recoleccion de hojas de banano infectadas con Mycosphaerella fijiensis Morelet, de
diferentes localidades de la provincia de El Oro, Guayas, Los Rios, Esmeraldas, se colocaron en
fundas de papel, debidamente etiquetadas y fueron trasladadas al laboratorio de Fitopatologia para su

posterior aislamiento de acuerdo a la metodologia propuesta por Aimacafia, Castro, Pesantez, 2005.

Se recolectaron ademas las 10 muestras de suelo, las que fueron colocadas en fundas pléasticas,
debidamente etiquetadas, que luego fueron trasladadas al laboratorio y con ellas se procedieron al

aislamiento de Trichoderma sp.

2.7.2. Fase de laboratorio

o Aislamiento, purificacion e identificacion del patdgeno.

o Aislamiento, purificacion y aislamiento del antagonista.

o Determinacion del ritmo de crecimiento radial del antagonista.

o Identificacion por biologia molecular de Trichoderma sp.

o Elaboracion del bioformulado preparado a base de Trichoderma sp.
o Cuantificacion de esporas del bioformulado liquido.

o Preparacion de indculos de Mycosphaerella fijiensis.

o Preparacion de indculos de Trichoderma sp.
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2.7.2.1. Mecanismos

2.7.2.1.1. Aislamiento, purificacién e identificacion del patdgeno

Se seleccionaron partes del vegetal afectado segun la metodologia propuesta por Alvarado, et. al.,
2003.

En la camara de aislamiento se cortaron porciones de 7x5 cm las mismas que fueron sujetadas a
papel filtro mediante grapas y fueron depositadas sobre la tapa de un recipiente plastico, se
prepararon portaobjetos con Agar-agua al 3% el mismo que se dejé solidificar y fue colocado sobre
soportes de vidrio que estuvieron dispuestos al interior de recipientes plasticos que contenian agua,
el recipiente asi dispuesto fue cerrado con la tapa plastica que contenia la seccion de tejido ya
descrito. Estos recipientes se los llevd a la estufa a una temperatura de 27+ 1°C por un periodo de
24 horas para conseguir la descarga de esporas.

Transcurrido el tiempo indicado se procedi6 a revisar la placa portaobjetos al microscopio hasta
visualizar las estructuras caracteristicas de Mycosphaerella fijiensis Morelet, las mismas que con la
ayuda de una aguja fina fueron capturadas y depositadas en cajas petri que contenian medio de
cultivo PDA, estas cajas fueron llevadas a la estufa de crecimiento a una temperatura 27+ 1°C hasta

el aparecimiento de las colonias caracteristicas.

2.7.2.1.2. Aislamiento, purificacién e identificacion del antagonista Trichoderma sp.

Una porcién de suelo de cada muestra se secO a temperatura ambiente, y se tamizo.

Se pes6 10 g de suelo y se los coloco en un erlenmeyer con 90 ml de agua destilada estéril.

Se procedié a agitar esta suspension terrosa por 20 minutos y luego se la dejo reposar por 5
minutos.

Utilizando la cdmara de aislamiento previamente desinfectada, se prepararon las cajas petri
“madres”, colocando 1 ml de la suspension terrosa y sobre ésta 12 mL de medio selectivo para
Trichoderma sp.; repartiendo de modo uniforme la gota de suspension con movimientos circulares
de la caja petri.

Una vez solidificado el medio de cultivo se procedié a picar el mismo con la ayuda de un
sacabocados de 4 mm de didmetro, obteniendo de ésta manera alrededor de 90-100 circulos por
caja petri “madre”.

Alrededor de 30 circulos fueron transferidos en 3 cajas petri “hijas” las que contenian el mismo

medio selectivo.
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e Las cajas petri “hijas” fueron incubados en la estufa, a 27+1°C y bajo oscuridad, por cinco dias.
Luego de este periodo se las dejaron a la luz por dos dias.

o Al séptimo dia se constaté las colonias de Trichoderma sp., presente sobre los circulos.

e Se procedié a la identificacion de Trichoderma sp., mediante la utilizacion del microscopio y
haciendo uso de las claves correspondientes.

e Una vez identificado al antagonista se procedi6 a reactivarlo en cajas petri con medio PDA, para
efectuar posteriormente las pruebas de Ritmo de Crecimiento y de Antagonismo correspondientes,

segun la metodologia propuesta por Castro, Pesantez, 2005.

2.7.2.1.3. Determinacién del Ritmo de Crecimiento del antagonista

o De las diez cepas de Trichoderma sp, se retiraron discos de 4 mm de didmetro de micelio joven
con la ayuda de un sacabocados, para inocularlo al centro de cada una de las cajas con
aproximadamente 15 ml de PDA.

e Se registraron los datos correspondientes al ritmo de crecimiento radial de las colonias en
esquemas elaborados, cuyos valores son expresados en mm. Los datos fueron tomados en
intervalos de 24 horas durante 120 horas de 4 radios marcados en cruz de cada colonia.

e Cada prueba estuvo constituida por tres repeticiones.

2.7.2.1.4.1dentificacion molecular de Trichoderma sp.

Se prepararon cajas Petri con cultivo puro de cada una de las diez cepas seleccionadas para el ensayo,
las mismas que fueron enviadas al INIAP estacion Santa Catalina para la Secuenciacion de ADN de

muestras fungicas empleando los marcadores ITS1/ITS4.

2.8. Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de las muestras fangicas siguiendo el protocolo descrito por Plaza et
al., (2004), con modificaciones. Para el aislamiento del ADN se recolectaron de 200 a 400 mg de
micelio fresco del hongo en microtubos de 2 mL, la muestra se resuspendio en 500 pL de buffer de
extraccion (0,1 M NaCl, 0,5 M Tris- HCI pH 8.0, 5% de SDS) y se macer6 con ayuda de arena de
cuarzo por 10 minutos, se centrifugd a 13.000 rpm y se recuperd sobrenadante. Al pellet formado, se
le adicion6 nuevamente 500 L de buffer de extraccion y el proceso de maceracion y centrifugacion se

repitid. Al sobrenadante recuperado se le agregd igual volumen de fenol: cloroformo: alcohol
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isoamilico (25:24:1), se agitd en votex vigorosamente; se centrifugé a 13.000 rpm por 5 minutos y
cuidadosamente se tomo la fase acuosa en un nuevo tubo. Se agregé igual volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), se mezcld vigorosamente y se centrifug6 por 5 min a 13.000 rpm. Se colocé
la fase acuosa en un nuevo tubo, para la precipitacion del ADN se afiadié 600 pL de isopropanol (-
20°C), se mezcld por inmersion y se almacené en hielo por una hora. Posteriormente se centrifugé a
maxima velocidad por 10 min. El pellet de ADN se lavo dos veces con etanol al 70% vy se sec6 a 37°C
por 20 min para finalmente ser resuspendido en 50 pL de buffer TE (0.1M, pH8).

2.9. Cuantificacion ADN:

Para determinar la concentraciéon de ADN se utiliz6 el espectrofotémetro Epoch®, empleando el

software Genb 2.

2.10.  Amplificacion marcadores ITS1/ITS4

Para la amplificacion se empled el Mix detallado en Cuadro 2., y el programa de amplificacion descrito
en el Cuadro 3.

Cuadro 2-12: Mix PCR para la amplificacion de los marcadores ITS1/ITS4.

Componentes Concentraciénlnicial Concfe_ntracic’)n Valumen para
inal unareaccion
AGUA 14,5 uL
BUFFER 5X 0,5 x 2,5uL
MgCL2 25mM 1,5mM 1,5uL
dNTPs 2,5mM 0,1 mM luL
PRIMER ITS1 5uM 0,4 uM 2uL
PRIMER ITS4 5uM 0,4 uM 2uL
POLI-II\-/IAI\E??ASA 5U/uL 0,1 U/uL 0,5uL
AND 20 ng/uL 0,8 ng/uL luL

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013)
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Cuadro 3-12: Programa de amplificacion para los marcadores ITS1/1TS4.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 ciclo 95°C 5 min
94°C 1 min
35 ciclos 55°C 2 min
72 °C 1 min
1 ciclo 72°C 10 min
1 ciclo 4°C )

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013)

2.11. Secuenciacion:

Para el proceso de secuenciacién fue necesario realizar réplicas de la amplificacion, se realizé 4
repeticiones por cada muestra, con el objeto de contar con suficiente concentracion del amplicén,
considerando que este fue purificado. Para este procedimiento se emple6 el kit de purificacion de
producto PCR PureLink® PCR Purification Kit - Life Technologies(no. catk3100-01) siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Con el producto PCR purificado se realiz la reaccion de secuencia con el Kit de secuenciacion
BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencing Kit, siguiendo las especificaciones del fabricante para un

volumen de 10 uL de reaccion y para la purificacion el método de precipitacion con EDTA/Etanol.

La secuenciacion de las muestras se realiz6 en el ABI PRISM 310 y fueron analizadas con el software

Sequencing Analysis 5.3.1

2.12. Pruebas de Antagonismo

e Las diez cepas seleccionadas de Trichoderma sp. y 1 cepa del patégeno Mycosphaerella fijiensis
fueron resembradas en cajas petri con aproximadamente 15 ml de medio PDA con ayuda de un
sacabocados, se extrajo de la periferia de la caja un disco de 4 mm de diametro con micelio joven,
luego se inocul6 en forma opuesta el antagonista y el patdgeno en los extremos de las cajas petri

que contenian el mismo medio de cultivo.

e Se registraron los datos del crecimiento radial de cada una de las diez cepas de Trichoderma sp. y
del patégeno Mycosphaerella fijiensis. Las mediciones se realizaron en mm cada 24 horas, hasta

las 120 horas de incubacién a 27 + 1 °C.
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e Se identificé visualmente la reaccién antagonista - patdgeno que se presentd a los cinco dias de

incubacion; y se determind la forma de antagonismo de acuerdo a los siguientes casos:

A. Las hifas de los dos hongos forman un relieve en la zona de contacto (antagonismo fisico).

®

Las hifas dan origen al fendmeno de lisis en la zona de contacto (antagonismo quimico).

C. Las hifas del antagonista recubren las del parasito entrecruzandose o entrelazandose con estos y
ocupando el espacio vital (antagonismo Hiperparasitario) (Figura 2).

D. Las hifas de los dos hongos no alcanzan a tomar contacto, dando origen a un espacio vacio

(antagonismo fisico-quimico).

E. Las hifas de los dos hongos dan origen a comportamientos variables (no antagonista variable).

Al interior de estos agrupamientos se evaluaron la intensidad antagénica de acuerdo al crecimiento que
el patdgeno registré a causa de la accién contraria producida por el antagonista con aquella que tiene

normalmente.

Las escalas utilizadas para la evaluacion fueron:
++ Intensidad de antagonismo elevado (el patégeno es inhibido en el desarrollo mas del 25%).
+ Intensidad de antagonismo intermedio (el patdgeno es inhibido en el desarrollo menos del 25%).

-Intensidad de antagonismo nulo (el patégeno no es inhibido en el desarrollo).

Pasaje vs Mycosphaerella fifiensis

Figura 2-37: Antagonismo Tipo C (hiperparasitario)

Fuente: Valeria Flores
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2.13. Preparacion de Invernadero y Aclimatacion de plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa
AAA)).

o Se construyd en la Facultad de Recursos Naturales un Invernadero con las siguientes
dimensiones 4.85 X 5.80.

o Las plantas de banano fueron traidas del CIBE (ESPOL) correspondiente a cv. ‘Williams’
(Musa AAA) propagadas in vitro cuando tenian 12 cm de altura y 2 hojas viables, las mismas que
fueron trasplantadas a recipientes que contenian sustrato consistente en una mezcla de compost, humus,

tierra negra, cascarilla de arroz y depositadas al interior del invernadero 15 dias antes del ensayo.

2.14. Preparacion de Indculos

2.14.1. Indculo de M. fijiensis

Se prepar6 una suspension de micelio de M. fijiensis de aproximadamente 5 x 10° fragmentos de
micelio/ml segln lo descrito por Leiva-Mora et al. (2010). Para calcular el volumen final se tuvo en
cuenta que cada hoja lleva aproximadamente 1mL de inoculo.

Se puso el cultivo en el agitador magnético a 27+1°C por 15 dias a 120 rpm, velocidad que permite
disgregar el micelio en pequefios fragmentos, se contd en cdmara de Newbauer y se ajustd la
concentracion. De esta suspension se inoculd cajas Petri con PDA o Agar Harina de Banano y otros
Erlenmeyers con PDB (Caldo dextrosa agar) para mantener el inoculo.

2.15. Preparacion del Bioformulado

2.15.1. Preparacion del Bioformulado Sélido

2.15.1.1. Preparacion del sustrato

Una vez que la cascarilla de arroz fue liberada de impurezas, se le sometid a remojo por 24 horas en

una solucion acuosa de melaza al 1%, transcurrido este tiempo se desecho el excedente de agua.
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(a) (b) (©

Figura 3-37:(a) Empacado del sustrato, (b) Esterilizacion, (c) Camara de crecimiento.
Fuente: Valeria Flores

Se mezcl6 la cascarilla con arrocillo lavado, el sustrato asi preparado se coloco en frascos de vidrio
sellados con papel Kraft al cual se lo asegur6 con ligas y se esterilizé en el Autoclave a 121°C y a una

atmosfera de presion por el lapso de una hora (Figura 3).

3.5.1.2. Inoculacion de Trichoderma harzianum.

Una vez que el sustrato estuvo estéril se procedié a una homogenizacién del mismo, mediante

agitacion para evitar la formacion de grumos y/o apelotonamientos.

A continuacion se inoculé 1 cm? del cultivo puro de Trichoderma harzianum multiplicado en PDA, se
distribuyé homogéneamente y se sell6 el frasco con papel kraft. Se colocé los frascos en la cdmara de
incubacion por 8 dias a 27+ 1°C, Castro, Pesantez, (2005).

Una vez que el hongo desarrolld6 biomasa conidial éptima sobre toda la superficie del sustrato, se
procedi6 a cosechar el material, el cual fue empacado en fundas plésticas transparentes, conteniendo un
peso neto de 1 Kg de producto, fue almacenado en refrigeracion a 4°C.con una poblacién viable final
de 2.5X10' UPC/g de producto, Castro, Pesantez, (2005).

2.16. Preparacion del Bioformulado Liquido
Para la obtencion del bioformulado liquido de Trichoderma, se prepard una suspension de elementos
nutritivos a base de carbono, nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, cobre, magnesio, manganeso, hierro,

oligosacéridos y fitohormonas, que favorecen la multiplicacion, una rapida esporulacion y

sobrevivencia del antagonista. Seguidamente se procedié a partir del producto crecido en cascarilla de
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arroz + arrocillo a inocular el microorganismo en el caldo nutritivo. El producto asi formulado fue
empacado en botellas plasticas de 1 litro (Figura 4). Con una poblacion final viable de 2.5X10°
UPC/mL de producto, Castro, Pesantez, (2005).

Figura 4-37. Bioformulado liquido

Fuente: Valeria Flores

2.17. Cuantificacion de esporas del bioformulado

Para la determinacion del nimero de esporas por ml de producto se prepararon diluciones en serie (10

1102 10'3) del bioformulado liquido con el fin de facilitar el conteo en la cAmara de Neubauer.

Para obtencién de la primera dilucion (10™), se transfirié con una pipeta estéril 1 ml del bioformulado a

un tubo de ensayo con 9 ml de agua estéril, y se la agit6 fuertemente durante 1 min.

Cada tres dias se realiz6 el conteo de las esporas del formulado, hasta los 30 dias. Posteriormente se

realizé el conteo a los 45 y 60 dias.

La concentracion de esporas por ml de producto se calculé multiplicando la suma del nimero de
esporas contadas en los cinco cuadrados secundarios, por el inverso de la dilucién empleada y por el

factor de la cAmara, mediante la siguiente formula:
NUmero de esporas/mL = Suma de 5 C.S. x factor de dilucién x 50.000.
Para el recuento de esporas, se utiliz la camara de Neubauer. Se tomé el tubo de la dilucién de la

muestra a analizar y se la agitdé durante 30 segundos. Inmediatamente después se tomd la muestra de

10ul (0.01 ml) con una pipeta automética para ser depositado en la camara. Se dejo reposar medio
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minuto antes de proceder al conteo. Luego se llevo la camara al microscopio y se procedio a realizar el

conteo respectivo con el objetivo de 40X.

2.18. Inoculacion a nivel de Invernadero

A nivel de invernadero se realiz6 la inoculacion de M. fijiensis Morelet se lo hizo con un pincel (de
cerdas suaves para no provocar dafios en el tejido) por el envés de las hojas hasta cubrirlas
completamente. Se agit6 el inoculo en el frasco antes de humedecer el pincel para garantizar una

distribucién homogénea. Se sigui6 indicaciones del protocolo descrito por Leiva-Mora et al. (2010).

La inoculacién con Trichoderma se realizé en dosis de 2L/ha similar a lo que se hace en campo y se

hizo a las 72h después de inocular M. fijiensis Morelet.

Numero de plantas por tratamiento: 5.

Las evaluaciones se realizaron diariamente hasta la aparicion de los primeros sintomas para determinar
tiempo de incubacion y cada 10 dias después de inocular M. fijiensis, hasta los 64 dias después de
inoculados todos los tratamientos.

El registro de datos de temperatura y humedad se realiz6 diariamente a las 8, 12 y 16 horas.

Los datos de crecimiento de las plantas se registraron 10 dias después de inoculados los diferentes
tratamientos.

2.19.  Andlisis e Interpretacion de la Informacion

Para la recoleccién de muestras se realizo el recorrido descrito en el cuadro 4.
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CUADRO 4-12: Codigos y localidades de recoleccion de muestras de suelo y vegetales de diferentes
fincas bananeras para el aislamiento de 10 cepas de Trichoderma sp y una de Mycosphaerella fijiensis

Morelet.

Cadigo Localidad Sector Manejo Variedad Provincia
ISaCsEjCeEH- Hcda. Pio IV Pasaje - Buena Vista Organico Williams El Oro
.ﬁ:’iﬁ CH- Hcda. Grupo Marin Carretera a Jdjan Organico Williams Los Rios
EACECH' Hcda. Lilita Pasaje Convencional Filipino El Oro
.Cl:’gnzCH' Hcda. Kimberly La Union Convencional Cavendish El Oro
I(\:/IEECH_ La lzquierda Buena Vista Organico Cavendish El Oro
SZUCECH— Carretera Puerto Inca Convencional Cavendish El Oro
SZUC2E70H— Hcda. Los Angeles | Pasaje - Buena Vista Organico Williams El Oro
%:ECH' Agricola El Rosario Guabo - 5 de Junio Convencional Cavendish El Oro
?ﬁgf H- San Lorenzo San Lorenzo Convencional Cavendish Esmeraldas
CCECH- Hcda. Agricola del Marcelino Transicion Williams Guavas
Ca36-3 Pacifico Mariduefia y

Fuente: Valeria Flores

2.20. Determinacion del Ritmo de Crecimiento del antagonista

e Se registraron los datos correspondientes al ritmo de crecimiento radial de las colonias en
esquemas elaborados, cuyos valores son expresados en mm. Los datos fueron tomados en
intervalos de 24 horas durante 120 horas de 4 radios marcados en cruz de cada colonia.

e Cada prueba estuvo constituida por tres repeticiones.

2.21. Cuantificacion de esporas del bioformulado

Cada tres dias se realizd el conteo de las esporas del formulado liquido, hasta los 30 dias.
Posteriormente se realiz6 el conteo a los 45 y 60 dias.

La concentracion de esporas por ml de producto se calcul6 utilizando la siguiente formula:

Numero de esporas/mL = Suma de 5 C.S. x factor de dilucién x 50.000
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2.22. Identificacion a nivel de especie.

Las secuencias que se obtuvieron de la caracterizacion molecular fueron comparadas con las
secuencias de referencia depositadas en la base de datos en TrichOkey de ISTH principalmente y en
GenBank del NCBI, para determinar a que especie de Trichoderma pertenece cada una de las cepas.
2.23. Registro de Variables a Nivel de Invernadero.

Las evaluaciones se realizaron diariamente hasta la aparicion de los primeros sintomas para determinar
tiempo de incubacion del patégeno y cada 10 dias después de inocular M. fijiensis, hasta los 64 dias
después de inoculados todos los tratamientos.

El registro de datos de temperatura y humedad se realizé diariamente a las 8, 12 y 16 horas.

Los datos de crecimiento de las plantas se registraron 10 dias después de inoculados los diferentes

tratamientos.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

a. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados

4.1.2.  Aislamiento y purificacion de 1 cepa de Mycosphaerella fijiensis morelet.

De las muestras de material enfermo de cultivo de banano procedentes de las zonas en estudio se aislo
e identificé el género de hongo causante de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en el

cultivo de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) (Figura 5).

Figura 5-37: Aislamiento e identificacion de Mycosphaerella fijiensis Morelet

Preparacion de Inéculo
de Mycosphaerella
fijiensis

Fuente: Valeria Flores
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3.1.3.  Aislamiento y Purificacién de 10 Cepas De Trichoderma spp.

Al proceder con la identificacion de Trichoderma sp. se determiné que 3 de las 10 cepas nativas
procedentes de diversas localidades de la provincia de EI Oro y Guayas pertenecian a Trichoderma
harzianum, 3 cepas procedentes de diversas localidades de la provincia de ElI Oro y Esmeraldas
pertenecian a Trichoderma pseudokoningii, 2 cepas procedentes de la provincia de EI Oro pertenecian
a Trichoderma viride, 1 cepa procedente de la provincia de Los Rios pertenecia a Trichoderma
koningii,1 cepa procedente de la provincia de EI Oro pertenecia a Trichoderma longibranchiatum
(Figura 6).

Al respecto Harman (1990) citado por Agamez (2008), manifiesta que los hongos del género
Trichoderma sp., son un grupo de microorganismos que habitan naturalmente en un nimero importante

de suelos agricolas, con abundante materia organica en descomposicién y altas densidades de raices.

ET. harzianum

B T.pseudokoningii
W T. viride

B T. koningii

E T. longibranchiatum

Figura 6-37: Distribucién por Especies de las Cepas de la Coleccion de Cultivos
microbianos de la ESPOCH.

Fuente: Valeria Flores
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3.1.4.  Ritmo De Crecimiento Radial De Trichoderma spp.

3.1.4.1. Ritmo de Crecimiento Radial de Trichoderma sp. a las 24 horas

El andlisis de varianza para el ritmo de crecimiento radial de 10 cepas de Trichoderma a las 24 horas
de incubacion, presentd diferencias altamente significativas al 5% para los tratamientos, con un

coeficiente de variacion del 7.22 % (Cuadro 5).

Cuadro 5-12: Analisis de Varianza para el ritmo de crecimiento radial de 10 cepas de Trichoderma

spp. a las 24 horas.

Fuentes de Grados de Suma de )
o ) Cuadrado medio F calculado
variacion libertad cuadrados
Tratamiento 9 347.958 38.662 17.878**
Error 20 43.251 2.163
Total 29

Fuente: Valeria Flores

En la Prueba de Tukey al 5% de nivel de significancia las 10 cepas tuvieron crecimientos que oscilaron
entre 14,42 mm y 24,92 mm y correspondieron a los géneros T. harzianum, T. viride, T. koningii,
T.pseudokoningii yTrichoderma longibranchiatum, se presentaron 6 rangos ubicandose en el rango 6 el
nivel D la cepa CCECH-Ca36-3 y la cepa CCECH-T. Pasaje con un crecimiento radial de 14.42 y
14.75 mm respectivamente presentando el menor crecimiento mientras que la cepa CCECH-THSL se
ubica en el nivel A con un crecimiento de 24.92 mm siendo la cepa que presenta mayor velocidad de

crecimiento (Cuadro 6).
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Cuadro 6-12: Prueba de Tukey al 5% de Trichoderma spp. a las 24 horas.

Codigo Horas
24 %%
CCECH-THSL 2492 A
CCECH-Tung 23.22 AB
CCECH-TIM 23.17 AB
CCECH-M11 22.50 ABC
CCECH-T5 21.83 ABC
CCECH-Ju27 21.00 ABC
CCECH-Jul3 19.50 BC
CCECH-M18 18.25 CD
CCECH-Pasaje 14.75 D
CCECH-Ca36-3 14.42 D
Media (mm) 20.36
C.V. (%) 7.22

Fuente: Valeria Flores

Estos resultados son muy alentadores, pues Wells et al. (1972), realiz6 una descripcion de una cepa de
Trichoderma harzianum, indicando que se desarrollaba rapidamente, cubriendo el medio de cultivo,

contenido en placas de petri de 100 mm, en 4 dias.

Estas cepas de Trichoderma nativas, también presentan un crecimiento rapido, de 2 dias cubriendo en
su totalidad la superficie de la caja petri con PDA. El tipo de especie de la cual se trate también tiene
gue ver con la velocidad de crecimiento ya que segln andlisis estadisticos realizados a las 24 h de
incubacion, se observd que la cepa Ca36-3de T. harzianum es las méas lenta en crecimiento. La cepa
CCECH-THSL de T. pseudokoningii muestra la mayor velocidad de crecimiento (Figura 7). El resto de
las cepas pertenecientes a esta especie tienen un crecimiento intermedio. Lo cual coincide con las
caracteristicas en las que se basaban para la clasificacion taxondmica de este género, donde
consideraban ademas de la morfologia, el tipo y tasa de crecimiento radial (Windham et. al., 1986;
Samuels, 2004).
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Figura 7-37: Ritmo de crecimiento radial de las cepas de Trichoderma spp a las 24 horas.

Fuente: Valeria Flores

3.1.4.2.

El anélisis de varianza para el ritmo de crecimiento radial de las 10 cepas de Trichoderma spp. a las 48

horas de incubacion, no presenta diferencias significativas al 5% para los tratamientos, con un

Ritmo de Crecimiento Radial de Trichoderma sp. a las 48 horas

coeficiente de variacion del 0.79%, como se sefiala en el Cuadro 7.

Cuadro 7-12: Prueba de Tukey al 5% de Trichoderma spp. a las 24 horas.

Fuentes de Grados de Suma de )
Cuadrado medio F calculado
variacién libertad cuadrados
Tratamiento 9 1.575 0.175 1.400ns
Error 20 2.500 0.125
Total 29

Fuente: Valeria Flores

Las cepas codificadas como CCECH-Pasaje, CCECH-TJM, CCECH-M11, CCECH-Tung, CCECH-
M18, CCECH-Jul3, CCECH-Ju27, CCECH-T5, CCECH-THSL y CCECH-Ca36-3 fueron las que

completaron su crecimiento radial a 45 mm, por lo que fueron seleccionadas para la siguiente fase que

fue la prueba de antagonismo y posteriormente caracterizacion morfolégica y molecular (Figura 8).
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Figura 8-37: Ritmo de crecimiento radial de las cepas de Trichoderma spp. a las 24 y 48

horas en mm.
Fuente: Valeria Flores

A las 48 horas el antagonista Trichoderma spp. cubri6 por completo las cajas petri por lo que ya no es

factible realizar el correspondiente analisis estadistico.

Estos resultados son corroborados por Rivas, C. 1994, quien realiz6 el estudio de crecimiento radial del
antagonista Trichoderma pseudokoningii, obteniendo el crecimiento total del antagonista en la caja

petri al cabo de las 72 horas.

Aungue generalmente las especies de Trichoderma son de crecimiento rapido y en pocas horas pueden
cubrir la superficie de la caja de Petri, que un aislamiento sea de crecimiento lento no lo excluye como
buen antagonista, ya que segun Cundom et al. (2002), dicha caracteristica, la tasa de crecimiento, no es
obstaculo para que en tales hongos puedan encontrarse aislamientos de buen potencial antagénico
(Hoyos-Carvajal, 2008).

3.1.5. Identificacion Morfoldgica de 1 Cepa de Mycosphaerella fijiensis.

Las caracteristicas culturales de las colonias fueron similares para todos los aislados en el medio de
cultivo PDA (micelio superficial, aterciopelado, elevado, compacto y micelio estromatico negro en el
reverso de las colonias) (Figura 9) que coincidieron con las referidas por otros autores que han
utilizado este medio de cultivo, que el desarrollo de este hongo en medio de cultivo es lento, una

colonia sembrada a partir de un conidio alcanza un centimetro de diametro luego de 38 dias de
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incubacion a 26°C, variando la temperatura de crecimiento Optima desde 24 a 28°C (Meredith y
Lawrence, 1969; Moulim-Perfoura y Mourichon, 1990). Los cultivos son elevados y estromaticos con
una superficie velvética de coloraciones gris palido, gris rosado oscura y gris pardo (Stover, 1976).

Frecuentemente en una misma colonia se encuentran varias coloraciones. En medio PDA los colores
que predominaron fueron: rosada, blanca, grises (gris claro), verde olivo; siempre el reverso de la

colonia es negro o pardo oscuro (Acosta, 2013).

Figura 9-37: Crecimiento en medio de cultivo PDA y estructuras caracteristicas de

Mycosphaerella fijiensis Morelet
Fuente: Valeria Flores

3.1.6. Identificacion morfoldgica, y molecular de 10 cepas de Trichoderma sp.

Las caracteristicas morfoldgicas de las cepas CCECH-Pasaje, CCECH-M18 y CCECH-Ca36-3
pertenecen al género Trichoderma harzianum describiendo asi: Conidios de forma elipsoidal,
ornamentacion suave y pigmentacion verde, Conidioforos con pelos estériles derivados de conidiéforos
0 pustula ausentes, pelos fértiles derivados de conidiéforos o plstula ausentes y pastulas no formadas o
vagamente formadas, Fialides con una longitud de 6.5-6.7 pum, fialides proliferantes en verticilos de 2-
4, punto medio (1.6-)2.5-3.5(-4.5) um, base (1.0-)1.6-2.5(-3.5) um, soporte celular (1.5-)2.4-3.6(-5.6)
pm, relacion entre la longitud y el punto mas ancho 2.1-2.2um, relacién entre la longitud y el apoyo a
la célula (1.0-)1.5-3.0(-9.5)um, relacion entre la parte mas ancha de la anchura de apoyo de células
(0.3-)0.5-0.9(-1.6)um, fialides intercalares no forma, Clamidosporas de forma redonda a elipsoidales
con un ancho de (4.0-6.0)a (9.7-15.0) um, Medio de cultivo donde el radio de la colonia en PDA en la
oscuridad a 30°C después de 72h crece 42.7-49.1 mm, el radio de la colonia en PDA en la oscuridad a
35°C después de 72 h crece 34.5 - 41.3 mm, el radio de la colonia en SNA en la oscuridad a 35°C
después de 72 h crece 27.7 — 35.0 mm, no presenta olor distintivo, no crece sobre PDA a 40 °C.
Ascosporas de forma cilindrica y verrugosa, color verde, distal longitud parcial de (2.8-) 3.3-4.1 (-4.8)
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pm, proximal longitud parcial de (2.9)-3.4-4.3 (-5.4) um, proximal anchura parcial de (2.1-) 2.7-3.7 (-
4.6) um. (Anexo 1-6)

CCECH- Ca36-3
Trichoderma harzianum

a) Trichoderma harzianum, (b) conidioforos
(c) conidios , (d , e y f) clamidosporas

Figura 10-37: Identificacion morfoldgica de Trichoderma harzianum
Fuente: Valeria Flores

La morfologia de las cepas CCECH-M11, CCECH-T5 y CCECH-THSL pertenecen al género
Trichoderma pseudokoningii describiendo asi: Conidios de forma oblonga, ornamentacion lisa y
pigmentacion verde oscuro, Conididforos conpelos estériles derivados de conididforos o pustula
ausentes, pelos fértiles derivadas de conidioforos o plstula ausentes y pustulas no formadas, Fialides
con una longitud de (4.2-)6-10(-14)um, fialides proliferantes en verticilos de 3-4, punto medio (2.0-
2.5) a (3.5 -4.5) um, base (1.0-)1.6-2.5(-3.7) um, soporte celular (1.8-)2.5-3.5(-4.5) um, relacion entre
la longitud y el punto mas ancho (1.2-)1.5-3.3(-5.9)um, fialides intercalares comunes, Clamidosporas
de forma redonda a elipsoidales con un ancho de (4.0-6.0)a (9.7-15.0) um. (Anexo 1-6)
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CCECH- M11
Trichoderma pseudokoningii

a) Trichoderma pseudokoningii, (b) conidios
(c) conididforos , (d) fialides, (e) clamidosporas ,( f) clamidospora tipica

Figura 11-37: Identificacion morfoldgica Trichoderma pseudokoningii.
Fuente: Valeria Flores

Trichoderma pseudokoningii al crecer en medio de cultivo presenta un radio de la colonia en PDA en
la oscuridad a 30°C después de 72h de 42.7-49.1 mm, el radio de la colonia en PDA en la oscuridad a
35°C después de 72 h crece 34.5 - 41.3 mm, el radio de la colonia en SNA en la oscuridad a 35°C
después de 72 h crece 27.7 — 35.0 mm, no presenta olor distintivo, no crece sobre PDA a 40 °C.
Ascosporas de forma cilindrica y verrugosa, color verde, distal longitud parcial de (2.8-) 3.3-4.1 (-4.8)
um, proximal longitud parcial de (2.9)-3.4-4.3 (-5.4) um, proximal anchura parcial de (2.1-) 2.7-3.7 (-
4.6) pum. (Anexo A-M)

De las 10 cepas estudiadas 2 que corresponden a los cédigos CCECH-Tung y CCECH-Ju27 pertenecen
al género Trichoderma viride describiendo asi caracteristicas como:Conidios de forma subglobosa,
ornamentacion granulada visible y pigmentacion verde, Conidioforos con pelos estériles derivados de

conidiéforos o pustula ausentes, pelos fértiles derivadas de conidiéforos o pustula ausentes y
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pustulas0.5-1.0 mm g, semiesférica algodonosa, Fiélides con una longitud de (1.2-)2.2-3.2(-4.7) pm,
fialides proliferantes en verticilos de 2-3, punto medio (1.2-)2.2-3.2(-4.7) pm, base (1.7-2.2) a (3.2 -
4.5) um, soporte celular (1.2-)2.2-3.2(-4.7) pum, Clamidosporas de forma globosa a subglobosa con un
ancho de (8.0-8.5) a (10.5 -16.0) um, Medio de cultivo donde el radio de la colonia en PDA en la
oscuridad a 30°C después de 72h crece 15-25 mm, el radio de la colonia en PDA en la oscuridad a
35°C después de 72 h no crece, el radio de la colonia en SNA en la oscuridad a 35°C después de 72 h
no crece, dulce a coco o no presenta olor distintivo, no crece sobre PDA a 40 °C. Ascosporas de forma
cilindrica, color hialina, distal longitud parcial de 2.9-)3.5-4.5(-5.2) um, proximal longitud parcial de
(3.0-)3.6-4.7(-5.7) um, proximal anchura parcial de (2.1-)2.6-3.8(-4.6) um. (Anexo 1-6)

CCECH- Ju27
Trichoderma viride

a) Trichoderma viride, (b) conidioforos y fialides
(c) conidios , (d , e y f) clamidosporas

Figura 12-37: Identificacion morfolégica Trichoderma viride.
Fuente: Valeria Flores

La morfologia de la cepa CCECH-TJM pertenece al género Trichoderma koningii describiendo asi:
Conidios de forma oblongo a estrechamente eliptico, ornamentaciéon lisa y pigmentacion verde,
Conididforos conpelos estériles derivados de conidioforos o plstula ausentes, pelos fértiles derivadas
de conidiéforos o pustula ausentes y pustulas1.0-1.5 mm @ algodonosas, Fialides con una longitud de
(4.3-)6.2-10.2(-15.5)um, fidlides proliferantes en verticilos de 3-4, punto medio (2.1-)2.7-3.5(-4.2) um,
base (1.0-)1.5-2.4(-3.0) um, soporte celular (1.9-)2.5-3.2(-3.8) um, Clamidosporas de forma globosa a
subglobosa con un ancho de (6.7- 8.5) a (11.5 -14.7) um, Medio de cultivo donde el radio de la colonia

en PDA en la oscuridad a 30°C después de 72h crece 33-45-52 mm, el radio de la colonia en PDA en la
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oscuridad a 35°C después de 72 h 4.5 mm, el radio de la colonia en SNA en la oscuridad a 35°C
después de 72 h no crece, no presenta olor distintivo, no crece sobre PDA a 40 °C. Ascosporas de
forma subglobosa a conica, color hialina, distal longitud parcial de 2.9-)3.8-5.2(-6.0) um, proximal
longitud parcial de (3.3-)4.0-5.4(-6.5) um, proximal anchura parcial de (2.2-)2.5-4.2(-4.8) um. (Anexo
A-M)

CCECH-TIM
Trichoderma koningii

a) Trichoderma koningii, (b) conidioforos (c) conidios
(d) fialides, (e) clamidosporas , (f) clamidosporas tipicas

Figura 13-37: Identificacion morfolégica Trichoderma koningii.
Fuente: Valeria Flores

Las caracteristicas morfologicas de la cepa CCECH-Jul3 pertenecen al género Trichoderma
longibranchiatum describiendo asi:Conidios de forma oblongos a elipticos, ornamentacion lisa y
pigmentacion verde oscuro, Conidiéforos con pelos estériles derivados de conidioforos o pustula
ausentes, pelos fértiles derivadas de conidiéforos o pustula ausentes y pustulasno formadas, Fiélides
con una longitud de (5.0-)6.0-9.0(-10.0)um, fialides proliferantes en verticilos de 3, punto medio (1.0-
)2.2-3.2(-4.2) um, base (1.0-)1.5-2.2(-4.5) um, soporte celular (1.2-)2.2-3.2(-4.7) um, relacion entre la
longitud y el punto més ancho (1.0-)1.6-3.7(-7.3) um,fialides intercalares comunes Yy visibles,
Clamidosporas de forma subglobosas a globosas con un ancho de (3,7-6,0) a (9,7-18,2)um, Medio de
cultivo donde el radio de la colonia en PDA en la oscuridad a 30°C después de 72h crece 65-70 mm, el
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radio de la colonia en PDA en la oscuridad a 35°C después de 72 h 40-45 mm, el radio de la colonia en
SNA en la oscuridad a 35°C después de 72 h no crece, sin olor distintivo, crece sobre PDA a 40 °C 13 -
44 -70 mm, Ascosporas no conocido. (Anexo A-M)

a) Trichoderma longibranchiatum, (b) conidioforos
(c) conidios , (d) fialides , (e y f) clamidosporas

Figura 14-37: Identificacion morfoldgica Trichoderma longibranchiatum.
Fuente: Valeria Flores

Sanchez Pérez (2009) obtuvo caracteristicas de crecimiento de Trichoderma spp, colonias con
formacion de anillos blancos (micelio) y verde (esporas). Las colonias de las 16 cepas obtenidas
presentaron caracteristicas morfolégicas distintas (color, forma y ndmero de anillos, crecimiento,
formacion de esporas, pigmentacion del medio de cultivo). Al microscopio se observaron hifas
hialinas, fialides en forma de matraz, tanto solitarias como en grupo, conidios de diversas formas

(redondos, elipsoidales, elipsoidales oblongo) tanto chicos como grandes y en tonalidades verdes.

Castro (2014) ha propuesto que los caracteres Utiles para la caracterizacion y la identificacion de otros
géneros de Hyphomicetes con frecuencia no son tan Utiles en diferenciar las especies de Trichoderma,
por lo general a causa de la reducida gama de variacion de la morfologia simplificada en Trichoderma,
0 porque los términos descriptivos para describir variacion en el color o el patron no son lo

suficientemente precisos para definir las diferencias entre especies. Sin embargo, observaciones
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morfoldgicas cuidadosas son a menudo suficientes para identificacion de las especies y cepas de
Trichoderma, al menos en la medida en que los taxones se han diferenciado morfoldgicamente

adecuadamente y se describe en la literatura existente.

3.1.7.  ldentificacién Molecular De Trichoderma sp.

Se caracterizaron 10 cepas nativas biocontroladoras de Trichoderma sp, con diferentes requerimientos
nutricionales y alta similitud genética.

La extraccion del ADN del material fungico fue exitosa, todos los aislamientos presentaron la

precipitacion del acido como se muestra en la figura 15.

Figura 15-37:A) Cultivos de hongos frescos para extraccion de ADN. B) Obtencion
de micelio fresco mediante raspa para extraccion de ADN. C) Finalizacion de la

extraccion de ADN, precipitacion del &cido (pellet) con isopropanol.
Fuente: Valeria Flores

3.1.7.1. Cuantificacién de ADN:

El detalle de la cuantificacion pureza del ADN de los aislados fungicos se detalla en el cuadro 9.
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Cuadro 9-12: Cuantificacion y pureza de ADNSs extraidos

Cadigo Muestras Pureza Concentracion
ng/uL

#1 2.008 174
#2 2.287 322
#3 2.258 167
#4 2.282 127
#5 2.166 158
#6 1.986 283
#7 2.078 215
#8 2.036 67

#9 1.924 113
#10 1.994 105

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013)

3.1.7.2. Amplificacion ITS1/1TS4:

La amplificacion de las muestras presentd un amplicon de aproximadamente 560 pbcomo se muestra

en lafigura 16.

Figura 16-37: Amplificacion de los marcadores ITS1/ITS4. M: marcador de talla. CP:
control positivo de la reaccion de amplificacion. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro

de etidio.
Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013)

48



Cuadro 10-12: Identificacion molecular de 10 cepas de Trichoderma sp por Secuenciacion.

Muestra | SECUENCI | VALOR | SECUENC | VALO | SECUENCI %
AITS1 Q (%) IAITS 4 R Q A BLAST IDENTID
(PB) (PB) (%) | CONSENS AD
O (PB)
Trichoderma longibrachiatum | 100
Trichoderma viride 100
Hypocrea sp. 100
Hypocrea pseudokoningii 100
Hypocrea jecorina 100
1 Hypocrea koningii 100
Trichoderma harzianum 99
537 89,9 500 80,2 445 Trichoderma sp 100
Trichoderma longibrachiatum | 99
Trichoderma viride 99
Uncultures Hypocrea clone 99
Hypocrea sp. 99
Hypocrea pseudokoningii 99
Hypocrea jecorina 99
2 Hypocrea orientalus 99
Hypocrea rufa strain 99
Trichoderma 99
cf.longibrachiatum 99
580 90 575 84,5 556 Hypocrea cerebriformis
Trichoderma longibrachiatum | 100
Trichoderma viride 100
Uncultured Hypocreaceae 100
clone 100
Hypocrea sp. 100
Hypocrea pseudokoningii 100
3 Trichoderma sp. 100
Hypocrea pseudokoningii 100
Hypocrea jecorina 100
Hypocrea orientalis 99
504 90,6 529 85,4 436 Trichoderma harzianum
634 82,4 548 51,5 555 Trichoderma longibrachiatum | 99
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Trichoderma viride strain 99
Uncultured Hypocreaceae 98
clone Bo-Arch-F1
Hypocrea sp.SHWOG6 98
Hypocrea koningii strain 98
Trichoderma sp. 98
Hypocrea pseudokoningii 98
strain S 98
Hypocrea sp. 98
Hypocrea pseudokoningii 98
Hypocrea orientalis 98
Trichoderma cf.
longibrachiatum
Trichoderma longibrachiatum | 100
Trichoderma viride 100
Uncultured Hypocreaceae 100
Hypocrea sp. 100
Hypocrea koningii 100
Trichoderma sp. 100
Hypocrea pseudokoningii 100
Hypocrea jecorina 100
Hypocrea orientalis 100
500 83,8 523 89,3 421 Trichoderma harzianum 99
Trichoderma longibrachiatum | 99
Trichoderma viride strain 99
Uncultures Hypocreaceae 99
Hypocrea sp. 99
Hypocrea koningii 99
Trichoderma sp. 99
Hypocrea pseudokoningii 99
Hypocrea jecorina 99
Hypocrea orientalis 99
617 82 554 81,2 524 Hypocrea rufa 99
Trichoderma longibrachiatum | 99
Trichoderma viride 99
Trichoderma sp. 99
713 74,1 556 80 558 Hypocrea sp. 99
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Hypocrea koningii 99
Hypocrea pseudokoningii 99
7 Hypocrea jecorina 99
Hypocrea orientalis 99
Hypocrea lixii 99
Hypocrea rufa 99
Trichoderma longibrachiatum | 97
Hypocrea orientalis 97
Trichoderma harzianum 96
Hypocrea rufa 97
Trichoderma viride 97
Trichoderma sp 97
Hypocrea sp. 97
8 Hypocrea lixii 97
Hypocrea cerebriformis 97
Uncultured fungus clone 96
LXHO05 97
583 87,8 547 82,3 532 Trichoderma pseudokoningii
Trichoderma longibrachiatum | 99
Trichoderma viride 99
Uncultures Hypocreaceae 99
clone Bo-Arch-F1
Hypocrea sp. SHW06 99
Hypocrea koningii 99
Trichoderma sp. 99
9 Hypocrea pseudokoningii 99
Hypocrea jecorina 99
Hypocrea orientalis 99
626 82,7 552 83,7 535 Hypocrea rufa 99
Trichoderma longibrachiatum | 99
Trichoderma viride 99
Uncultures Hypocreaceae 99
Hypocrea sp. SHW06 99
Hypocrea koningii 99
Trichoderma sp. 99
10 Hypocrea pseudokoningii 99
555 89 548 65,9 504 Hypocrea jecorina 99
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Hypocrea orientalis 99
Trichoderma harzianum 99

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013)

Secuencia Consenso Muestra 1: Codigo CCECH-Pasaje

CGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCT
CCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTC
GAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAA
CCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGC
GCGGCCACAGCCGTAAAACAC

Color key for alignment scores
<40 40-50 £0-200 >=200
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CCECH-P1
Trichoderma harzianum

Figura 17-37: Trichoderma harzianum CCECH-Pasaje.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso Muestra 2: Cédigo CCECH-TJM

GTTTACACTCCCAACCCCATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGC
CCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCT
TTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGG
CGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
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GCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCG
GGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCAC
ACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTT
GACCCTGGATCAGG

Color key for alignment scores

<4 4050 80-200 >=200
Query

I | | I I
1 100 200 300 400 500

CCECH-TJM
Trichoderma koningii

Figura 18-37: Trichoderma koningii CCECH-TJM.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso muestra 3: Cddigo CCECH-M11

CGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGAC
CAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCT

CTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG

GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGG
ATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTG

CGCAGTAGTTTGCA
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CCECH-M11
Trichoderma pseudokoningii

Figura 19-37: Trichoderma pseudokoningii CCECH-M11.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso Muestra 4: Cédigo CCECH-Tung

CAATGTGACGTTACCATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCC
CCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCL
TCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCT
CGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCG
AACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGGGCCGCCCCAGAAATAC
AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGC
GGCGCGGCCACAGCCGTAAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGGACCTCGGGATCAAG
ATAGGGAATT
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CCECH-TUNG
Trichoderma viride

Figura 20-37. Trichoderma viride CCECH-Tung.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso Muestra 5: Codigo M18

CTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCC
AAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCC
TTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCC
TCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGT

Coler key for alignment sceres

CCECH-M18
Trichoderma harzianum

Figura 21-37: Trichoderma harzianum CCECH-M18.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores
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Secuencia Consenso Muestra 6: Codigo CCECH-Jul3

TGTAACGTTACCATCTGTTGCCTCGGCGGGGTTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCG
GATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCC
CGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGA
AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTG
GCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCG
CGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTT
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CCECH-JU13
Trichoderma longibranchiatum

Figura 22-37: Trichoderma longibranchiatum CCECH-Jul3.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso muestra 7: Cédigo CCECH-Ju27

TGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCG
GATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCC
CGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGA
AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACC
CCTCCGGGGGGTCGGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGGGGCCGCCCCCGAAATACAG
TGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCG
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GCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAAGGTAG
GAATACCCGCTGA

Color key for alignment scores
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CCECH-Ju27
Trichoderma viride

Figura 23-37: Trichoderma viride CCECH-Ju27

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso Muestra 8: Cddigo CCECH-T5

GCAACGTTACCAACTTCTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCC
GGATCCCATGGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTTCTCTCCGTCGCGGC
TCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCT
CGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGA
ACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCCGCCCCCGAAATAC
AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCCTCTCATGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGGAGC
GCGGCGCGGCCCACAGCCGTAAAAACAACCCCCCAAATTTTTCTTGA
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CCECH-TS
Trichoderma pseudokoningii

Figura 24-37: Trichoderma pseudokoningii CCECH-T5.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

Secuencia Consenso Muestra 9: Codigo CCECH-THSL

TGACGTTACCATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGG
TCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCG
TCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCC
TCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGC
GGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGLG
GCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGGATCA
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CCECH-THSL
Trichoderma pseudokoningii

Figura 25-37: Trichoderma pseudokoningii CCECH-THSL.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores
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Secuencia Consenso Muestra 10: Codigo CCECH-Ca36-3

ACGTTTACCATCTGTTGCCTCGGCGGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGGA
TCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCG
TCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCC
CTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGC
GGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGGAGCGCGGCG
CGGCCACAGCCGTAAAAAC

Coler ke’f for alignmem scores
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CCECH_Ca36-3
Trichoderma harzianum

Figura 26-37: Trichoderma harzianum CCECH-Ca36-3.

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2013), Valeria Flores

En general, al utilizar los marcadores moleculares se encontrd una relacion entre el agrupamiento de
los aislamientos con la procedencia de cada uno de ellos, y se demostro la variabilidad existente entre
los mismos, observindose que es una técnica confiable para la caracterizacion de aislamientos de
Trichoderma spp. Estos resultados concuerdan con los sefialados por Latha y Mukherjee (2002),
quienes sefialaron que los marcadores RAPD revelaron gran variabilidad inter e intraespecifica entre
las cepas de Trichoderma examinadas. De igual manera, Goes et al. (2002) sefialaron que el uso de
RAPD permitié demostrar variabilidad entre los aislamientos de Trichoderma (Hernandez et al., 2013).
La ubicacién taxondmica de las cepas en estudio es importante ya que representa el punto de partida
que permitird un mejor disefio de experimentos y evaluar su actividad biologica bajo diferentes

condiciones de crecimiento, determinar los mecanismos de accidn que desarrollan y la interaccion que
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establecen con la planta. Esta informacién en conjunto facilitard la identificacién de los organismos

que pueden seleccionarse como antagonistas patdgenos e inductores de resistencia en las plantas.

En el presente estudio se evidencio, al integrar los atributos moleculares con los criterios morfolgicos
que se usaron para la identificacion de especies, la existencia de grupos dentro de Trichoderma, que
pueden estar relacionados con diferentes niveles de actividad bioldgica. Ademas, apoyan la existencia

de especies con caracteristicas morfoldgicas y moleculares similares.

El analisis molecular de Trichoderma spp. corroboré que los atributos genéticos, pueden ser utilizados
para ubicar los aislados en grupos o relacionarlos por areas geograficas similares pero si lo que se
persigue es la seleccion como inductores de resistencia o agentes de control bioldgico, deben realizarse
pruebas bioguimicas y fisioldgicas para determinar si tal diversidad, estéa relacionada con mecanismos

de accidn y posteriormente compararlos con los respectivos patrones moleculares.

Destacados investigadores verifican la complejidad de interaccion de Trichoderma con la planta y
beneficios, como la proteccion directa o a través de induccién, apoyados en caracterizaciones
biol6gicas y moleculares (Chet 2008; Harman 2008; Lorito 2008; Jiménez et al. 2008; Pavone 2012;
Zambrano et al. 2013ab;).

Muchas investigaciones se han realizado con Trichoderma desde simple aislamientos y multiplicacion
en los afios 80 (Zambrano 1981) hasta la caracterizaciones moleculares realizadas por Pavone (2012)
quien identifica las especies de Trichoderma analizando las mismas secuencias de los espaciadores
transcritos internos del DNA ribosomal (ITS 1y 2) y el factor de elongacién de la traduccion 1a (tefl)
con los programas TrichOKEY, TrichoMARK y TrichoBLAST (www.isth.info) que se han utilizado
en esta investigacion y los resultados fueron certeros, ademés se debe evaluar la capacidad
biocontroladora en cultivos duales en medio sélido y liquido; Jiménez et al. (2008), realiz6 analisis
moleculares con marcadores RAPD, caracterizo 12 aislamientos de Trichoderma agrupando las
procedencias del pais por especies y también los perfiles enziméticos de Trichoderma en diferentes

aislamientos son evaluados por Bautista et al. (2008).

Castro (2014) propone que los estudios més altamente reproducibles son los que se realizan a nivel de
ADN (moleculares). Actualmente para que un aislado sea reconocido como apropiadamente
caracterizado requiere de al menos un método molecular que lo identifique como tal y en la fase de

registro de un producto internacionalmente esta condicion es exigida en paises lideres en biocontrol.
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Los estudios moleculares empleados en esta investigacion, son los mas usados en hongos para la
caracterizacion son en los cuales se generan cortes por enzimas de restriccion en el ADN dando lugar a
fragmentos de diversas tallas, los que son puestos en contacto con sondas especificas marcadas con un
cromdgeno o con un isétopo radiactivo, que pueden o no acoplarse al o los fragmentos producidos por
complementariedad de bases (hibridizacion) y luego de una electroforesis en gel de agarosa se genera
un patron de bandas en dependencia de la sonda de hibridizacion, el aislado y la enzima empleada en el
corte del ADN, lo cual logra discriminar aislados aparentemente iguales como diferentes cepas, Castro
(2014).

Mediante la identificacion molecular de los aislados monoascosporicos obtenidos en el presente
trabajo, se concluye que todos ellos pertenecen a la especie Trichoderma sp y que pueden ser

utilizados para su posterior uso y ser probados en invernadero y campo a través de un bioformulado.

3.1.8. Determinacion Del Tipo De Antagonismo

Los datos correspondientes al crecimiento de los dos hongos se encuentran en los Anexos 8-12. El
andlisis de varianza para las cepas de Trichoderma seleccionadas por su mayor velocidad de
crecimiento frente a Mycosphaerella fijiensis Morelet, presenta diferencias altamente significativas
entre las cepas con un coeficiente de variacion de 5.73% y una media general de 58.52 mm a los 120

horas de crecimiento (Cuadro 8).

Cuadro 8-12: Analisis de Varianza para el antagonismo de 10 cepas de Trichoderma spp. frente a
Mycosphaerella fijiensis Morelet a las 120 horas.

Fuer_1te_s/de Grados de Suma de Cuadrado medio F calculado
variacion libertad cuadrados
Tratamiento 9 1193.356 132.595 11.777**
Error 20 225.184 11.259
Total 29 1418.539

Fuente: Valeria Flores

Esto concuerda con lo manifestado por D Ercole, Sportelli y Nipoty (1984), en el sentido de que

Trichoderma sp., establece la capacidad antagonica en base a la reduccion del porcentaje de

crecimiento de los patdgenos.
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Figura 27-37: Prueba de Antagonismo de 10 cepas de Trichoderma spp. a las 120 horas frente a

Mycosphaerella fijiensis Morelet.
Fuente: Valeria Flores

% de Inhibicion

La prueba de Tukey al 5% determina la existencia de 7 rangos, ubicandose en primer lugar con una
media de 70.13% la cepa CCECH-Pasaje y en el Gltimo rango la cepa San Lorenzo con 45.93% de
inhibicién (Figura 9). Para el tipo e intensidad de antagonismo, la evaluacién se realiz6 de manera
visual a las 120 horas de incubacién, observandose en su totalidad que las hifas del 100% de las cepas
de Trichoderma recubrieron las del patdgeno entrecruzandose o entrelazandose con Mycosphaerella
fijiensis y ocupando el espacio vital, que de acuerdo a la escala seria Antagonismo tipo C, que
corresponde a Hiperparasitismo. En lo referente a la intensidad de antagonismo predominé la
intensidad de antagonismo elevado (++), pues el patdgeno fue inhibido en su desarrollo en mas del

25% con todas las cepas de Trichoderma.

El antagonismo es un mecanismo que se basa en la actividad inhibitoria directa que ejerce un
microorganismo sobre otro y que presenta acciones opuestas en un mismo sistema. Trichoderma sp.
pudo ejercer su accién antagonista sobre este fitopatdgeno probablemente mediante el mecanismos

conocido como micoparasitismo (hiperparasitismo).

Arzate et al., en 2006, selecciond ocho cepas para la prueba de cultivos apareados que fueron capaces
de inhibir el crecimiento del micelio del fitopatdgeno al menos un 45%, en su investigacion titulada
antagonismo de Trichoderma spp. sobreMycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal de la sigatoka
negra del platano (Musa sp.) in vitro e invernadero, coincidiendo esto con nuestros resultados donde

todas las cepas superan el 45% de inhibicion frente al mismo patégeno.
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Michel (2001), indica que entre menor sean los dias al contacto, es mayor la agresividad que existe por
parte del hongo antagonico y menor la resistencia del fitopatégeno. Hernandez (2005) reporta contacto
desde el segundo dia después de la siembra entre Trichoderma spp y S. rolfsii; de igual forma
Benhamou y Chet (1993) entre T. harzianum y Rhizoctonia solani Kuhm, en esta investigacion el
contacto entre los dos hongos fue a las 48 horas, lo cual demuestra que la velocidad de crecimiento de
Trichoderma es mayor a la de las cepas patdgenas y ademds se observd que las esporas de
Trichoderma tienen cierto tipo de energia cinética que les permite movilizarse, se adhieren y se

enrollan a las hifas del patégeno ofreciendo asi un control mecénico.

Por tanto, las pruebas in vitro para determinar la capacidad antag6nica de un microorganismo con
respecto a otro no representan necesariamente el grado de antagonismo y de control bioldgico en
condiciones naturales, pero reflejan la capacidad y la variabilidad genética del antagonista y la del
fitopatégeno de invadir o crecer en una caja de Petri 0 en condiciones in vitro. Es de anotar que dichas
pruebas y la escala planteada permiten basicamente cuantificar competencia por nutrientes en el medio
controlado, mas no cuantificar como tal el micoparasitismo o antagonismo; porque en tal caso se
podria afirmar que si un aislamiento fitopatogénico tiene una tasa de crecimiento mas rapida que el
aislamiento de Trichoderma, entonces éste seria antagonista evaluado como grado 3, 4 y 5 en la escala
de Royse y Ries (1978).

A pesar de que el patégeno se inocul6 primero, segun la técnica descrita por Royse y Ries (1978) para
la realizaciéon de pruebas de antagonismo, debe haber un periodo de acondicionamiento del hongo
fitopatdgeno, el cual se ve reflejado en el crecimiento sobre el medio de cultivo y varia con respecto a

la tasa de crecimiento de cada fitopatégeno (Hoyos-carvajal, 2008).

Estos resultados probablemente nos ayudan a determinar que aislamientos de una misma especie de
Trichoderma son especificos en su actividad micoparasitica, por tanto, no se puede generalizar al decir
que determinadas especies de Trichoderma son buenas antagonistas, ya que esto depende del
aislamiento en particular y su capacidad de atacar de forma concreta a cepas. Esto es soportado por
numerosos reportes de literatura en los cuales diversas especies de Trichoderma han sido reportadas
como antagonistas en hongos formadores de esclerocios y es claro que son atributos de aislamientos
particulares, no de especies (Elad et al., 1980; Elad 1983; Hjeljord y Tronsmo, 1998; Howell, 2006;
Hoyos-Carvajal, 2008).
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Las pruebas de antagonismo in vitro permiten realizar la seleccién preliminar de aislamientos con
rapido crecimiento en sistemas controlados, es decir, miden competencia, no asi micoparasitismo, para
el cual se requieren observaciones microscopicas en las que se vea una interaccion directa entre
estructuras del antagonista y del fitopatdgeno y, en virtud a esto, evaluar la capacidad micoparasitica.
Invariablemente, las pruebas de antagonismo in vitro requieren ser corroboradas en condiciones de
invernadero y campo, porque no siempre los hongos que actian como antagonistas bajo condiciones
controladas tienen la capacidad potencial de usarse en el control biol6gico, como se ha demostrado en
otros experimentos con aislamientos usados en este estudio (Hoyos-Carvajal et al., 2008). Esto se debe
a que el hongo antagonista puede modificar o actuar diferente de acuerdo con las caracteristicas del

suelo y las sucesiones microbianas particulares en sistemas in vivo (Garveba et al., 2004).

Estos resultados son similares a los encontrados por Aimacafia 2007, quien determiné el efecto de
aislamientos nativos de Trichoderma sp. colectados de fincas productoras de banano para controlar a
Paracercospora fijiensis, forma asexual de Mycosphaerella fijiensis que causa la sigatoka negra, aislé
Trichoderma sp., de diversas localidades en la provincia de El Oro y las caracteriz6 como Trichoderma
pseudokoningii. EI 97% de aislamientos de Trichoderma pseudokoningii mostraron efecto inhibitorio
de micelio del patdgeno bajo condiciones in vitro (Falconi, 2014).

Otro estudio in vitro demostr6 buena actividad antagonica de Trichoderma sp., destacandose tres
aislamientos que redujeron significativamente (p<0,05) el crecimiento miceliar del patégeno. Analisis
molecular de secuencias internas de transcripcion (ITS) caracterizaron a los aislamientos eficientes
como Trichoderma viride y Trichoderma asperellum (Cobos 2010). Estas son las bases para futuros
estudios en campo Yy la posibilidad de controlar la sigatoka del banano mediante biopesticidas (Falconti,
2014).

En Mendoza, se probaron cepas de Trichoderma comerciales (europea y chilena) y autéctonas (de
lechuga y frutilla) sobre cepas locales de Botrytis cinerea de vid. Las cepas de Trichoderma inhibieron
el crecimiento del patdgeno en cultivos duales. Uno de los aislados locales resultdé més eficiente
(Lucero et al., 2008). En otra investigacion, se trabajo con ocho aislamientos de Trichoderma spp. de
la region de Cuyo, se mezcl6 una alicuota de los filtrados culturales de cada aislamiento con conidios
de Botrytis cinerea, y se observé disminucién en la germinacion de los conidios para todos los
tratamientos con Trichoderma spp., con variacion entre ellos, todos estos ensayos a nivel in vitro, lo
que resulta interesante al comparar con los resultados obtenidos aqui, pues la actividad inhibitoria se

asocia a metabolitos extracelulares (Hapon et al., 2010).
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Perell6 et al. (2003) observaron mecanismos de antagonismo in vitro en cultivos duales de
Trichoderma spp. yDrechslera tritici-repentis y atribuyeron a fenémenos de hiperparasitismo y
plasmolizacion de las hifas y conidios de los patdgenos, observaciones muy similares a las observadas
en las 10 cepas nativas de Trichoderma de esta investigacion al igual que en Corrientes, Lovato
Echeverria (2009) obtuvo una coleccién de aislamientos de Trichoderma spp. de hojas, flores y
rizosfera de plantas sanas de frutilla y evalu6 su potencial antagénico in vitro contra Botrytis cinerea.
Como resultado, encontré diferencias en la disminucién del crecimiento del patdgeno. Todos los
aislamientos presentaron formacion de clamidosporas y micoparasitismo y algunos, antibiosis,

destacandose tres de ellos.

De acuerdo a esta variable una cepa correspondiente al cddigo CCECH-Pasaje identificada
morfol6gica y molecularmente como Trichoderma harzianum, proveniente de la provincia de El Oro,
canton Pasaje del Grupo Agricola Prieto Hacienda el Pio IV fue seleccionada por su velocidad de
crecimiento y su antagonismo in vitro frente a Mycosphaerella fijiensis Morelet, para la siguiente fase

que fue probarla a nivel de invernadero.

3.1.9. Diagrama De La Elaboracion De Bioformulados Preparados A Base De Trichoderma

harzianum.
Seleccion de la cepa o producir v
ETAPA DECEPARIO —> pruebas en bioenscryos
. Eliminacion de inmpurezas
PREFPARACION DEL SUSTRATO —  Norogenizac an
INOCULACION ™ Parfiendo de cultivo puro
INCUBACION — 28 °C, con luz artificial
Control de Calidad l
COSECHA
SECADO o :
i BIOFORMULADO SOLIDO
FORMULACION BIOFORMULADO LIQUIDO
ETIQUETADO L BIOFORMULADO POLVO

Fuente: Fitopatologia-Fichas Técnicas
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3.1.9.1. Cuantificacion De Esporas Del Bioformulado Liquido

El bioformulado liquido, fue almacenado a 4 °C durante los dos meses en los que se evalud su

crecimiento.
Para la determinacion de la curva de crecimiento para Trichoderma harzianum, se emple6 la cdmara de

Neubauer y se empled el método de diluciones sucesivas para poder facilitar el conteo de esporas.
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Figura 28-37: Curva de crecimiento del bioformulado liquido
Fuente: Valeria Flores

La curva de crecimiento del bioformulado liquido de Trichoderma harzianum, presenta la fase de
crecimiento hasta los 15 dias con una poblacion de 3.05 X 10° UPC/ml de formulado, seguida de la
fase estacionaria que se extiende hasta los 24 dias, donde la concentracién permanece constante,
finalmente se presenta la fase de muerte obteniéndose una poblacion final de 1.44 X 10° UPC/ml, al

cabo de los 60 dias de almacenado el producto.
3.1.9.2. Viabilidad Del Bioformulado Liquido
Al cabo de los 60 dias de almacenado el producto se procedi6 a analizar la viabilidad del bioformulado,

mediante el conteo de colonias por medio de la técnica de placa pobre con sistema de diluciones

sucesivas, obteniéndose una poblacién de 2.4 X 10°UPC/m.
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3.1.10. Actividad antagonica de las cepas de Trichoderma sp. Frente a Mycosphaerella fijiensis

Morelet en plantas de banano ((cv. ‘williams’ (Musa AAA)) a nivel de invernadero.

4.1.10.1. Uso de variables epifitiologi
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Figura 29-37: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para el
tratamiento 3, Plantas de banano (cv. ‘Williams’® (Musa AAA)) inoculadas con M.

fijiensis.
Fuente: Valeria Flores
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Figura 30-37: Evolucion de los sintomas para el Tratamiento 3 (Plantas de banano
cv. ‘Williams’ (Musa AAA) inoculadas con M. fijiensis) en casa de cultivo. Estados
de sintomas (0-4) de acuerdo con escala propuesta por Alvarado-Capo et al. 2003.

Fuente: Valeria Flores

En la figura 29 se muestra el aparecimiento de los sintomas en estado 1 (hojas con pequefias lesiones

puntiformes de coloracion rojiza por

el envés y sin sintomas por el haz) se produce a partir del dia 10

hasta los 38 dias posteriores a la inoculacién (dpi), el estado 2 (hoja con manchas de contornos
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regulares o irregulares de coloracion pardo-rojiza por el envés de la hoja y sin sintomas por el haz) se
presenta a partir de los 39 dias (dpi) y se mantiene hasta los 53 dias, el estado 3 (hoja con manchas de
contornos regulares o irregulares de coloracion pardo-rojiza por el haz) aparece a partir de los 54 dias
(dpi) y se mantiene hasta los 58 dias, el estado 4 (hoja con manchas negras (elipticas o circulares) con
bordes cloréticos y halo acuoso . La hoja mantiene reas de tejido verde) aparece a partir de los 59 dias
(dpi) y se mantiene hasta los 64 dias de evaluacion del ensayo. Llegando a comprender un area bajo la
curva de 36,13. Al término del experimento (64 dpi) como se muestra en la figura 30, cuando las hojas
inoculadas con el patégeno alcanzaban los estados 3 y 4, el tiempo de evolucién de los sintomas (TES)
era de 50 dpi y el tiempo de desarrollo de la enfermedad (TDE) de 64 dpi, los sintomas no
sobrepasaron el estado 4 (hoja con manchas negras (elipticas o circulares) con bordes clordticos y halo

acuoso. La hoja mantiene areas de tejido verde).
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Figura 31-37: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para el
tratamiento 4, Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con
Trichoderma cepa CCECH-Pasaje.

Fuente: Valeria Flores
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Figura 32-37: Evolucion de los sintomas para el Tratamiento 4 (Plantas de banano cv.
‘Williams’ (Musa AAA) inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con

Trichoderma cepa CCECH-Pasaje) en casa de cultivo. Estados de sintomas (0-1).
Fuente: Valeria Flores

En la figura 31 se observa el aparecimiento de los sintomas en estado 0 (hoja sin sintomas) hasta los 18
dias posteriores a la inoculacion, el estado 1 (hoja con pequefias lesiones puntiformes de coloracién
rojiza por el envés y sin sintomas por el haz) aparece a partir de los 19 dias (dpi) y se mantiene hasta
los 64 dias de evaluacion del ensayo. Llegando a comprender un area bajo la curva de 5,13. Al
término del experimento (64 dpi) como se presenta en la figura 32, cuando las hojas inoculadas con el
patégeno y posteriormente inoculadas con Trichoderma cepa CCECH-Pasaje alcanz6 el estado 1, el

TES era de 45 dpi y el TDE de 64 dpi, los sintomas no sobrepasaron el estado 1.

En la figura 33 se observa el aparecimiento de los sintomas en estado 0 (hoja sin sintomas) hasta los 58
dias posteriores a la inoculacién, el estado 1 (hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracion
rojiza por el envés y sin sintomas por el haz) aparece a partir de los 59 dias (dpi) y se mantiene hasta

los 64 dias de evaluacion del ensayo. Llegando a comprender un area bajo la curva de 0.07.
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Figura 33-37: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para el
tratamiento 5, Plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) inoculadas con

M.fijiensis y a las 72h después con Trikofun.
Fuente: Valeria Flores
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Figura 34-37: Evolucién de los sintomas para el Tratamiento 5 (Plantas de banano
cv. ‘Williams® (Musa AAA)) inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con

Trikofun) en casa de cultivo. Estados de sintomas (0-1).
Fuente: Valeria Flores

Al término del experimento (64 dpi)como se presenta en la figura 34, cuando las hojas inoculadas con
el patégeno y posteriormente inoculadas con Trikofun alcanzo el estado 1, el TES era de 44 dpi y el

TDE de 64 dpi, los sintomas no sobrepasaron el estado 1.
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Figura 35-37: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para el
tratamiento 6, Plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) inoculadas con

componentes de la formulacion de Trikofun (sin Trichoderma).
Fuente: Valeria Flores

La figura 35 muestra el aparecimiento de los sintomas en estado 0 (hoja sin sintomas) hasta los 33 dias
posteriores a la inoculacidn, el estado 1 (hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracion rojiza
por el envés y sin sintomas por el haz) aparece a partir de los 34 dias (dpi) y se mantiene hasta los 53
dias, el estado 2 (hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloracion pardo-rojiza por
el envés de la hoja y sin sintomas por el haz) aparece a partir de los 54 dias y se mantiene hasta los 64

dias de evaluacion del ensayo. Llegando comprender un area bajo la curva de 2,13.
Al finalizar el experimento a los 64 dpi la figura 36 muestra que se alcanzé el estado 2, el TES era de

35 dpi y el TDE de 64 dpi, los sintomas no sobrepasaron el estado 2, a diferencia del tratamiento 3 que

fue inoculado con M. fijiensis en el que los sintomas alcanzaron los niveles 3 y 4.
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Figura 36-37. Evolucion de los sintomas para el Tratamiento 6 (Plantas de banano cv.
‘Williams’ (Musa AAA) inoculadas con componentes de la formulacion de Trikofun
(sin Trichoderma)) en casa de cultivo. Estados de sintomas (0-1).

Fuente: Valeria Flores

La figura 37 muestra que en los Tratamientos 1 (T1), 2 (T2) y 7(T7), correspondientes a Plantas de

bananocv. ‘Williams® (Musa AAA)) inoculadas con Trichoderma cepa CCECH-Pasaje, Plantas de

banano inoculadas con Trikofun y Plantas sin inocular respectivamente, no se observa el aparecimiento

de sintomas (estado 0) hasta los 64 dias de la evaluacion del ensayo.
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Figura 37-37: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para todos

los tratamientos.
Fuente: Valeria Flores

El Tratamiento 3 (T3) correspondiente a Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis las hojas sanas

(estado 0) permanecen hasta el dia 10 (dpi), y existe una evolucion de sintomas hasta los estados 3y 4.

En los tratamientos 4 (T4) y 5 (T5) que corresponden a Plantas de banano inoculadas con M. fijiensis y
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a las 72h después con Trichoderma cepa CCECH-Pasaje y Plantas de banano inoculadas con M.
fijiensis y a las 72h después con Trikofun respectivamente se presenta una evolucion de sintomas hasta
el estado 1 (hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracion rojiza por el envés y sin sintomas
por el haz). Y en el tratamiento 6 (T6) (Plantas de banano (cv. ‘Williams” (Musa AAA)) inoculadas
con componentes de la formulacion de Trikofun (sin Trichoderma) se produce una evolucion de
sintomas hasta estado 2. En las plantas donde se aplico Trichoderma cepa CCECH-Pasaje, Trikofun y
plantas sin inocular el TDE y el TDS no pudieron ser calculadas (> 64 dpi) ya que existié la ausencia

de sintomas caracteristicos durante todo el ensayo.

Los resultados descritos coinciden con Castro et. al. 2014, quien comprob6 que la aplicacion foliar de
una cepa nativa de Trichoderma tuvo efecto sobre las variables epifitiol6gicas Tiempo de evolucion de
los sintomas (TES) y tiempo de desarrollo de la enfermedad (TDE) en plantas de banano inoculadas

artificialmente con M. fijiensis.

Indicando que el periodo de incubacion coincidi6 con el control donde los primeros sintomas
puntiformes aparecieron en el envés de las hojas a los 14 dpi. Sin embargo, se constaté una reduccion
en la frecuencia de aparicion de los sintomas. Solo el 13,3% de las plantas presentaban sintomas con
respecto al 47,0% en el control. Posteriormente, en las hojas donde se aplicé el agente bioldgico no se
observo el desarrollo de los sintomas hasta los estados de mancha necrética (estados 4 y 5 de la escala
propuesta por Alvarado-Capo et al. Al término del experimento (64 dpi) cuando las hojas inoculadas
con el patdgeno en el tratamiento control alcanzaban los estados 4 y 5y el TES era de 50 dpi y el TDE
de 64 dpi, en las plantas donde se aplicé Trichoderma estas variables no pudieron ser calculadas (> 64
dpi) . Los sintomas no sobrepasaron el estado 3 (manchas de contornos regulares o irregulares de color

pardo rojizas por el haz).

Otros autores han informado del efecto inhibitorio de microorganismos o sus filtrados de cultivo en el
desarrollo de sintomas ocasionados por M. fijiensis en banano en ensayos en casa de cultivo. Entre los
factores a considerar estan la cepa y el momento de aplicacion. Por ejemplo, Arzate et al. evaluaron
varias cepas de Trichoderma y comprobaron que dos cepas redujeron la infeccion ocasionada por el
patdgeno. Por su parte, Cruz-Martin et al. aplicaron en casa de cultivo filtrados de cultivo de cepas
bacterianas después de la inoculacion de M. fijiensis y mostraron evidencias de control del patdgeno

con una reduccion del nimero de lesiones necroticas.
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En los ultimos afos, investigaciones realizadas con Trichoderma, han mostrado entre sus distintos
modos de accion que, la induccion de resistencia juega un papel fundamental en el control de plagas y
enfermedades en varios cultivos de importancia econdmica (Harman 2006; Benitez et al 2004; Howell
2003). Dentro de este género, sobresale la especie harzianum, la cual ha mostrado un efecto en el
control de enfermedades mediante induccion de resistencia. En el caso del cultivo de banano (en
trabajos de investigacion realizados en el CATIE), cuando este endofitico fue inoculado en la raiz de la
planta, en presencia de un sustrato de broza de café, mostré una induccién de resistencia para el control
de M. fijiensis tanto a nivel de invernadero como en campo con reducciones importantes en el control
de la Sigatoka negra comparado con el testigo (Gutiérrez 1996; Camacho 1997). En frijol, este mismo
endofitico, indujo resistencia para el control de Botrytis cinerea, reduciendo en un 42% el area foliar
afectada y disminuyendo el nimero de lesiones causado por este patdgeno (Bijirimana et al. 1997). En
tomate, mostré 3 meses después de su inoculacion en la raiz de la planta, induccién de resistencia
contra Alternaria solani, reduciendo en un 80% los sintomas de la enfermedad (Seaman 2003),
mientras que en maiz, la respuesta de proteccion se evidencio 14 dias después de su inoculacién en la
raiz de la planta, reduciendo en un 44% el dafio de la enfermedad causada por Colletotricum

graminicola (Harman et al. 2004).

Los modos de accion de Trichoderma: competencia por nutrientes y espacio en la rizosfera, antibiosis,
micoparasitismo e induccién de resistencia (Harman 2006; Benitez et al. 2004; Howell 2003). De
acuerdo a los modos de accién antes mencionados, estos mismos autores, coinciden en adjudicar a
ciertos aislados especializaciones para un modo de accion en particular; de tal manera que, si un
determinado aislado, es exitoso como promotor de crecimiento, este mismo, no necesariamente
funciona eficientemente como controlador bioldgico o inductor de resistencia. Lo anterior,

posiblemente se debe a la inversion en el costo energético para optimizar una respuesta en particular.
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CAPITULO IV

4. IMPACTOS

4.1. Propuesta para la solucion del problema

El problema de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en los cultivos de banano es la
mas seria a nivel mundial debido a las grandes pérdidas que causa en la produccion, este hongo ataca
las hojas, reduce la capacidad fotosintética de la planta, estima la maduracién precoz, dafiando la
calidad de la fruta. Cuando la produccion de banano se realiza con fines de exportacion, se hace
indispensable mantener el follaje libre de la enfermedad, aspecto que se logra parcialmente con la
aplicacién de fungicidas protectantes y sistémicos (Patifio, 2003), lo que representa un costo anual de

cerca de 350 millones de dolares para América Latina (Peléez et al., 2006.).

El control mediante quimicos no solamente causa problemas econémicos sino también ambientales.
Por lo que es necesario desarrollar nuevas alternativas de control mediante la utilizacion de productos a
base de extractos naturales que genere resistencia, estimule el crecimiento y que sean econémicamente

atractivos para los agricultores.

En esta investigacion se propone la utilizacion de biofungicidas a base Trichoderma, ya que como
agente de biocontrol es preventivo, en caso de ataque la planta esta preparada y protegida para impedir
algin tipo de accion flngica. Esto ayuda a proporcionar un mayor rendimiento de los cultivos,

mejorando la calidad de la fruta.

La produccion y la comercializacion de productos a base de Trichoderma son muy importantes pues
nos conduce a una agricultura limpia en el que se considera el cuidado al medio ambiente y la salud de
las personas, evitando el uso de agroquimicos y promoviendo al consumo de productos organicos por

ser méas sanos y saludables.

Los casos de intoxicacion, malformaciones congénitas, otras enfermedades y trastornos producidos
como consecuencia del uso indiscriminado de sustancias quimicas en cultivos, han logrado que la

agricultura organica tome mayor importancia en nuestros tiempos.
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En el Ecuador este tipo de agricultura va tomando gran acogida entre los productores que la ven como

una fuente rentable de ingresos.

La CORPEI mostro para el 2004 la proyeccion de la Agricultura Orgénica y su creciente mercado en el
pais. En el 2004 la produccion organica ascendia a 31793 ha de las cuales 4076 ha estaban en proceso
de certificacion. Este estudio mostraba que la mayor cantidad de hectareas dedicadas a la agricultura
organica eran para Banano (Musa acuminata) y Orito(Musa acuminata AA), seguidas del Cacao

(Theobromacacao L), Café (Coffea arabica L) y Palma Africana (Elaeis guineensis).

4.2. Costos de implementacion de la propuesta

Cuadro 11-12 .Costos Tratamiento Quimico

PRODUCTOS DOSIS USD/APLICACION NUMERO 3 TOTAL
(mL/ha) | (Kg/ha) APLICACIONES/ANO

Folicur 400 33.02 6 198.12
Tilt 400 18.72 5 93.60
Strike 400 14.04 5 70.20
Oxitane 1.0 9.62 4 38.48
Pilarben 0.280 8.55 4 34.20
Amistar 0.125 34.39 5 171.95
Benocor 0.280 7.46 4 29.84
TOTAL 33 636.39

*Aplicaciones cada 15 dias y 9 interciclos.
Fuente: Valeria Flores

Cuadro 12-12: Costos Tratamiento Biol6gico

PRODUCTOS DOSIS USD/APLICACION NUMERO TOTAL
(mL/ha) | (Kg/ha) APLICACIONES/ANO

Trikofun 2000 12.83 33 423.39

TOTAL 33 423.39

Fuente: Valeria Flores

De acuerdo al anélisis de costos el Tratamiento Quimico tendria un valor de 636.39 USD/afio/ha ya
que se ocupan varios productos con 33 aplicaciones (una cada 15 dias y 9 interciclos), mientras que el
Tratamiento biologico tendria un valor de 423.39 USD ya que solo ocupa un producto con un valor de
12.83 USD por litro, lo que nos da una diferencia de 213,00 USD entre tratamientos, lo que involucra
una reduccion de los costos del control fitosanitario en un porcentaje del 30% menos frente a un

manejo convencional con productos quimicos.
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4.3. Beneficios que aporta la propuesta

Al aplicar productos a base de Trichoderma a mas de obtener productos orgénicos, permite el cuidado
del ambiente evitando la contaminacion del suelo ya que al poner en préctica este tipo de agricultura
permitimos el enriquecimiento del suelo beneficiando a la microflora y microfauna propiciando

sistemas mas estables.

En muchas zonas agricolas es un gran problema la contaminacién de aguas subterraneas debido a la
utilizacién de agroquimicos y fertilizantes mientras que en la agricultura orgéanica se sustituye este tipo
de plaguicidas sintéticos por abonos naturales como el compost y el estiércol animal, mejorando las

capacidades para retener los nutrientes reduciendo el peligro de contaminacion de aguas subterraneas.

La agricultura organica reduce la utilizacion de energia no renovable al disminuir la necesidad de
sustancias agroquimicas (cuya produccion requiere una gran cantidad de combustibles fosiles). La
agricultura orgéanica contribuye a mitigar el efecto de invernadero y el calentamiento del planeta
mediante su capacidad de retener el carbono en el suelo. Muchas précticas de gestion utilizadas por la
agricultura organica (como la labranza minima, la devolucién de los residuos de las cosechas al suelo,
la utilizacion de cubiertas vegetales y las rotaciones, asi como la mayor integracion de leguminosas que
contribuyen a la fijacion del nitrégeno), incrementan la devolucion de carbono al suelo, lo que eleva la

productividad y favorece el almacenamiento de carbono.

Los agricultores organicos son guardianes de la biodiversidad a la vez que la utilizan, en todos los
niveles. En el plano de los genes, prefieren las semillas y las variedades tradicionales y adaptadas, por
su mayor resistencia a las enfermedades y a las presiones del clima. En el plano de las especies,
diversas combinaciones de plantas y animales optimizan los ciclos de los nutrientes y la energia para la
produccion agricola. En cuanto al ecosistema, mantener zonas naturales dentro y alrededor de los
campos de cultivo, asi como que no se utilicen insumos quimicos, propician un hébitat adecuado para
la flora y la fauna silvestres. La utilizacion frecuente de especies subutilizadas (a menudo como
cultivos de rotacion para restablecer la fertilidad del suelo) reduce la erosién de la agrobiodiversidad y
crea una reserva de genes mas sana, que es la base de la futura adaptacion. Al proporcionarse
estructuras que ofrecen alimento y abrigo, y al no utilizarse plaguicidas, se propicia la llegada de
especies nuevas (de tipo permanente o migratorio) o que otras anteriores vuelvan a colonizar la zona
orgénica, especies de flora y de fauna -como algunas aves- y organismos benéficos para el sistema

organico, como polinizadores y depredadores de las plagas.
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CONCLUSIONES

o Se recolectaron muestras de suelo de las cuales se aislo y purifico el antagonista Trichoderma y
se recolectaron también hojas de banano que presentaron sintomas de la enfermedad, de las cuales se

aislo y purifico al agente causal Mycosphaerella fijiensis Morelet.

o De las 10 cepas aisladas de Trichoderma se identificé molecular y morfol6gicamente de las
cualesel 30% pertenecen a T. harzianum, el 30% a T. pseudokoningii, el 20% a T. viride, el 10% a T.
koningii y el 10% a T. longibranchiatum.

o Se identificé morfoldgicamente 1 cepa de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

o A nivel de invernadero los Tratamientos 1 (T1), 2 (T2) y 7(T7), correspondientes a Plantas de
banano inoculadas con Trichoderma cepa Pasaje, Plantas de banano inoculadas con Trikofun y Plantas
sin inocular respectivamente, no se observa el aparecimiento de sintomas (estado 0) hasta los 64 dias
de la evaluacion del ensayo, el Tratamiento 3 (T3) correspondiente a Plantas de banano inoculadas con
M. fijiensis las hojas sanas (estado 0) permanecen hasta el dia 10 (dpi), y existe una evolucion de
sintomas hasta los estados 3 y 4, el Tratamiento 4 (T4) que corresponde a Plantas de banano
inoculadas con M. fijiensis y a las 72h después con Trichoderma cepa CCECH-Pasaje se presenta una
evolucion de sintomas hasta el estado 1 (hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracién rojiza
por el envés y sin sintomas por el haz), En el tratamiento 5 (T5) que corresponde a Plantas de banano
inoculadas con M.fijiensis y a las 72h después con Trikofun se presenta una evolucion de sintomas
hasta el estado 1 (hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracién rojiza por el envés y sin
sintomas por el haz), el tratamiento 6 (T6) (Plantas de banano inoculadas con componentes de la

formulacion de Trikofun (sin Trichoderma) se produce una evolucién de sintomas hasta estado 1.
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RECOMENDACIONES

o En toda la cadena de produccién de bioformulados a base de hongos antagonistas y

entomopatdgenos se debe efectuar los controles necesarios de calidad para garantizar el producto final.

o Valorar el uso de hongos del género Trichoderma sp. especialmente Trichoderma harzianum
en el biocontrol fitopatol6gico de otras especies vegetales ya que es el de mayor capacidad antagdnica
en pruebas a nivel de laboratorio.

o Se recomienda utilizar y difundir la propuesta que se ha generado en esta investigacion, con la
finalidad de aprovechar al maximo los microorganismos benéficos con los que cuenta nuestro pais y
sus diferentes mecanismos de accion dentro de la agricultura, que servird como base para la
implementacion de tecnologias en la produccion de bioformulados a base de Trichoderma, para

mantener el cuidado del ambiente y salud humana alcanzando la tan anhelada agricultura sustentable.

o Se deben realizar capacitaciones pertinentes a los agricultores tanto: sobre las ventajas
que proporciona el uso de biocontroladores como alternativa diferente para el control de las
principales enfermedades de sus cultivos; asi como de los cuidados que se debe tener en

cuenta al momento de manipular productos bioldgicos.
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ANEXOS

Anexo A: Caracteristicas de los conidios de 10 cepas de Trichoderma sp.

CODIGO Y SITIO
DE
RECOLECCION

ESPECIE

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV

CCECH-TIM
Hcda. Grupo Marln

CCECH-M11
Hcda. Lilita

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly

CONIDIOS
Forma Longitud Ancho Relacién Ornamentacion Pigmentacion
pm pm L/A
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CCECH-M18
La lzquierda

CCECH-Jul3
Carretera

CCECH-Ju27
Hcda. Los Angeles

CCECH-T5
Agricola El Rosario

CCECH-THSL

San Lorenzo

CCECH-Ca36-3




Hcda.Agricola del
Pacifico

Fuente: Valeria Flores
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Anexo B: Caracteristicas de los conidioforos de 10 cepas de Trichoderma spp.

cODIGO Y
SITIO DE

RECOLECCION

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV

CCECH-TIM
Hcda. Grupo

Marun

CCECH-M11
Hcda. Lilita

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly

CCECH-M18
La lzquierda

CCECH-Ju 13
Carretera

CCECH-Ju 27

Hcda. Los Angeles

ESPECIE

CONIDIOFOROS

Pelos estériles
derivados de

conidiéforos o

pustula

Pelos fértiles
derivadas de
conidiéforos o

pustula
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Pustulas

Conidios secos 0
mantenidos en

gotas de liquido

claro




CCECH-T5
Agricola El
Rosario

CCECH-THSL

San Lorenzo

CCECH-Ca36-3
Hcda.Agricola del

Pacifico

Fuente: Valeria Flores
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Anexo C: Caracteristicas de las fialides de 10 cepas de Trichoderma spp.

CODIGO- FIALIDES
SITIO DE _ __ _ _ _
RECOLEC Longitud Fialides Punto Base pm | Soporte Relacion entre | Relacion entre la | Relacion entre la
CION Y pHm proliferantes | medio cellular la longitud y el | longitud y el apoyo | parte méas ancha
pm punto mas | a la célula dela anchura de
ESPECIE )
ancho apoyo de células

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV T.

harzianum

CCECH-TIM
Hcda. Grupo
Mardn T.

koningii

CCECH-M11
Hcda. Lilita T.

pseudokoningii

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly
T.viride

CCECH-M18
La Izquierda

T. harzianum
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CCECH-Ju 13
Carretera

T.
longibrachiatu

m

CCECH-Ju 27
Hcda. Los
Angeles

T. viride

CCECH-T5
Agricola El
Rosario

T.

Pseudokoningii

CCECH-THSL
San Lorenzo
T.

Pseudokoningii

CCECH-Ca36-
3
Hcda.Agricola
del Pacifico

T. harzianum

Fuente: Valeria Flores
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Anexo D: Caracteristicas de las clamidosporas de 10 cepas de Trichoderma spp.

CODIGO Y SITIO DE

RECOLECCION

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV

CCECH-TIM
Hcda. Grupo Marun

CCECH-M11
Hcda. Lilita

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly

CCECH-M18
La lzquierda

CCECH-Jul3
Carretera

CCECH-Ju27
Hcda. Los Angeles

CCECH-T5
Agricola El Rosario

ESPECIE

CLAMIDOSPORAS

Presencia
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Ancho pm

Forma




CCECH-THSL

San Lorenzo

CCECH-Ca36-3

Hcda.Agricola del Pacifico

Fuente: Valeria Flores
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Anexo E: Caracteristicas medio de cultivo de 10 cepas de Trichoderma spp

CODIGO Y SITIO
DE
RECOLECCION

ESPECIE

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV

CCECH-TIM
Hcda. Grupo Marln

CCECH-M11
Hcda. Lilita

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly

CCECH-M18

La lzquierda

CCECH-Jul3
Carretera

CCECH-Ju27
Hcda. Los Angeles

CCECH-T5

Agricola El Rosario

CCECH-THSL

MEDIO DE CULTIVO

El radio de la
colonia en PDA en
la oscuridad a
30°C después de
72 h.

El radio de la
colonia en PDA en
la oscuridad a
35°C después de
72 h.
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El radio de
la colonia en
SNAen la
oscuridad a
35°C
después de
72 h.

Olor

Crecimiento sobre
PDA a 40 °C.




San Lorenzo

CCECH-Ca36-3
Hcda.Agricola del
Pacifico

Fuente: Valeria Flores
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Anexo F: Caracteristicas de las ascosporas de 10 cepas de Trichoderma spp.

CODIGO Y
SITIO DE

RECOLECCION

ESPECIE

CCECH-Pasaje
Hcda. Pio IV

CCECH-TIM
Hcda. Grupo

Marin

CCECH-M11
Hcda. Lilita

CCECH-Tung
Hcda. Kimberly

CCECH-M18

La Izquierda

CCECH-Ju13
Carretera

CCECH-Ju27
Hcda. Los
Angeles

CCECH-T5
Agricola El

Rosario

ASCOSPORAS

Forma

Color

Distal longitud
parcial

ascosporas
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Anchura parcial

ascosporas Distal

Proximal longitud Proximal anchura

parcial ascosporas parcial ascosporas




CCECH-THSL

San Lorenzo

CCECH-Ca36-3
Hcda.Agricola del
Pacifico

Fuente: Valeria Flores
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Anexo G: Ritmo de Crecimiento Radial para Trichoderma en mm a las 24 y 48 horas.

0 Horas 24 Horas 48 Horas
Caodigo R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
2,00 2,00 2,00
12,00 13,75 17,50 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00
19,50 19,50 19,50 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00
19,50 23,00 20,50 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00
23,50 21,50 22,50 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00
17,00 19,50 18,25 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00 23,00 21,50 21,00 45,00 43,50 45,00
2,00 2,00 2,00 45,00 44,00 44,50
25,75 25,00 24,00
2,00 2,00 2,00 45,00 45,00 45,00
22,00 25,00 22,50
2,00 2,00 2,00
13,75 16,75 13,75 45,00 45,00 45,00
2,00 2,00 2,00 45,00 44,00 44,50
24,00 22,67 23,00

Fuente: Valeria Flores
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Anexo H: Antagonismo de Trichoderma Vs. Mycosphaerella fijiensis a las 24 horas.

Trichoderma Micosphaerella fijiensis
Cddigo Trichoderma R1 R2 R3 R1 R2 R3
CCECH-Ju27 20,67| 17,66 18,66 2 2 2
CCECH-M11 18,66 | 19,33 18,66 2 2 2
CCECH-THSL 14,66 | 13,66 13,66 2 2 2
CCECH-TIM 14 15 16 2 2 2
CCECH-T5 12,66 13 12,66 2 2 2
CCECH-Pasaje 12,66 13,33 14,33 2 2 2
CCECH-Tung 19| 15,33 17,33 2 2 2
CCECH-Ca 36-3 18,33| 17,33 15,33 2 2 2
CCECH-M18 11,66 11,33 10 2 2 2
CCECH-Ju13 1433 16,33 19,33 2 2 2

Anexo I: Antagonismo de Trichoderma Vs. Mycosphaerella fijiensis a las 48 horas.

Trichoderma

Micosphaerella fijensis

Cddigo Trichoderma R1 R2 R3 R1 R2 R3
CCECH-Ju27 44 41,33 45 6,66 11,67 10
CCECH-M11 40,66 48,66 | 42,39 14 12 12,33
CCECH-THSL 31 34 30,66 11,66 10,66 10
CCECH-TIM 40,33 44,66 43 9,33 12,66 10
CCECH-T5 40,66 46,66 40,33 9 11 9,66
CCECH-Pasaje 46,66 56,33 51,49 5 11,33 11
CCECH-Tung 45,61 42,66 44,33 11 13,33 9,33
CCECH-Ca 36-3 51,66 49,66 50,66 12,66 12 9,33
CCECH-M18 33,33 32,33 34 12,33 11,33 13
CCECH-Ju13 36,33 44,66 46 11,33 10 11
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Anexo J: Antagonismo de Trichoderma Vs. Mycosphaerella fijiensis a las 72 horas.

Trichoderma Micosphaerella fijensis

Cddigo Trichoderma R1 R2 R3 R1 R2 R3
CCECH-Ju27 50,66| 52,66 54,66 14,33 16 12,67
CCECH-M11 53,33| 58,66 56 16,33 19 18,66
CCECH-THSL 47,66 43| 45,33 21,33 20,66 20
CCECH-TIM 53,66 59| 58,33 13,66 16 17
CCECH-T5 61,66| 62,33 56 17,66 15 16,33
CCECH-Pasaje 65,33| 61,66 63,33 13,33 10,33 11,33
CCECH-Tung 63,33| 52,66 58 15,66 14,33 16
CCECH-Ca 36-3 64,33 63 63,5 17,33 18 16,66
CCECH-M18 49,66| 44,33 42 18,33 16,67 18,66
CCECH-Jul3 54| 59,33 55 18,33 15 18,33
Fuente: Valeria Flores
Anexo K: Antagonismo de Trichoderma vs. Mycosphaerella fijiensis a las 96 horas.

Trichoderma Micosphaerella fijensis

Cédigo Trichoderma R1 R2 R3 R1 R2 R3
CCECH-Ju27 59,66 60| 60,66 15,49 17,33 13,66
CCECH-M11 59| 58,66| 57,67 16,33 19,33 19,66
CCECH-THSL 52 53 53 26 21,33 23,67
CCECH-TIM 56,33| 59,66 61 15,66 17 18,33
CCECH-T5 62,33 64| 62,33 18,33 15,33 17,66
CCECH-Pasaje 66,33| 63,66 58,33 14 11 13
CCECH-Tung 67,33| 58,33| 60,66 16,66 15,33 16,33
CCECH-Ca 36-3 65,33| 63,33 64 19,33 19 17
CCECH-M18 50| 45,66| 46,33 20,33 17 18,66
CCECH-Jul3 58,33| 59,33 57 20,66 18 20,66

Fuente: Valeria Flores
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Anexo L: Antagonismo de Trichoderma Vs. Mycosphaerella fijiensis a las 120 horas.

Trichoderma Micosphaerella fijensis
Caodigo Trichoderma R1 R2 R3 R1 R2 R3
CCECH-Ju27 60 64 61,33 16,33 17,66 15
CCECH-M11 60,33 58,67 58,33 17,33 19,33 20,33
CCECH-THSL 57 53 55,66 26,67 22,33 24
CCECH-TIM 60,66 62 62,33 16,33 17,33 19
CCECH-T5 63,67 66 64 18,33 16,33 18
CCECH-Pasaje 66,67 64,66 59,33 15,33 11 14
CCECH-Tung 67,33 60,66 61,33 17,66 15,33 18,33
CCECH-Ca 36-3 66,33 64 65,33 20,33 20,33 19
CCECH-M18 50 50,66 51,33 21,67 18,33 20,33
CCECH-Ju13 61 61 59,33 21 21,33 21,66

Fuente: Valeria Flores

Anexo M: Recuento de esporas en la camara de Neubauer del bioformulado liquido almacenado

a4°C
BIOFORMULADO LIiQUIDO (UPC/ml) UPC/ml
DIA R1 R2 R3 R4 X log
0 2.05X10° | 2.15X10° 2.10 X 10° 2.10 X 10° 2.10 X 10° 9.32
3 225X 10° | 2.20X10° 2.20 X 10° 2.15 X 10° 2.20 X 10° 9.34
6 240X 10° | 2.35X10° 2.40 X 10° 2.45 X 10° 2.40 X 10° 9.38
9 255X 10° | 2.50 X 10° 2.60 X 10° 2.55 X 10° 2.55 X 10° 9.41
12 [295X10° |290X10° 2.90 X 10° 2.85 X 10° 2.90 X 10° 9.46
15 [3.00X10° |3.05X10° 3.05 X 10° 3.00 X 10° 3.03 X 10° 9.48
18 [3.00X10° |[295X10° 3.15 X 10° 2.95 X 10° 3.01 X 10° 9.48
21 [3.00X10° |3.06X10° 3.05 X 10° 3.00 X 10° 3.03 X 10° 9.48
24 [295%X10° | 3.00X10° 3.15 X 10° 2.95 X 10° 3.01 X 10° 9.48
27 [3.00Xx10° |290X10° 2.95 X 10° 2.90 X 10° 2.94 X 10° 9.47
30 [270x10° |275X10° 2.80 X 10° 2.75 X 10° 2.75 X 10° 9.44
45 [225X10° |220X10° 2.20 X 10° 2.25 X 10° 2.23 X 10° 9.35
60 |[145X10° |1.40X10° 1.45 X 10° 1.45 X 10° 1.44 X 10° 9.16

Fuente: Valeria Flores
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