UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

REPUBLICA DEL ECUADOR

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y
POSGRADO

FACULTAD DE POSGRADOS

INFORME DE INVESTIGAC!ON
PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE:

MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:

EFECTO ANTAGONICO IN VITRO DE MICROORGANISMOS
EFICIENTES FRENTE AL HONGO (CURVULARIA PETERSONII)
CAUSANTE DE LESIONES FOLIARES EN CANA DE AZUCAR

Autores:
ROMERO SANDOVAL BORIS LENIN

SANCHEZ SANDOVAL CARLOS ENRIQUE

Director:

MV. VERA RODRIGUEZ JOSE HUMBERTO., MG.

Milagro, 28 de septiembre de 2024

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Derechos de autor

Sr. Dr.

Fabricio Guevara Viejo

Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Nosotros, Romero Sandoval Boris Lenin y Sanchez Sandoval Carlos Enrique
en calidad de autores y titulares de los derechos morales y patrimoniales de este
informe de investigacion, mediante el presente documento, libre y voluntariamente
cedo los derechos de Autor de este proyecto de desarrollo, que fue realizada como
requisito previo para la obtencion de nuestro Grado, de Magisteren Biotecnologia,
como aporte a la Linea de Investigacion Agrobiotecnologia de conformidad con
el Art. 114 del Codigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos,
Creatividad e Innovacion, concedemos a favor de la Universidad Estatalde Milagro
una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercialde la
obra, con fines estrictamente académicos. Conservamos a nuestro favor todos los

derechos de autores sobre la obra, establecidos en la normativa citada.

Asi mismo, autorizamos a la Universidad Estatal de Milagro para que realice la
digitalizacion y publicacion de este Informe de Investigacion en el repositorio
virtual,de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de

Educacion Superior.

Los autores declaran que la obra objeto de la presente autorizacion es original en
su formade expresion y no infringe el derecho de autor de terceros, asumiendo la
responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta

causa y liberando a la Universidad de toda responsabilidad.

Milagro, 28 de septiembre de 2024

i CARLOS ENRT QLE
% SA

NCHEZ SANDOVAL
= @
Romero Sandoval Boris Lenin Sanchez Sandoval Carlos Enrique
Cl: 0705163723 Cl: 0706678869

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Aprobacién del director del Trabajo de Titulacién

Yo, José Humberto Vera Rodriguez en mi calidad de director del trabajo de
titulacion, elaborado por Romero Blanco Rosa Liliana'y Sandoval Endara Ingrid
Lourdes , cuyo tema es Efecto antagénico in vitro de microorganismos
eficientes frente al hongo (Curvularia petersonii) causante de lesiones
foliares en cafia de azUucar que aporta la Linea de Investigaciéon
Agrobiotecnologia, previo a la obtencion del Grado Magister en biotecnologia,
Trabajo de titulacion que consiste en una propuesta innovadora que contiene, como
minimo, una investigacion exploratoria y diagnostica, base conceptual,
conclusiones y fuentes de consulta, considero que el mismo reune los requisitos y
méritos necesarios para ser sometido a la evaluacion por parte del tribunal
calificador que se designe, por lo que lo APRUEBO, a fin de que el trabajo sea
habilitado para continuar con el proceso de titulacion de la alternativa de Informe

de Investigacion de la Universidad Estatal de Milagro.

Milagro, 28 de septiembre de 2024

do_el

£ HUVBERTO "VERA
GUEZ

José Humberto Vera Rodriguez
Cl: 131258756-9

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Aprobacién del tribunal calificador

UMIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO
CERTIFICACION DE LA DEFENSA

El TRIBUNAL CALIFICADOR previo a la obtencion del titulo de MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA, presentado por ING. ROMERO
SANDOVAL BORIS LENIN, ctorga al presente proyecto de investigacion denominado "EFECTO ANTAGONICO IN VITRO DE
MICROORGANISMOS EFICIENTES FRENTE AL HONGO (CURVULARIA PETERSONII) CAUSANTE DE LESIONES FOLIARES EN
LA CANA DE AZUCAR", las siguientes calificaciones:

TRABAJQ ESCRITO 54.53
SUSTENTACION 3599
PROMEDIO 94.53
EQUIVALENTE Muy Bueno

Fmaan sanchriicamasts gt

RIA FERMANDA
GARCES MONCAYOD

Msc GARCES MONCAYQ MARIA FERNANDA

PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL
o]
TVIANR LOREHA
TSANCHEZ VASQUEZ
Msc SARANGO ORTEGA YESSENIA BEATRIZ Ing. SANCHEZ VASQUEZ VIVIANA LOREMNA
VOCAL SECRETARIO/A DEL TRIBUNAL

H cdla. Universitaria Or. Rémule Minchala Murillo, www.unemi.edu.ec @UNE MIEcuacor
ke il = Wirgen de Fatima | [llin

E rectaradomiunemi el ec

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




DEDICATORIA

A Dios, el todopoderoso, creador de nuestra vida, sin suya ayuda
hubiese sido imposible cumplir con este importante logro

académico.

A nuestros queridos padres, por ser ese pilar fundamental en
nuestras vidas, y por otorgarnos los valores y principios
éticos y morales los cuales nos han sido muy Utiles para

nuestro desarrollo personal y formacion académica.

A nuestra grandiosa familia, que siempre estuvieron a nuestro
lado, dandome el apoyo moral necesario para culminar

este logro profesional.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Estatal de Milagro, Sistema de Postgrado y al
Programa de Maestria en Biotecnologia por darnos la
oportunidad de cursar esta nueva etapa académica, que

sin duda sera muy util en nuestro desarrollo profesional.

Al Mg. Vera Rodriguez José Humberto por brindarnos el
acompafiamiento académico respectivo, sin el cual
hubiese sido imposible poder culminar con esta

investigacion.

Al tribunal de sustanciacion por darnos las facilidades para la
exposicion de nuestro trabajo investigativo, y por las

sugerencias y aportes brindados al mismo.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Resumen

El estudio de hongos patdgenos en cafia de azucar es fundamental para proteger los
cultivos, desarrollando métodos de control mas efectivos. El estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto antagonico in vitro de microorganismos eficientes frente al
hongo Curvularia petersonii causante de lesiones foliares en cafia de azucar. Se
tomaron muestras de tejido vegetal con lesiones foliares en la cafia de azUcar variedad
ECU-08. Las muestras fueron procesadas el laboratorio de Microbiologia de la FACI-
UNEMI, donde fueron lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% durante
5 min. Dentro de una cabina de seguridad se cortaron las muestras en pedazos de 5
cm?y se tomaron muestras del tejido lesionado para inocular en placas con PDA e
incubar a 30°C durante 10 dias, para su posterior purificacion. Para el experimento se
plante6 evaluar el antagonismo mediante la confrontacion dual entre 4
microorganismos eficientes (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens y B. subitilis)
y una cepa patogena (C. petersonii), con 5 réplicas y sus respectivos controles durante
15 dias. Se realizo una caracterizacion macroscoépica y microscopica tanto a las cepas
patdgenas como antagonistas, tincion con azul de lactofenol para caracterizar los
hongos y tincidbn de Gram para observar las bacterias dentro de que grupo pertenecen
(Gram+, o Gram-). Ademas, la cepa patdgena fue caracterizada molecularmente
prestando los servicios de un laboratorio externo IDgen. Utilizado el Modelamiento
Matematico del Crecimiento Exponencial, para modelar el crecimiento de C. petersonii
en condiciones controladas y en presencia de antagonistas, se utiliza la ecuacion
diferencial logistica, las ecuaciones utilizadas para modelar las interacciones estan
basadas en el modelo de Lotka-Volterra para competencia. Los resultados indican que
todos los microorganismos antagonistas evaluados tuvieron un efecto inhibitorio sobre
C. petersonii, con variaciones en la magnitud de este efecto. La comparacion de las
tasas de crecimiento en ausencia y presencia de antagonistas permite concluir que
estos microorganismos pueden ser utilizados como agentes de biocontrol efectivos
contra C. petersonii. Se sugiere investigar la efectividad de los microorganismos
antagonistas en condiciones de campo y su uso combinado con otros métodos

antifangicos para optimizar el biocontrol de C. petersonii.

Palabras Clave: Antago6nico, caracterizacion, in vitro, lesiones foliares,

microorganismos.
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Abstract

The study of pathogenic fungi in sugarcane is essential to protect crops by developing
more effective control methods. The aim of the study was to evaluate the in vitro
antagonistic effect of efficient microorganisms against the fungus Curvularia petersonii,
which causes leaf lesions in sugarcane. Samples of plant tissue with leaf lesions were
taken from the sugarcane variety ECU-08. The samples were processed in the
Microbiology laboratory of FACI-UNEMI, where they were washed and disinfected with
1% sodium hypochlorite for 5 min. Inside a safety cabinet, the samples were cut into 5
cm2 pieces and samples of the injured tissue were taken to inoculate on PDA plates
and incubate at 30°C for 10 days, for later purification. For the experiment, it was
proposed to evaluate the antagonism through dual confrontation between 4 efficient
microorganisms (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens and B. subtilis) and a
pathogenic strain (C. petersonii), with 5 replicates and their respective controls for 15
days. A macroscopic and microscopic characterization was carried out on both
pathogenic and antagonistic strains, lactophenol blue staining to characterize the fungi
and Gram staining to observe the group within which the bacteria belong (Gram+ or
Gram-). In addition, the pathogenic strain was molecularly characterized by providing
the services of an external laboratory IDgen. Mathematical Modeling of Exponential
Growth was used to model the growth of C. petersonii under controlled conditions and
in the presence of antagonists, the logistic differential equation is used, the equations
used to model the interactions are based on the Lotka-Volterra model for competition.
The results indicate that all antagonistic microorganisms evaluated had an inhibitory
effect on C. petersonii, with variations in the magnitude of this effect. The comparison
of the growth rates in the absence and presence of antagonists allows us to conclude
that these microorganisms can be used as effective biocontrol agents against C.
petersonii. It is suggested that the effectiveness of antagonistic microorganisms be
investigated under field conditions and their combined use with other antifungal

methods to optimize the biocontrol of C. petersonii.

Keywords: Antagonistic, characterization, in vitro, foliar lesions, microorganisms.
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Introduccion

La cafia de azucar es considerada uno de los productos més relevantes en América
Latina para la generacién de ingresos en varias naciones, desempefiando un papel
crucial en la economia agricola de Ecuador, no solo constituye un componente
esencial en las cadenas productivas agricolas, sino que también es el sustento de un
gran numero de familias, convirtiéndose en una fuente significativa de empleo y
generacion de ingresos para el sector agropecuario (Prado-Pérez de Corcho et al.,
2018).

El cultivo de la cafia de azucar enfrenta multiples desafios debido a diversos factores
agroecoldgicos y la presencia de numerosos patégenos, que provocan enfermedades
impactando tanto la produccion como la calidad industrial del producto (Blanco et al.,
2020). Estas enfermedades son particularmente preocupantes dado que la
propagacion comercial de la cafa se realiza de manera agamica, mediante "cafa
semilla”, facilitando la rapida diseminacion de enfermedades sistémicas (De la Fé
Isaac et al., 2020).

Tanto este cultivo de azucar como otros, se encuentran ante los efectos del cambio
climatico como el incremento de CO: atmosférico, cambios en los periodos
estacionales y ciclos inestable de tormentas y huracanes, los cuales se ven
influenciados en plagas que afectan los cultivos (Morales et al., 2021). Ademas, la
modificacidn en los patrones de precipitacion puede causar inundaciones repentinas
afectando negativamente el suelo, alterando los ciclos de las plagas y enfermedades,
ya que los patdégenos y vectores de enfermedades pueden proliferar bajo estas
condiciones climaticas, presentando desafios significativos para la sostenibilidad del

cultivo de cafa de azucar y otros productos agricolas (Garcia-Gonzalez et al., 2017).

Se han detectado diferentes afecciones vinculadas con las etapas del ciclo vegetativo
de la planta. Las principales enfermedades que afectan este cultivo son producidas
enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos, afectando
negativamente el crecimiento vegetal y el rendimiento del cultivo (Castro-Armijos et
al., 2017). Entre lo el grupo de hongos identificados estan el género Aspergillus,
Rhizopus, Penicillium, Curvularia y Fusarium (Ovalle & de Cengicafia, 2017). En la

region ecuatoriana, se ha identificado un complejo de especies patégenas en cultivos
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de cafia, provocando pérdidas de produccién de hasta un 50% (Iglesias, 2017).

Ultimamente, se ha evidenciado la aparicion de nuevas especies flngicas que
conllevan una amenazante preocupacién para los productores de cafia de azucar, lo
qgue ha impulsado a realizar investigaciones estratégicas al control y prevencion de
enfermedades en los cultivo (Salgado Garcia et al., 2014). Siendo asi, en Australia un
estudio demuestra la presencia de Curvularia petersonii a partir de muestras de
gramineas exoticas, este hongo es el responsable de provocar lesiones foliares en
cultivo de cafa de azulcar, este hallazgo marca el primer reporte de esta especie de
hongo, lo que enfatiza la importancia de identificar y comprender nuevos patégenos
en diferentes especies vegetales para desarrollar medidas méas efectivas de control
(Tan et al., 2018).

Curvularia es un género con numerosas especies de patdogenos y saprobios
asociados con plantas, humanos y animales (Almaguer et al., 2013). Ademas, se han
documentado especies de Curvularia en diversos sustratos como la atmosfera,
entornos acuaticos y el suelo (Guarro & de Hoog, 2015). La delimitacion de especies
dentro de este género basada Unicamente en la morfologia es compleja, ya que
muchas especies comparten caracteristicas similares y presentan dimensiones
conidiales superpuestas (Olivas-Peraza et al., 2022). El género Curvularia, tipificado
por C. lunata pertenece a la familia Pleosporaceae, orden Pleosporales (Hernandez-
Navarro et al., 2023). Las especies fitopatégenas pueden afectar pastos silvestres y
cultivos basicos como, maiz, arroz, trigo o sorgo, provocando pérdidas significativas

en la produccion agricola (lturrieta-Gonzalez et al., 2020).

La aplicacion de fungicidas como tiofanato metilico, carbendazim, oxicloruro de cobre
y mancozeb representa el método predominante en el manejo de fitopatégenos debido
a su alta efectividad y rapidez, derivadas de sus propiedades toxicas, a pesar de su
eficacia, la aplicacibn de estos fungicidas también conlleva efectos adversos
significativos sobre organismos no objetivo y el medio ambiente, comprometiendo asi
los equilibrios ecoldgicos y la biodiversidad (Chaves-Bedoya et al., 2013). Ademas, la
persistencia y acumulacion de residuos quimicos en el suelo y cuerpos de agua
pueden llevar a la contaminacion ambiental y la bioacumulacion en la cadena tréfica,
lo que implica riesgos para la salud humana y la fauna silvestre (Rodriguez Tassé et
al., 2019).
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Por lo tanto, es imprescindible explorar alternativas para el control de fitopatégenos
(Gamboa-Villa et al., 2020). Dentro del ambito del control biologico, el uso de
organismos antagonicos contra diversos fitopatégenos es un método comuan y los la
aplicacion de diversos microorgnismos tales como; Trichoderma spp, Pseudomonas
spp y Bacillus spp en los cultivos de cafia de azucar proporciona un enfoque
multifacético para mejorar la productividad y la resistencia a enfermedades, lo que

resulta en un cultivo mas sostenible y resiliente (Tejera et al., 2012).

Ante este contexto, la presente investigacion evalué el grado de antagonismo de
diferentes cepas de microorganismos sobre la cepa de Curvularia petersonii en

condiciones in vitro.
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del problema

La cafa de azucar es un cultivo de gran importancia econémica a nivel
mundial, sin embargo, es susceptible a diversas enfermedades que afectan
su desarrollo y productividad. Entre estas enfermedades, el hongo
Curvularia petersonii ha sido identificado como uno de los principales
causantes de lesiones foliares en las plantas de cafia de azlcar en el
cantén La Troncal, Ecuador. Estas lesiones pueden tener un impacto
significativo en la calidad y cantidad de la produccion de cafia de azucar, lo
gue afecta directamente la rentabilidad de los agricultores y la industria

azucarera.

Actualmente, se desconoce la presencia de C. petersonii en cafia de
azucar, por ende, no se conoce su medida de control, la misma que por la
forma convencional de manejo la realizarian principalmente mediante el
uso de fungicidas quimicos. Sin embargo, el uso excesivo de agroquimicos
puede tener efectos negativos en el medio ambiente y la salud humana,
ademas de generar resistencia en el hongo a largo plazo. Por lo tanto, es
necesario buscar alternativas mas sostenibles y respetuosas con el medio

ambiente para el control de esta enfermedad.

En este contexto, surge la necesidad de investigar el efecto antagonico in
vitro de microorganismos eficientes frente a C. petersonii. Estos
microorganismos podrian ser utilizados como agentes de control bioldgico,
es decir, aprovechando las interacciones naturales entre los
microorganismos y el hongo para inhibir su crecimiento y desarrollo. Sin
embargo, hasta el momento, existe una falta de conocimiento cientifico
sobre qué microorganismos podrian ser eficientes en esta tarea especifica.
Por lo tanto, esta tesis tiene como objetivo principal investigar y evaluar el
potencial de diferentes microorganismos para antagonizar a C. petersonii
in vitro, con el fin de proporcionar una base cientifica sélida para el
desarrollo de estrategias de control biol6égico mas efectivas y sostenibles

en los cultivos de cafa de azUcar.
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1.2 Delimitacion del problema.

La delimitacion del problema se centra en investigar el efecto antagénico in
vitro de microorganismos eficientes frente al hongo Curvularia petersonii,
con el objetivo de encontrar alternativas sostenibles y efectivas para el
control de las lesiones foliares en las plantas de cafia de azucar.

1.3 Formulaciéon del problema

¢, Cudl es el efecto antagonico in vitro de microorganismos eficientes frente
al hongo Curvularia petersonii, causante de lesiones foliares en las plantas

de cafa de azUcar?

1.4 Preguntas de investigacion

¢, Cuadl es el efecto antagonico in vitro de microorganismos eficientes contra

Curvularia petersonii en cafia de azucar?

¢,Cudles son los microorganismos mas eficientes en inhibir el crecimiento de

Curvularia petersonii in vitro?

¢,Cudl es el mecanismo de accion de los microorganismos eficientes contra

Curvularia petersonii?

¢,Cudl es la duracion del efecto antagénico de los microorganismos eficientes

contra Curvularia petersonii in vitro?

1.5 Determinacion del tema

El tema de la tesis propuesto es: "Efecto antagénico in vitro de
microorganismos eficientes frente al hongo (Curvularia petersonii) causante

de lesiones foliares en cafa de azlcar".

Este tema se centra en investigar el efecto antagdnico de microorganismos
eficientes contra el hongo Curvularia petersonii, el cual es responsable de
causar lesiones foliares en la cafia de azucar. El objetivo es estudiar como
estos microorganismos pueden inhibir el crecimiento del hongo in vitro y
determinar su mecanismo de accion, asi como la concentracion optima y la

duracion de este efecto antagonico.
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1.6 Objetivo general
Evaluar el efecto antagonico in vitro de microorganismos eficientes
(Trichoderma  asperellum, Trichoderma harzianum, Pseudomona
fluorescens y Bacillus subtilis,) frente al hongo (Curvularia petersonii)

causante de lesiones foliares en cafia de azUcar.

1.7 Objetivos especificos

% Realizar una caracterizacion morfolégica a los microorganismos
antagonicos (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens y B. subtilis) y

hongo patégeno C. petersonii.

% Confirmar la identidad del hongo C. petersonii mediante un analisis
molecular para el marcador ITS.

% Calcular la Tasas de Crecimiento de los microorganismos antagonicos y
patdgeno mediante un modelamiento matematico de Crecimiento

Exponencial.

1.8 Hipotesis
Al menos uno de los microorganismos antagonicos (T. asperellum, T.
harzianum, P. fluorescens y B. subtilis) tendra un efecto inhibitorio in vitro
sobre el hongo Curvularia petersonii causante de lesiones foliares en cafa

de azlcar.

1.9 Declaracion de las variables (operacionalizacidn)

Se detalla en la tabla 1 el cuadro de operacionalizacion de variables

Tabla 1. Tabla de operacionalizacion de variables.

Variables Conceptualizacion Dimension Técnica

Antagonismo entre T.

asperellum, T. harzianum, P.

. fluorescens y B. subtilis & C.  confrontacion dual En placa Petri
Independiente .
petersonii.
v Identidad de género. Morfologica Azul de Lactofenol

Dependiente
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v Identificacién molecular. Secuenciacion Barcoding ITS
Modelo de Lotka-
v Tasas de Crecimiento de Crecimiento Volterra
los microorganismos. Exponencial

1.10 Justificacion

La cafa de azucar es un cultivo de gran importancia econémica a nivel
mundial. Las lesiones foliares causadas por el hongo Curvularia petersonii
pueden tener un impacto significativo en la productividad y rentabilidad de

los cultivos de cafa de azUcar.

El control efectivo de enfermedades en los cultivos es esencial para
garantizar una produccion saludable y sostenible. La identificacion de
microorganismos eficientes que pueden antagonizar a C. petersonii brinda
una alternativa prometedora y respetuosa con el medio ambiente para el
control de esta enfermedad. Esto se debe a que el uso excesivo de
agroguimicos puede tener efectos negativos en el medio ambiente y la
salud humana, con la utilizacion de microorganismos eficientes como una
estrategia de control biolégico puede reducir la dependencia de los

agroguimicos y promover practicas agricolas mas sostenibles.

El hongo C. petersonii puede desarrollar resistencia a los fungicidas
utilizados comunmente en el control de enfermedades en la cafia de
azlcar. La busqueda de alternativas biolégicas, como los microorganismos
eficientes, puede ayudar a superar este problema y garantizar el control

efectivo de la enfermedad.

A pesar de la importancia econdmica de la cafia de azucar y las lesiones
foliares causadas por C. petersonii, existe una falta de investigacion
exhaustiva sobre el efecto antagénico in vitro de microorganismos
eficientes contra este hongo en particular. Esta tesis contribuira a llenar ese
vacio de conocimiento. Los resultados de esta investigacion pueden tener
implicaciones practicas directas en el manejo de enfermedades en los
cultivos de cafia de azlcar. Si se demuestra que ciertos microorganismos

son eficientes en el control de C. petersonii, se podrian desarrollar

productos biologicos que se utilicen en la agricultura.
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La identificacion de microorganismos eficientes que pueden antagonizar a
C. petersonii puede proporcionar informacion valiosa para el desarrollo de
variedades de cafia de azlcar mas resistentes a esta enfermedad. La cafa
de azlcar es un cultivo importante para la produccion de azlcar y otros
subproductos. La proteccion de los cultivos de cafia de azucar contra
enfermedades es crucial para garantizar la seguridad alimentaria a nivel

local y global.

Esta tesis puede fomentar el interés y la inversion en investigacion agricola
y en el desarrollo de soluciones sostenibles para el control de
enfermedades en los cultivos. El conocimiento generado a través de esta
investigacion puede ser utilizado por agricultores, investigadores y
tomadores de decisiones para mejorar la produccion agricola y la seguridad

alimentaria en general.

1.11 Alcancey limitaciones

1.11.1.Alcance

El efecto antagonico in vitro de microorganismos eficientes frente al hongo
Curvularia petersonii, causante de lesiones foliares en cafia de azlcar, ha
sido objeto de estudio en la investigacion cientifica. Los microorganismos
antagonistas, como bacterias, levaduras y hongos, tienen la capacidad de
ejercer un control biolégico sobre diferentes patdgenos, porque no incluir al

hongo C. petersonii.

Se ha demostrado que estos microorganismos antagonistas pueden inhibir
el crecimiento y desarrollo de hongos causante de las lesiones foliares en
diferentes tipos de cultivos, incluido en la cafia de azucar. Por ejemplo, se
ha observado que ciertas cepas de microorganismos como: Trichoderma
spp. y Bacillus spp. poseen un efecto inhibidor sobre el crecimiento de C.

petersonii.

Ademéas, se ha investigado el mecanismo de accion de estos
microorganismos antagonistas. Se ha encontrado que algunos de ellos

producen metabolitos secundarios, con efectos antifingicos,

antimicrobianos y enzimas, que podrian contribuir a su efecto antagénico
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contra C. petersonii.

Es importante destacar que estos estudios se han realizado principalmente
en condiciones de laboratorio, evaluando el efecto antagonico in vitro de los
microorganismos. Sin embargo, es necesario realizar mas investigaciones
para evaluar la eficacia de estos microorganismos en condiciones de
campo y determinar su viabilidad como estrategia de control biol6gico en la

produccién de cafia de azucar.

1.11.2.Limitaciones

El estudio del efecto antagdnico in vitro de microorganismos eficientes
frente al hongo Curvularia petersonii en la cafla de azucar podria
presentar algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta. A

continuacion, se mencionan algunas de estas limitaciones:

» La mayoria de los estudios se han realizado en condiciones de
laboratorio, evaluando el efecto antagonico in vitro de los
microorganismos. Es necesario realizar mas investigaciones en
condiciones de campo para evaluar la eficacia de estos

microorganismos en un entorno mas realista.

= Los resultados obtenidos en estudios in vitro pueden variar en
comparacion con los resultados en condiciones de campo. Las
interacciones entre los microorganismos, el hongo y el ambiente
pueden ser diferentes en un entorno natural, lo que puede afectar la

eficacia del control bioldgico.

= El efecto antagénico de los microorganismos puede variar
dependiendo de la cepa del hongo patdégeno. Algunos
microorganismos pueden ser eficientes contra ciertas cepas de
Curvularia petersonii, pero no contra otras. Por lo tanto, es
importante considerar la especificidad del control biolégico en

diferentes cepas del hongo.

= En un entorno natural, existen muchos factores que pueden influir

en la eficacia del control biol6gico, como las condiciones climéaticas,
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la presencia de otros microorganismos y la interaccion con otros
agentes de control, como pesticidas. Estos factores pueden afectar
la capacidad de los microorganismos antagonistas para controlar

eficazmente el hongo.

= Aunque los estudios in vitro pueden proporcionar informacion valiosa
sobre el efecto antagonico de los microorganismos, la aplicacion
practica de estos resultados puede ser desafiante. Es necesario
desarrollar métodos efectivos y practicos para la aplicacion de los
microorganismos en el campo, considerando factores como la dosis,

el momento de aplicacién y la viabilidad de los microorganismos.

= Algunos microorganismos eficientes pueden ser dificiles de obtener
y mantener en condiciones de laboratorio, lo que puede limitar su
uso en la aplicacion practica. Ademas, es posible que se requieran
condiciones especificas de cultivo y almacenamiento para mantener

la viabilidad y la eficacia de los microorganismos.

= Eluso continuo de los mismos microorganismos antagonistas puede
llevar al desarrollo de resistencia por parte del hongo patégeno. Esto
podria limitar la eficacia del control biologico a largo plazo y requerir

la busqueda de nuevos microorganismos o estrategias de control.

= La implementacién del control biolégico puede implicar costos
adicionales, como la produccibn y aplicacion de los
microorganismos, la capacitacién del personal y la adquisicion de
equipos e infraestructura necesarios. Estos costos pueden limitar la
viabilidad econdémica del control biol6égico en comparacion con otros

métodos de control.

= El control biolégico puede ser mas efectivo en pequefas areas o en
cultivos a pequefia escala. Sin embargo, puede ser mas dificil de
implementar en grandes extensiones de cultivo de cafia de azlcar.
La logistica y la viabilidad de aplicar los microorganismos a gran

escala deben ser consideradas.
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= Los microorganismos eficientes pueden tener un efecto limitado en
lesiones foliares avanzadas causadas por el hongo. En etapas
avanzadas de la enfermedad, es posible que se requieran otros
métodos de control, como el uso de fungicidas, para controlar

eficazmente la enfermedad.

= Las condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad y la
disponibilidad de nutrientes, pueden influir en la eficacia del control
bioldgico. Es importante considerar estas condiciones al evaluar la

eficacia de los microorganismos en el control de C. petersonii.

= La identificacion y seleccion de microorganismos eficientes puede
ser un proceso complejo y requiere de técnicas de laboratorio
especializadas. Ademas, la disponibilidad de informacién sobre la
eficacia de diferentes microorganismos puede ser limitada, lo que

dificulta la seleccion adecuada de los mismos.

= Los microorganismos antagonistas pueden interactuar con otros
organismos beneficiosos presentes en el suelo o en la planta, lo que
puede afectar su eficacia. Es importante considerar estas
interacciones al evaluar el efecto antagonico de los

microorganismos.

= La evaluacion de la eficacia del control biolégico puede ser un
desafio. Se requieren métodos de evaluacion precisos y confiables
para determinar el impacto de los microorganismos en la reduccion

de las lesiones foliares causadas por C. petersonii.

= La transferencia de tecnologia relacionada con el control biol6gico
puede ser limitada. La falta de conocimiento y capacitacion
adecuada en el uso de microorganismos puede dificultar su
adopcioén por parte de los agricultores y limitar su aplicacién en la

industria de la cafia de azUcar.

= En algunas situaciones, puede ser necesario combinar el control

bioldgico con otros métodos de control, como el uso de fungicidas.
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Sin embargo, la interaccion entre los microorganismos y los agentes
guimicos puede tener efectos impredecibles y limitar la eficacia del
control biologico.

» La estandarizacibn de los resultados obtenidos en diferentes
estudios in vitro puede ser un desafio. Las diferencias en los
métodos de investigacion, las cepas utilizadas y las condiciones de
cultivo pueden dificultar la comparacién y generalizacion de los

resultados.

= El control biologico puede tener una durabilidad limitada, ya que los
microorganismos antagonistas pueden tener una vida util limitada en
el campo. Es posible que se requieran aplicaciones repetidas para
mantener la eficacia del control biolégico a lo largo del tiempo.

= La produccion a gran escala de los microorganismos antagonistas
puede ser un desafio. Se requieren instalaciones y equipos
especializados, asi como técnicas de produccion eficientes, para
garantizar la disponibilidad y viabilidad de los microorganismos en

cantidades suficientes.

= La implementacion del control biolégico puede requerir recursos
adicionales, como mano de obra especializada, tiempo vy
financiamiento. La disponibilidad limitada de estos recursos puede
limitar la viabilidad y la adopcién del control biolégico en la

produccion de cafa de azulcar.

Es importante tener en cuenta estas limitaciones al desarrollar y aplicar
estrategias de control biolégico para el manejo de C. petersonii en la
cafa de azucar. Estas limitaciones resaltan la necesidad de
investigaciones adicionales y el desarrollo de enfoques integrados para

el control de enfermedades en los cultivos.
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CAPITULO II: Marco tedrico referencial

2.1 Antecedentes

El cultivo de cafa de azlcar (Saccharum officinarum) es uno de los cultivos
mas importantes a nivel mundial, en términos de superficie sembrada,
generacion de empleos, relevancia econdémica y su papel fundamental en
la produccion de azlcar y biocombustibles (Figueroa Rodriguez et al.,
2015). Sus residuos también son aprovechados por su alto contenido de
nutrientes, siendo asi Vera-Rodriguez et al., (2021); Vera Rodriguez,
(2022) realizaron un andlisis bromatologico a los residuos de la cafia de
azucar en la variedad CC8592 en base a materia seca encontrando los
siguientes resultados: La hoja verde 4.44% P.C., 1.46% grasa, 7.86%
ceniza, 34.17% fibra, 52.07% E.L.N., 32.69% MS total, 59.78% F.D.N.,
32.50% F.D.A., 4.39% L.D.A. y 4.44 Mcal/Kg E.B., con una degradacion del
69,51 %; La hoja seca contiene 2.88% P.C., 1.82% grasa, 10.86% ceniza,
40.84% fibra, 43.60% E.L.N., 86.68% M.S. total, 62.67% F.D.N., 39.42%
F.D.A.,5.24% L.D.A. y 4.30 Mcal/Kg E.B., con una degradacion del 62,08%;
El bagazo contiene 2.42% P.C., 1.40% grasa, 2.48% ceniza, 34.62% fibra,
59.08% E.L.N., 33.35% M.S. total, 68.03% F.D.N., 36.44% F.D.A., 7.10%
L.D.A.y 4.67 Mcal/Kg E.B. y con una degradacion del 58,13%, con un alto

aprovechamiento en la alimentacién animal (Vera et al., 2022).

En diversas regiones, la produccion de cafia de azucar se ve afectada por
una variedad de enfermedades fungicas que pueden reducir
significativamente el rendimiento (Pérez et al., 2018). Entre estas, las
lesiones foliares causadas por un nuevo hongo identificado recientemente
Curvularia petersonii, conocido por su capacidad para invadir los tejidos
foliares de la planta, causando manchas necréticas que pueden coalescer
y provocar la muerte del tejido afectado, representando un problema

significativo para grandes productores (Mourdo et al., 2017).

Segln Alvarez-Cabrera (2017), el interés en el control biolégico de

patégenos vegetales ha aumentado notablemente como respuesta a la

creciente preocupacion de la sociedad sobre el uso de agroquimicos en la
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agricultura. Tanto como; gobiernos, agricultores y consumidores de
productos agricolas de diferentes paises estan cada vez mas conscientes
de los problemas relacionados con los agros defensivos quimicos en el
sector agricola, como su impacto en la seguridad alimentaria, el medio

ambiente, los recursos naturales y la biodiversidad (Milian et al., 2018).

Desde el punto de vista de Villarreal-Delgado et al., (2018), el Manejo
Integrado de Plagas y Enfermedades (MIPE) es una alternativa crucial para
el desarrollo de una agricultura sostenible que garantiza la seguridad
alimentaria global, combinando métodos bioldgicos, culturales y quimicos
de forma complementaria. En el MIPE el uso de agentes de control
biol6gico (ACB) se destaca como una alternativa sustentable para mitigar
los efectos negativos de diversas enfermedades en la productividad y
calidad de los cultivos agricolas, disminuyendo la resistencia de
organismos fitopatdogenos y contaminacion de suelos y mantos acuiferos,
permitiendo la produccion de alimentos inocuos y reduccion de costos de

produccion agricola (Vidal Martinez et al., 2021).

En los ultimos afios, se ha documentado el efecto que ejerce una gran
diversidad de microorganismos rizosféricos en el control de patégenos
vegetales, ya que la rizésfera actia como la primera linea de defensa de la
planta contra estos organismos (Chulze, 2023). Este incidente a derivado
al estudio de varios mecanismos empleados por los ACB para inhibir el
crecimiento, desarrollo e infeccion de organismos fitopatdgenos en cultivos
agricolas de importancia econémica, entre estos mecanismos destacan; el
hiperparasitismo y predacién, asi como la produccion de compuestos de
bajo peso molecular, que afecta directamente el crecimiento del patégeno,
incluido antibiéticos, enzimas liticas, productos de residuos no regulados y
mecanismos indirectos por competencia de espacio y nutrientes (Vinchira-

Villarraga & Moreno-Sarmiento, 2019).

2.2 Contenido teérico que fundamenta la investigacion

2.2.1.Introduccion al uso de microorganismos beneficiosos

en la proteccion de cultivos
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EM es la abreviacion de Effective Microorganisms (Microorganismos
Eficaces, Efectivos o Eficientes), un cultivo mixto de
microorganismos benéficos naturales, presentes en ecosistemas
naturales y sin manipulacién genética, que son fisiolégicamente
compatibles entre si (Peralta-Antonio et al., 2019). Desde el punto
de vista de Feijoo (2016) al ser inoculados estos organismos Vvivos
en el medio natural, el efecto individual de cada microorganismo se
amplifica significativamente de manera sinérgica debido a su accion

en comunidad.

Tanya Morocho & Leiva-Mora (2019) resaltan que la creciente
demanda de alimentos obliga a los productores a buscar métodos
para acelerar los procesos de germinacion, crecimiento y
produccion. El enfoque mas comunmente utilizado es el quimico, el
cual, aunque es efectivo en el corto plazo, puede ocasionar dafios
significativos a los suelos y, potencialmente, a los consumidores
finales, originando consecuencias negativas como; degradacion del
suelo, la pérdida de biodiversidad y la acumulacion de residuos
guimicos en los productos alimenticios, causando riesgo en la salud

humana (Guzman-Bejarano et al., 2020).

De acuerdo con Ferral Manresa et al (2019), es esencial considerar
métodos alternativos y sostenibles, como la aplicacion de
microorganismos eficaces (EM), que pueden mejorar la salud del
suelo y la calidad de los cultivos sin los efectos adversos asociados

con los productos quimicos.

Es por ello que surge la necesidad de emplear mecanismos
biolégicos, como el uso de microorganismos, en el proceso de
germinacién, como estimulantes foliares y en el tratamiento de
plagas y enfermedades, en lugar de los métodos quimicos
tradicionales (Reinaldo, 2020). Esta estrategia no solo mejora la
calidad de los alimentos, beneficiando asi la salud del consumidor,

sino que también reduce la contaminacion del suelo y el aumento del

rendimiento econémico del productor, ya que estos métodos son
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menos costosos comparados con la inversion necesaria para los

fertilizantes quimicos (Calero-Hurtado et al., 2018).

Calero-Hurtado et al., (2018) plantea que, las condiciones actuales
de contaminacion y el excesivo empleo de sustancias quimicas
sintéticas han conducido al aumento de microorganismos
regeneradores, una manera de enfrentar estos desafios es mediante

el uso de microorganismos eficaces (EM).

Los microorganismos eficaces (EM) constituyen un amplio grupo de
organismos que desempeiian diversas funciones vitales en el suelo,
facilitando la regulacion de multiples ciclos de sustancias esenciales
para el mantenimiento continuo de la vida en el suelo (Galecio-Julca
et al., 2020). Estos organismos, que incluyen bacterias, hongos y
actinomicetos, habitan naturalmente en el suelo y desempefian roles
fundamentales como la descomposicion y transformacion de
diversos materiales, facilitando su uso en la nutricion de las plantas.
Ademas, juegan un papel crucial en los ciclos biogeoquimicos que

ocurren en la naturaleza (Quispe & Chavez, 2017).

Como afirma Calero-hurtado et al., (2019), los EM son un conjunto
mixto de microorganismos benéficos como bacterias fotosintéticas,
productoras de acido lactico, levaduras, actinomicetos y hongos
fermentadores, que pueden ser utilizados como inoculantes para
enriquecer la diversidad microbiana del suelo, ya que, este
enriquecimiento contribuye a mejorar la calidad y salud del suelo, lo
cual resulta en un incremento del crecimiento, la calidad y la

productividad de los cultivos.

Hurtado et al., (2020) argumenta que, al aplicar dichos organismos
benéficos en suelos, aguas residuales y desechos organicos, se
altera la poblacion microbiana hacia una comunidad microbioldgica
gue produce sustancias beneficiosas para la vida vegetal y animal.
Esta tecnologia se basa en la introduccibn de un grupo de

microorganismos beneficiosos con el fin de mejorar las condiciones
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del suelo, prevenir la putrefaccion (incluyendo enfermedades) y
aumentar la eficiencia en el uso de la materia orgénica por parte de

las plantas (Vinchira-Villarraga & Moreno-Sarmiento, 2019).

Reinaldo (2020) sefiala que, estos organismos se agrupan en
categorias funcionales amplias, como el grupo de acido lactico,
bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetos y hongos. En el
suelo, desempefian diversas funciones como; fijacion de nitrogeno
atmosférico, descomposicion de desechos organicos y residuos,
control de patégenos, reciclaje y aumento de la disponibilidad de
nutrientes en plantas, degradacién de sustancias téxicas como
pesticidas, produccion de antibidticos y otros compuestos bioactivos,
sintesis de moléculas organicas simples utilizables por las plantas,
formacion de complejos con metales pesados para limitar su
absorcion por las raices, solubilizacion de nutrientes insolubles y
produccion de polisacaridos que mejoran la estructura del suelo
(Milian et al., 2018).

2.2.2. Importancia econOmica y agricola de la cafia de

azucar: unavision general de su cultivo

La cafa de azucar fue introducida en Republica Dominicana por
Cristébal Colén en 1493 y posteriormente se expandié por todo el
continente americano, adaptandose a las condiciones tropicales de
la region (Pascual-Cordova et al., 2017). Esta adaptacion permitié
gue Cuba liderara la produccion mundial de azucar durante mas de
dos décadas, puesto que en la actualidad Brasil ha asumido el primer
puesto como principal productor y exportador mundial de cafia de
azlcar, con una produccion que supera los 16 millones de toneladas

al afo (Figueroa Rodriguez et al., 2015).

Lagos-Burbano & Castro-Rincén (2019) afirman que esta graminea
tiene la capacidad de producir y almacenar en sus tallos el alimento

mas universal, ya que aproximadamente el cien por ciento de mas

de 7mil 270 millones de habitantes del planeta consumen algun tipo

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




de azucar todos los dias, de manera directa o indirecta, ya que a
pesar de que su manejo actualmente presenta desafios significativos
en términos de sostenibilidad ambiental, manteniendo una alta

viabilidad econémica y social.

Practicamente este cultivo rentable, fue responsable de Ila
introduccion del comercio de esclavos africanos en el continente
americano, utilizados como mano de obra en el proceso
agroindustrial (Brito, 2015). Este periodo historico involucro trabajos
forzados y condiciones severas, aunque esta graminea es un cultivo
impresionante que, si se gestiona adecuadamente, puede contribuir
a la proteccion del suelo, reducir la contaminacion ambiental y
generar beneficios significativos tanto para los productores de cafna

como para el pais en general (Aguilar Rivera, 2014).

Segun Quishpe et al., (2020) Ecuador cuenta con seis ingenios
azucareros que cubren la demanda nacional y aseguran la
exportacion hacia Estados Unidos, ademas en la region andina, se
cultiva cafa de azucar y se elabora panela y aguardiente de manera
tradicional, lo que convierte a este cultivo en una importante fuente

de empleo para mas de 30.000 personas.

En términos econdmicos, es un cultivo de alto valor comercial, ya
gue es un componente fundamental en la industria alimentaria,
utilizandose tanto para consumo directo como para la elaboracion de
una amplia gama de productos procesados, desde alimentos hasta
bebidas y dulces (Pérez et al., 2018). Ademas del azucar, esta
graminea se utiliza extensamente en la produccion de etanol, un
biocombustible importante que contribuye a la diversificacidon
energética y a la reduccion de la dependencia de los combustibles

fésiles (AgUero-Rodriguez et al., 2015).

Desde el punto de vista agricola, el cultivo de cafia es intensivo y
requiere cuidadoso manejo agrondmico, puesto que se cultiva en

grandes extensiones de tierra, especialmente en paises como Brasil,
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India, China y Tailandia, que son lideres mundiales en la produccion
de azucar de cafa (Pifieros-Lizarazo, 2019). El proceso de cultivo
involucra técnicas avanzadas de manejo del suelo, riego y control de
plagas para garantizar altos rendimientos y calidad del producto final.
Dado que desempefia un papel crucial en la economia rural,
proporcionando empleo a millones de personas en todo el mundo,
desde trabajadores agricolas hasta personal en plantas de
procesamiento y transporte (Saucedo Castillo et al., 2015).

2.2.3. Caracteristicas y clasificacion de los
microorganismos eficientes: una revision de las
especies  Trichoderma  asperellum,  Trichoderma

harzianum, Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis

Para Calero-hurtado et al (2019), los microorganismos eficientes son
una mezcla de especies microbianas beneficiosas que mejoran la
salud del suelo y promueven el crecimiento de las plantas. Entre los
mas destacados se encuentran los hongos del género Trichoderma
spp. y las bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus, ya que
estos microorganismos son ampliamente utilizados en la agricultura
y en la gestion ambiental debido a su capacidad para controlar
enfermedades, promover el crecimiento vegetal y mejorar la

estructura del suelo (Venegas-Vera & Pincay-Menéndez, 2024).

Trichoderma asperellum: Es un hongo filamentoso conocido por su
capacidad antagonista contra patdégenos del suelo, este
microorganismo eficiente actia principalmente a través de
mecanismos de competencia, micoparasitismo y produccion de
metabolitos antibidticos, ya que no solo inhibe el crecimiento de
hongos patégenos, sino que también promueve el crecimiento de las
plantas mediante la produccion de hormonas vegetales y la
solubilizacion de nutrientes, ademas su uso en biocontrol ha
demostrado ser eficaz en cultivos de tomate, pimiento y pepino,

proporcionando una alternativa ecoldgica a los fungicidas quimicos
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(Pineda-Cotrina et al., 2022).

Trichoderma harzianum: Segovia et al., (2019) plantea que este
organismo comparte muchas caracteristicas con T. asperellum,
destacdndose también por su capacidad para controlar
enfermedades fangicas del suelo, convirtiéndose en un hongo eficaz
contra patégenos como Fusarium, Rhizoctonia y Pythium. Ademas,
actla mediante la colonizacion de raices y la liberacion de enzimas
hidroliticas que degradan las paredes celulares de los patégenos.
Ademas, este microorganismo puede inducir la resistencia sistémica
en las plantas, preparando su sistema inmunolégico para responder

mas eficientemente a futuras infecciones (Cabrera et al., 2023).

Pseudomonas fluorescens: Para Alvarez-Garcia et al., (2020), es
una bacteria Gram-negativa que se destaca por su capacidad para
promover el crecimiento vegetal, produce varios compuestos
bioactivos, como sideréforos, antibioticos y hormonas vegetales, que
contribuyen a la salud del suelo y de las plantas, siendo
particularmente efectiva en la lucha contra patdogenos bacterianos y
fungicos, y su capacidad para formar biopeliculas en las raices,
ademas es utilizada en la biorremediacion de suelos contaminados

debido a su capacidad para degradar compuestos toxicos.

Bacillus subtilis: Es uno de los microorganismos promotores del
crecimiento de plantas (PGPR) mas investigados y utilizados,
ademas presenta un gran potencial para uso en la agricultura y se
encuentra abundantemente en el suelo, es una bacteria
grampositiva no patogena identificada en la rizosfera de varias
plantas (llla et al., 2020). Gonzalez-Ledn et al (2023) postula que B.
subtilis se ha empleado como organismo modelo para estudiar la
produccion de metabolitos secundarios, la esporulacion, el
desarrollo de biopeliculas y la interaccion con las raices de las
plantas, sus beneficios para la salud vegetal, junto con su capacidad
de formar esporas resistentes, lo hacen un candidato prometedor

para aplicaciones agricolas.
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2.2.4. Propiedades antagonicas de los microorganismos

eficientes: mecanismos de accion contra patégenos

Ferral Manresa et al., (2019) plantea que, los distintos tipos de
microorganismos presentes en los suelos utilizan sustancias
generadas por otros organismos para su funcionamiento y
desarrollo. Las raices de las plantas liberan compuestos que estos
microorganismos aprovechan para crecer, lo que les permite
sintetizar aminoacidos, acidos nucleicos, vitaminas, hormonas y
otras sustancias bioactivas, a medida que estos organismos
aumentan su poblacién en el entorno, se incrementa también la
actividad de los microorganismos naturales, enriqueciendo la
microflora, equilibrando los ecosistemas microbianos y suprimiendo
los microorganismos patogenos (Paqui et al., 2018; Vera Rodriguez
et al., 2024).

Segun Calero Hurtado et al., (2020), las especies principales de

microorganismos incluyen:
Bacterias Acido-Lacticas:

Estas bacterias convierten azlcares y otros carbohidratos en acido
lactico, utilizando los compuestos sintetizados por bacterias
fototréficas y levaduras (Viera-Arroyo et al., 2020). Diversos estudios
indican que el acido lactico actla como un potente agente
esterilizante, capaz de suprimir microorganismos perjudiciales y
facilitar la descomposicion de materiales como la lignina y la
celulosa, fermentandolos y eliminando efectos no deseados de la
materia organica sin descomponer, ademas tienen la capacidad de
suprimir enfermedades, incluyendo patdégenos como Fusarium, que
tienden a surgir en cultivos continuos y en condiciones normales
debilitan las plantas, haciéndolas mas susceptibles a enfermedades

y a plagas como los neméatodos (Castro-Barquero et al., 2020).

Bacterias Fototréficas:
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Estas bacterias autétrofas sintetizan sustancias utiles a partir de
secreciones de raices, materia organica y gases dafinos, utilizando
la luz solar y el calor del suelo como fuentes de energia, entre las
sustancias sintetizadas se encuentran aminoacidos, é&cidos
nucleicos, sustancias bioactivas y azlcares, que promueven el
crecimiento y desarrollo de las plantas, los metabolitos son
absorbidos directamente por las plantas y actian como sustrato para
incrementar la poblacion de otros microorganismos eficientes
(Torres Pérez et al., 2022).

Levaduras:

De acuerdo con Yanez Yanez et al., (2016), las levaduras son
hongos unicelulares que actiian como un puente biolégico entre las
bacterias y los organismos superiores, combinando la facil
manipulacion y rapido crecimiento de los microorganismos,
sintetizan sustancias antimicrobianas y otros compuestos utiles para
el crecimiento de las plantas, a partir de aminoacidos y azucares
secretados por bacterias fototroficas, materia organica y raices de
plantas, ademas las sustancias bioactivas, como hormonas y
enzimas producidas por estos organismos vivos, promueven la

division celular y el crecimiento radicular activo.
Actinomicetos

Quifiones-Aguilar et al., ( 2016) mencionan que los actinomicetos
son una estructura intermedia entre bacterias y hongos, capaces de
coexistir con bacterias fotosintéticas y de producir sustancias
antimicrobianas a partir de los aminoacidos y la materia organica que
estas secretan. Ambas especies, como actinomicetos y bacterias
fotosintéticas, mejoran la calidad de los suelos al incrementar su
actividad antimicrobiana, controlando hongos y bacterias patégenas
y aumentan la resistencia de las plantas mediante la produccion de
antibiéticos que inhiben patégenos del suelo, beneficiando asi el

crecimiento y la actividad de Azotobacter y micorrizas (Aguilar,
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2013).

2.2.5.Enfermedades foliares en Cana de AzUcar

Moyano et al., (2021) describe que actualmente existen diversas
enfermedades foliares provocadas por hongos fitopatbgenos que
son las principales causantes de pérdida produccion en este cultivo.

Enfermedad del carbén:

La enfermedad del carbon, causada por el hongo Sporisorium
scitamineum, provoca la formacion de una estructura negra y
alargada conocida como "espadice”, que emerge del tallo de la
planta, mostrando una disminucion en el crecimiento y una reduccion
en el contenido de sacarosa, lo que afecta negativamente la
produccion (lglesias, 2017).

Roya café:

Causada por Puccinia melanocephala, afecta las hojas, formando
pustulas de color marron oscuro, la infeccion reduce la fotosintesis y
provoca la defoliacion prematura de las plantas, ya que a pérdida de
area foliar reduce el crecimiento y la produccion impactando la

cantidad y calidad del azucar producido (Soto et al., 2016).
Roya naranja:

Teniendo en cuenta a Aday Diaz et al., (2017), es una enfermedad
producida por Puccinia kuehnii, las pustulas de color naranja
aparecen en las hojas, reduciendo la capacidad fotosintética de la
planta, lleva a una disminucion del crecimiento de las plantas y una

reduccion en el contenido de sacarosa.
Cogollo retorcido:

Medina-Osti et al., (2022) en su primer reporte menciona que, esta
sintomatologia es causado por hongos del género Fusarium, es una
de las enfermedades fungosas mas frecuentes y esta practicamente

en todas las areas productoras de cafia de azucar del mundo, los

primeros sintomas de la enfermedad son areas cloréticas en la base
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de las hojas jévenes, distorsién (arrugamiento y enrollamiento) y
acortamiento de las hojas afectadas y en casos severos la pudricion
del cogollo y muerte del tallo

Mancha de anillo:

La mancha de anillo, causada por Leptosphaeria sacchari, afecta las
hojas de la cafia de azlcar, produciendo lesiones circulares que
empiezan con manchas amarillas y se vuelven marrones con un
borde oscuro, se presentan de coloraciones similares a las lesiones
causadas por roya, y son ocasionalmente confundidas por algunos
técnicos con los sintomas de esta enfermedad (de la Caridad Aday
Diaz et al., 2017).

Muermo rojo:

Sus larvas hacen galerias comenzando en los nudo para luego
dirigirse al entrenudo, el dafio viejo adquiere un tono roja oscuro
(muermo rojo) debido a la presencia del hongo Colletotrichum
falcatum, ya que cuando el barrenador afecta la cafia durante
germinacién, produce un sintoma denominado corazones muertos,
gue se caracteriza por la muerte de la hoja que forma el cogollo y la

yema terminal (Ortiz-Martinez et al., 2013).

2.2.6. Interacciones planta-microorganismo: el papel de los
microorganismos beneficiosos en la salud vy

resistencia de las plantas

Segun Cano (2011), la versatilidad de los microorganismos en los
sistemas agricolas se manifiesta a través de factores bidticos,
incluyen la competencia con otros microorganismos, la composicion
biologica del suelo y las interacciones entre plantas vy
microorganismos, ademas los factores abiéticos como el climay las
propiedades fisicas y quimicas del suelo juegan un papel crucial al
influir en la naturaleza de estas interacciones, puesto que estos

elementos determinan si los efectos de los microorganismos son

beneficiosos o perjudiciales para el crecimiento de las plantas.
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Como afirma Pedraza et al., (2020), la interaccion de
microorganismos que habitan en la rizosfera, como los hongos
micorricicos arbusculares (AMF), los hongos del género
Trichoderma spp. y las bacterias del género Pseudomonas spp.
comunmente reconocidos como agentes de control biolégico (BCA)
y microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM),
depende de estos factores para mostrar sus posibles efectos
positivos. Sin embargo, las interacciones entre estos
microorganismos son complicadas y pueden resultar en efectos
sinérgicos que amplifiguen los beneficios para la planta. Por el
contrario, también pueden surgir efectos antagdnicos o simplemente

no manifestarse ningun efecto (Rios Rocafull et al., 2016).

Prever el resultado de Ilas interacciones entre plantas vy
microorganismos beneficiosos del suelo, y especialmente entre
diferentes especies de microorganismos, es complejo (Torres Pérez
et al.,, 2022). No obstante, se reconoce que las comunidades
microbianas asociadas con el sistema radicular juegan un papel
fundamental en el avance de practicas agricolas sostenibles (Cano,
2011). La reaccion de las plantas a la inoculacién esta condicionada
por la compatibilidad funcional en términos de fisiologia y bioquimica
de las interacciones entre los diversos componentes microbianos, lo
gue puede resultar en respuestas variadas dependiendo de la

combinacién de microorganismos (Quispe & Chavez, 2017).

De acuerdo con Ochoa et al., (2010), se atribuyen numerosos
beneficios a estos microorganismos cuando se estudian de manera
individual, ya que cada especie posee habilidades especificas para
actuar como promotores del crecimiento vegetal (PGPM) y agentes
de control bioloégico (BCA). Estas especies estudiadas muestran la
versatilidad de sus capacidades en cuanto a los efectos
beneficiosos, incluyendo la estimulacién del crecimiento de las
plantas y la proteccion directa contra patégenos del suelo, asi como
indirectamente contra patégenos aéreos (Guzman Duchen &
Montero Torres, 2021).
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En lo que respecta a su impacto en el estado nutricional y en el
estimulo del crecimiento y desarrollo de las plantas, ya sea mediante
la provisiébn de agua y nutrientes, entre otros aspectos, como en el
caso de los hongos micorricicos arbusculares (AMF) que aumentan
la exploracion del suelo més alla de la zona de agotamiento de
nutrientes y agua, o en la capacidad para solubilizar compuestos
organicos y producir metabolitos secundarios que imitan la accion de
las fitohormonas, esto afecta directamente la disponibilidad de
nutrientes y fomenta el crecimiento vegetal (Guzman Duchen &
Montero Torres, 2021).

2.2.7.Aspectos economicos y ambientales del control

bioldgico

El control biolégico ofrece una alternativa rentable a los métodos
convencionales de manejo de plagas, como el uso de pesticidas
guimicos, al reducir la dependencia de estos productos quimicos, los
agricultores pueden disminuir significativamente los costos
asociados con la compra de pesticidas y la aplicacion recurrente de
los mismos (Yanez Yanez et al., 2016). Ademas, el uso de agentes
de control biolégico, como depredadores naturales vy
microorganismos beneficiosos, puede prolongar la eficacia del
manejo de plagas a largo plazo, ya que estos organismos pueden
establecerse en el entorno y proporcionar un control continuo,
minimizando la necesidad de aplicaciones repetidas y costosas
(Pedraza et al., 2020).

Como afirma Guzman Duchen & Montero Torres (2021), esta técnica
fomenta la sostenibilidad ambiental al promover practicas agricolas
gue son mas alineadas con los procesos nhaturales, estos agentes
bioldgicos como los hongos micorricicos y las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, mejoran la estructura del suelo, aumentan
la eficiencia en el uso de nutrientes y promueven la resistencia de

las plantas a estreses biéticos y abioticos.

Esta mejora en la salud del suelo y la biodiversidad no solo ayuda a
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mantener la productividad agricola a largo plazo, sino que también
contribuye a la mitigacion del cambio climatico al aumentar la
capacidad del suelo para secuestrar carbono, ya que en conjunto
estos factores hacen del control biolégico una pieza clave en la
transicion hacia sistemas agricolas mas sostenibles y resilientes
(Aguilar, 2013).

El control biolégico se originé a principios del siglo XIX, cuando
naturalistas de varios paises destacaron el papel crucial de los
organismos entomoéfagos en la naturaleza, esta estrategia busca
restablecer el equilibrio ecoldgico perturbado utilizando organismos
Vivos 0 sus metabolitos para eliminar o reducir los dafios causados

por organismos nocivos (Beltran & de la Torre, 2016).

Galecio-Julca et al., (2020) plantea que la evolucion natural de los
sistemas de produccion agricola en los ultimos afos ha conducido a
la adopcion de métodos de control de plagas y enfermedades mas
racionales y respetuosos con el medio ambiente, puesto que estos
métodos estan alineados con la filosofia del desarrollo sostenible y
promueven la conservacion de los recursos, la biodiversidad y la

ética ambiental.

2.2.8.Resistencia de los hongos patégenos en las

plantaciones de cafa de azucar

Lujan-Hidalgo et al., (2020) afirma que, la resistencia de los hongos
patdgenos en las plantaciones de cafia de azucar representa un
desafio significativo para los productores, hongos como
Colletotrichum falcatum, causante de la enfermedad del carbén, y
Fusarium sacchari, responsable del marchitamiento, han
desarrollado mecanismos de resistencia que dificultan su control.
Esta resistencia no solo reduce la eficacia de los fungicidas, sino que
también incrementa los costos de produccion y amenaza la
estabilidad econdmica de las regiones dependientes de este cultivo
(Aguilar Rivera, 2014).
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Los hongos patdgenos desarrollan resistencia a través de diversas
estrategias, incluyendo mutaciones genéticas que alteran los sitios
de accion de los fungicidas y la produccion de enzimas que
descomponen estos compuestos, estos mecanismos permiten a los
hongos sobrevivir a tratamientos quimicos, proliferar y causar dafos
significativos en las plantaciones, el impacto de esta resistencia se
manifiesta en una disminucién de los rendimientos, calidad del
producto y, en Ultima instancia, en pérdidas econdmicas para los

agricultores (Pascual-Cérdova et al., 2017).

Para enfrentar la resistencia de los hongos patdégenos, es crucial
implementar estrategias de manejo integrado de plagas (MIP), estas
estrategias incluyen la rotacion de fungicidas con diferentes modos
de accion, el uso de variedades de cafia de azUcar resistentes a
enfermedades, y la aplicacion de practicas culturales como la
eliminacién de residuos de cosecha y la mejora de la sanidad del
suelo, ademas la introduccion de agentes biologicos como
antagonistas microbianos puede ayudar a controlar las poblaciones
de hongos patogenos sin inducir resistencia (Clavero-Camacho et
al., 2023).

La investigacion continua es esencial para desarrollar nuevas
soluciones frente a la resistencia a hongos patdgenos (Arce-Araya
et al., 2019). Estudios enfocados en la genética de la resistencia, el
desarrollo de nuevos fungicidas y la identificacion de variedades de
cafia de azucar mas resistentes son fundamentales (Viera-Arroyo et
al., 2020). Ademas, la colaboracion entre instituciones académicas,
gubernamentales y la industria agricola puede acelerar la adopciéon
de tecnologias innovadoras y practicas sostenibles que mitiguen el
impacto de los hongos patdgenos en las plantaciones de cafia de

azucar (Milian et al., 2018).
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CAPITULO llI: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo y disefio de investigacion

La investigacion es de tipo experimental, descriptiva, cualitativa y cuantitativa. En
la propiedad “Agricola Cepeda”, ubicada en el sitio La Puntilla, La Troncal —
Ecuador, se tomaron muestras de tejido vegetal con lesiones foliares en la cafa
de azucar variedad ECU-08 ver figura 1.

Figura 1. Lesiones foliares en la cafia de azucar variedad ECU-08

Las muestras fueron trasladadas hasta el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias e Ingenierias de la Universidad Estatal de Milagro. Donde
fueron lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos.
Dentro de una cabina de seguridad se cortaron las muestras en pedazos de 5 cm?
y se tomaron muestras del tejido lesionado para inocular en placas con PDA e

incubar a 30°C durante 10 dias, para su posterior purificacion, ver figura 2.

Figura 2. Procesamiento de las muestras de tejido vegetal de cafia de azlcar.
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Para el experimento se planted evaluar el antagonismo mediante la confrontacién
dual entre 4 microorganismos eficientes (Trichoderma asperellum, Trichoderma
harzianum, Pseudomona fluorescens y Bacillus subtilis) y una cepa patégena
(Curvularia petersonii), con 5 réplicas y sus respectivos controles, sumando un

total de 45 unidades experimentales, ver tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de los tratamientos y controles

Tratamientos Enfrentamientos y Controles Replicas
T1 Trichoderma asperellum & Curvularia petersonii 5
T2 Trichoderma harzianum & Curvularia petersonii 5
T3 Pseudomona fluorescens & Curvularia petersonii 5
T4 Bacillus subtilis & Curvularia petersonii 5
T5 (Control) Trichoderma asperellum 5
T6 (Control) Trichoderma harzianum 5
T7 (Control) Pseudomona fluorescens 5
T8 (Control) Bacillus subtilis 5
T9 (Control) Curvularia petersonii 5
Total 45

Fuente: Autores

3.2 Lapoblacion yla muestra

3.2.1 Caracteristicas de la poblacién

Se realizo la caracterizacion a los diferentes microorganismos, por tanto, se
efectud una caracterizacion macroscoépica y microscopica tanto a las cepas
patdégenas como antagonistas, es decir tincion con azul de lactofenol para
caracterizar los hongos y tincion de Gram para observar las bacterias dentro
de que grupo pertenecen (Gram +, o Gram -) como se observa en la figura
3. Ademas, la cepa patdgena también fue caracterizada molecularmente
prestando los servicios de un laboratorio externo IDgen de la ciudad de
Quito.
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Figura 3. Caracterizacion de las cepas.

3.2.2 Delimitacion de la poblacion

La poblacion objeto de estudio en este experimento comprende de 4
microorganismos eficientes escogidos por su potencial antagonista contra
hongos (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens, B. subtilis) y 1 cepa
patégena (Curvularia petersonii).

3.2.3 Tipo de muestra

La muestra inicial parte de tomar tejidos infectados desde las hojas de la
cafia de azucar variedad ECU-08, donde fue aislado el hongo patégeno

(Curvularia petersonii) responsable de causar lesiones en las hojas de
gramineas.

Los 4 microorganismos antagonistas se detallan a continuacion:

T. asperellum: Hongo eficiente para la inhibicidon de cepas flngicas
patégenas.




= T. harzianum: Hongo que posee un gran poder biocontrolador.

= P. fluorescens: Cepa Gram-, con capacidad de producir metabolitos

secundarios con efectos antifungicos.

= B. subtilis: Cepa Gram+ con propiedad antagonista de

microorganismos.

3.2.4 Tamaifo de la muestra

Con la finalidad de efectuar un disefio experimental mas preciso desde el
punto de vista estadistico y la validez de los resultados, las muestras fueron

distribuidas in vitro dentro del experimentos de la siguiente manera:

Numero de Replicados: Cada tratamiento (combinacién de microorganismo

antagonista con la cepa patdégena) se realizé con 5 réplicas.

Los tratamientos controles del hongo patégeno Curvularia petersonii y
positivos con microorganismo antagonista (T. asperellum, T. harzianum, P.

fluorescens, B. subtilis) también se realizaron en 5 replicados cada uno.

Total de Muestras: Considerando los 4 microorganismos antagonistas, 1

tratamiento control del hongo patdégeno y 4 positivos con microorganismos
antagonista, con 5 replicados por tratamiento, se realizé un total de 45
placas Petri por experimento (20 placas de tratamiento + 25 placas de

control= 45).

3.2.5 Proceso de selecciéon de la muestra

Se seleccionaron cepas de microorganismos reconocidos por su capacidad
biocontroladora y previamente estudiados en ensayos de antagonismo
contra diversos fitopatbgenos. Las cepas utilizadas provienen de
colecciones microbiolégicas del laboratorio de Microbiologia de la FACI-
UNEMI, mientras que la cepa patdgena corresponde a una cepa

secuenciada de Curvularia petersonii N° de Accesion NR_158448.1.

3.3 Los métodos y las técnicas

El medio de cultivo utilizado para la siembra de los microorganismos fue Agar

Papa Dextrosa (PDA) en dosis de 39 g/L! de agua, siendo esterilizado a calor
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himedo dentro de la autoclave marca Yamato modelo SM311 a 121°C durante 15
minutos. Se utilizaron placas Petri de 90 mm de diametro. Dentro de una cdmara
de flujo laminar marca BIOBASE modelo FH1200 se procedi6 a dispensar el medio

garantizando un aproximado de 22 mL por placa.

Para el confrontamiento dual de los hongos T. asperellum y T. harzianum frente al
hongo C. petersonii se realizaron cortes de 0,5 cm? de las cepas madres y
ubicados a extremos de la placa a una separacion de 2 cm del borde,
posteriormente se sellan las cajas con papel plastico film. La siembra de bacterias
P. fluorescens y B. subtilis se realizé diluyendo una muestra de cada cepa en agua
peptona dentro de un tubo de ensayo de vidrio y con una micropipeta calibrada a
10 pL se vierte dentro de la placa y se disperso por toda la superficie del agar con
la ayuda de un asa de siembra de acero Digralsky y en el punto central de la placa
se sembro la cepa de C. petersonii. Los tratamientos controles de hongos fueron
sembrados en el punto central de las placas, mientras que las bacterias sobre toda

la cobertura del agar en toda la placa.

Una vez sembrada todas las cepas, fueron incubadas a 30°C. La toma de datos
correspondio a mediciones diarias durante 10 dias, efectuando las mediciones con

un calibrador mecanico vernier.

La caracterizacion molecular del hongo patégeno se efectué bajo el siguiente

procedimiento:

= Extraccion de ADN bajo métodos convencionales, tomando 100 mg de la

muestra del hongo.

= Se evalud la integridad y calidad del ADN mediante espectrofotometria de

microvolimenes y observacion en gel de agarosa al 1%.

= Fue diluido el ADN a una concentracion de 20ng/uL para amplificacion
mediante (PCR) usando primers ITS1/ITS4 (White et al., 1990).

= El producto de la PCR fue purificados previo a la secuenciacion por el
meétodo SANGER.

= Mediante programas informaticos fueron limpiadas las secuencias
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obtenidas.

= Fueron comparadas las secuencias ensambladas con la base de datos de
nucleétidos de GenBank del NCBI para su identificacion taxondmica.

Evaluacion de Microorganismos Antagonistas

Se realizaron experimentos para medir el crecimiento de Curvularia petersonii
en condiciones controladas, sin competencia (control), y en presencia de
diferentes microorganismos antagonistas. Los tratamientos se realizaron en
placas de Petri de 90 mm con medio de cultivo PDA, donde se inocul6 el
patdgeno junto con cada antagonista en condiciones estériles.

El crecimiento del micelio de C. petersonii se midio diariamente en milimetros
(mm) hasta los 15 dias, en todos los tratamientos. Las bacterias se midieron en
unidades formadoras de colonias (UFC) para este punto se evalu¢ la capacidad
inhibitoria y la cobertura de las bacterias en el medio de cultivo. Los datos de
crecimiento se utilizaron para calcular las tasas de crecimiento intrinsecas de
cada organismo y el impacto de los antagonistas en la reduccion del crecimiento

del patogeno.

Las tablas incluyen los datos de crecimiento diario de C. petersonii en
condiciones de control y en presencia de cada microorganismo antagonista. Los
graficos muestran las curvas de crecimiento del patdgeno y los antagonistas a

lo largo del tiempo.

Las tasas de crecimiento se calculan utilizando la ecuacion de crecimiento
logistico en condiciones controladas y bajo competencia. Las ecuaciones
utilizadas incluyen términos para la tasa de crecimiento intrinseca, la capacidad

de carga, y los coeficientes de competencia entre especies.

3.4 Procesamiento estadistico de lainformacion.

En esta investigacion fue utilizado el Modelamiento Matematico del Crecimiento

Exponencial.

Para modelar el crecimiento de Curvularia petersonii en condiciones controladas

y en presencia de antagonistas, se utiliza la ecuacion diferencial logistica. Esta
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ecuacion describe como cambia el tamafio de una poblacién en el tiempo bajo

ciertas condiciones.

Las ecuaciones utilizadas para modelar las interacciones estan basadas en el
modelo de Lotka-Volterra para competencia. La forma general de la ecuacion para
la poblacion de una especie N; esta dada por:

dNi N; . & IjN;
e T'l' Nl(l _ 1+ Z]il. ] ])
dt Ki

Donde:

e N; es la densidad poblacional de la especie i (en mm de micelio para
hongos y UFC para bacterias).

e 1; eslatasa de crecimiento intrinseca de la especie i.

e Ki esla capacidad de carga de la especie i.

e « ij es el coeficiente de competencia que mide el efecto de la especie j

sobre la especie i.

La forma general de la ecuacién diferencial para el crecimiento de una poblacion

sin competencia es:
dN/dt =r* N * (1 - N/K)

Donde:
- N es la densidad poblacional de C. petersonii en el tiempo t.
- r es la tasa de crecimiento intrinseca de C. petersonii.

- K es la capacidad de carga para C. petersonii.

En presencia de un antagonista, la ecuacién se modifica para incluir un término

de competencia:
dN/dt=r*N* (1 - (N + a * Nant)/K)

Donde:
- a es el coeficiente de competencia que mide el efecto del antagonista

sobre C. petersonii.

- Nant es la densidad poblacional del antagonista.
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CAPITULO IV: Anélisis e interpretacion de resultados

4.1 Analisis e interpretacion de los resultados

Caracterizacién Morfoldgica

La cepa de Curvularia petersonii se incubo a 30°C en medio PDA, donde se
tomaron en consideracion las siguientes caracteristicas: color de su colonia
oscura, textura del micelio algodonosa, presencia de conidios, formacion de
anillos concéntricos, septos, fialides y conidioforos, Fig. 4. Confirmada estas
caracteristicas por lturrieta-Gonzalez et al.,, (2020) al indagar las

caracteristicas del género Curvularia.

Figura 4. Caracterizacion morfologica de Curvularia petersonii.

La figura 5 muestra la cepa de Trichoderma asperellum se subcultivo en
medio PDA a 28 °C durante 9 dias, donde se tomaron en consideracion las
siguientes caracteristicas: color, textura del micelio, presencia de conidios,
formacion de anillos concéntricos, septos, fidlides y conidioforos. se pueden
observar las estructuras macro y micromorfoldgicas de la colonia, la cual
muestra un micelio de color verde oscuro, con una textura uniforme polvosa,
presentando un crecimiento liso y controlado de los anillos concéntricos

hasta el borde de la placa.

En las caracteristicas microscépicas, se observaron conidiéforos con
ramificaciones sencillas en pares, hifas hialinas y septadas. Las fidlides son
irregulares, con apices sinuosos y conidios agrupados de forma elipsoidal
dispuestos en roseta. Las caracteristicas antes descritas concuerdan con las
reportadas por Sanchez et al., (2021), donde caracterizd la estructura de

Trichoderma asperellum en PDA por su rapido crecimiento.
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Figura 5. Caracterizacion morfolégica de Trichoderma asperellum.

La figura 6 muestra la cepa de Trichoderma asperellum se subcultivo en
medio PDA a 28 °C durante 9 dias, donde se tomaron en consideracion las
siguientes caracteristicas: color, textura del micelio, presencia de conidios,
formacion de anillos concéntricos, septos, fialides y conidioforos. se puede
observar la forma de crecimiento de la cepa, presentando un micelio aéreo
blanquecino con pustulas planadas de color verde oliva. Muestra también
una esporulacion que cubre toda la superficie del medio. En el centro, la
colonia present6 un color verde mas oscuro, con el centro denso y se torno

ondulatoria en los anillos concéntricos hasta el borde.

En la estructura micromorfolégica, se pueden observar hifas hialinas
septadas de paredes finas. Los conidioforos son hialinos y ramificados,
formandose a partir de las hifas en un angulo de 90°. Muestra conidios y
fidlides hialinas en forma de botella, dispuestas en verticilos. Todas las
caracteristicas observadas fueron comparadas con las descripciones
realizadas y descritas por Acurio y Espafia (2017), mismas que conciernen

a la especie Trichoderma harzianum

Figura 6. Caracterizaciéon morfologica de Trichoderma harzianum.
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La figura 7 muestra la caracterizaciéon morfolégica para P. fluorescens, B.
subtilis donde P. fluorescens es una especie bacteriana Gram negativa, con
forma de bacilo, mientras B. subtilis es una bacteria Gram positiva, catalasa-
positiva. Similares resultados encontraron Bossis et al (2000) y Tasaki et al.,
(2017) al caracterizar estas especies bacterianas.

Figura 7. Caracterizacién morfoldgica de (a) P. fluorescens, (b) B. subtilis.

Caracterizacion Molecular

El resultado de la PCR obtuvo un ADN de alta calidad para el proceso de
amplificacion, se visualiza bandas de aproximadamente 600 pb al marcador

ITS, ver figura 8.

Figura 8. Corrida de electroforesis en gel de agarosa al 1% con productos de

PCR para el fragmento ITS.

MM CN H701

Se observan amplicones de aproximadamente 600pb. MM= Marcador de

peso molecular; CN= Control negativo y H701= Curvularia petersonii.
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Caélculo de las Tasas de Crecimiento

Para determinar la tasa de cambio de la poblacién de Curvularia petersonii
en un momento especifico, se utilizan los valores de N, r, y K en las
ecuaciones anteriores. Sin competencia se establece el momento de

crecimiento de N =10 mmde micelio, r=0.5, y K=75 mm, la tasa de cambio:
dN/dt = 0.5 * 10 * (1 - 10/75)

dN/dt =5 * (1 - 0.1333)

dN/dt =5 * 0.8667

dN/dt = 4.3335 mm/dia R//

Como muestra la tabla 4, en presencia de Trichoderma harzianum, con un
coeficiente de competencia a = 0.01 y una poblacion de antagonista Nant =

70 mm, la tasa de cambio se calcula como:

Tasa de crecimiento de C. petersonii (rcpr_{cp}rcp): 0.5
Capacidad de carga de C. petersonii (KcpK_{cp}Kcp): 45 mm de micelio
Efecto de T. harzianum sobre C. petersonii (acp,ta\alpha_{cp,ta}acp,ta):

Aproximadamente 0.01 (asumiendo un bajo efecto inhibitorio)
dN/dt = 0.5 * 10 * (1 - (10 + 0.01 * 70) /45)

dN/dt =5 * (1 — 10,7/45)

dN/dt =5 * (1 - 0.239)

dN/dt =5 *0.761

dN/dt = 3.805 mm/dia R//, figura 10.

La tabla 3 indica que, en presencia de Trichoderma asperellum, con un
coeficiente de competencia a = 0.03 y una poblaciéon de antagonista Nant =

70 mm, la tasa de cambio se calcula como:

Tasa de crecimiento de C. petersonii (rcpr_{cp}rcp): 0.5

Capacidad de carga de C. petersonii (KcpK_{cp}Kcp): 14 mm de micelio
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v Efecto de T. asperellum sobre " petersonii
(acp,ta\alpha_{cp,ta}acp,ta): Aproximadamente 0.03 (asumiendo un fuerte

efecto inhibitorio)

dN/dt =0.5*10* (1 - (10 + 0.03 * 70) /14)
dN/dt =5 * (1 - 12/14)

dN/dt =5 * (1 - 0.857)

dN/dt =5 *0.143

dN/dt = 0.715 mm/dia, ver figura 9.

La tabla 5 da a entender que, en presencia de Pseudomonas fluorens, con
un coeficiente de competencia a = 0.03 y una poblacion de antagonista Nant

= 32 mm, la tasa de cambio se calcula como:

v' Tasade crecimiento de C. petersonii (rcpr_{cp}rcp): 0.5

<

Capacidad de carga de C. petersonii (KcpK_{cp}Kcp): 14 mm de micelio
v' Efecto de P. fluorens sobre C. petersonii (acp,ta\alpha_{cp,ta}acp,ta):

Aproximadamente 0.03 (asumiendo un fuerte efecto inhibitorio)
dN/dt = 0.5 * 10 * (1 - (10 + 0.03 * 32) /14)

dN/dt =5 * (1 - 11/14)

dN/dt =5 * (1 - 0.795)

dN/dt =5 *0.205

dN/dt =1.025 mm/dia, ver figura 11.

En presencia de Bacillus subtilis, ver tabla 6, con un coeficiente de
competencia a = 0.03 y una poblacion de antagonista Nant = 10 mm, la tasa

de cambio se calcula como:

v' Tasade crecimiento de C. petersonii (rcpr_{cp}rcp): 0.5

v' Capacidad de carga de C. petersonii (KcpK_{cp}Kcp): 25 mm de micelio
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v' Efecto de B. subtilis sobre C. petersonii (acp,ta\alpha_{cp,ta}acp,ta):

Aproximadamente 0.02 (asumiendo un efecto inhibitorio)
dN/dt = 0.5 * 10 * (1 - (10 + 0.02 * 10) /25)

dN/dt =5 * (1 - 10/25)

dN/dt =5 * (1 - 0.408)

dN/dt =5 * 0.592

dN/dt = 2.96 mm/dia, ver figura 12.
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Tabla 3. Promedios del crecimiento micelial (mm) de los hongos C. petersonii

y T. asperellum.

Dia Curvularia petersonii  Trichoderma asperellum
(mm de micelio) (mm de micelio)

Dia O 0 0
Dia 1 0,7 1
Dia 2 1 1,15
Dia 3 1,25 1,44
Dia 4 1,93 1,93
Dia 5 1,74 2,74
Dia 6 3 3,95
Dia 7 5 5,68
Dia 8 8 8,13
Dia 9 12,0 11,57
Dia 10 12,5 16,33
Dia 11 12,6 22,79
Dia 12 13,0 31,31
Dia 13 13,3 42,13
Dia 14 13,6 55,17
Dia 15 13,9 69,85

Figura 9. Antagonismo entre C. petersonii y T. asperellum.

C. petersonii vs T. asperellum
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70
60
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40
30
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10 —/
0

0 5 10 15 20

—— Curvularia petersonii (mm de micelio)

—— Trichoderma asperellum (mm de micelio)
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Tabla 4. Promedios del crecimiento micelial (mm) de los hongos C. petersonii

y T. harzianum.

Dia  Curvularia petersonii  Trichoderma harzianum

(mm de micelio) (mm de micelio)
Dia 0 0 0
Dia 1 0,7 1
Dia 2 0,59 1,15
Dia 3 0,53 1,44
Dia 4 19 1,93
Dia 5 1,97 2,74
Dia 6 3 3,95
Dia 7 5 5,68
Dia 8 8 8,13
Dia 9 11,6 11,57
Dia 10 16,3 16,33
Dia 11 22,8 22,79
Dia 12 28,1 31,31
Dia 13 33,7 42,13
Dia 14 39,3 55,17
Dia 15 44,9 69,85

Figura 10. Antagonismo entre C. petersoniiy T. harzianum.

C. petersonii vs T. harzianum
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Curvularia petersonii (mm de micelio)

Trichoderma harzianum (mm de micelio) promedio
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Tabla 5. Promedios del crecimiento micelial (mm) del hongo C. petersonii y
P. fluorescens (UFC).

Dia Curvularia petersonii  Pseudomonas fluorescens
(mm de micelio) (UFC)

Dia 0 0 0
Dia 1 0,7 1
Dia 2 1 1,08
Dia 3 1,25 1,23
Dia 4 1,93 1,48
Dia 5 1,74 1,86
Dia 6 3 2,44
Dia 7 5 3,3
Dia 8 8 4,46
Dia 9 12,0 6,01
Dia 10 12,5 8,08
Dia 11 12,6 10,81
Dia 12 13,0 14,39
Dia 13 13,3 19,02
Dia 14 13,6 24,9
Dia 15 13,9 32,21

Figura 11. Antagonismo entre C. petersoniiy P. fluorescens.

C. petersonii vs P. fluorescens
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Tabla 6. Promedios del crecimiento micelial (mm) del hongo C. petersoniiy
B. subtilis (UFC).

Dia  Curvularia petersonii Bacillus subtilis
(mm de micelio) (UFC)
Dia 0 0 0
Dia 1 0,7 1
Dia 2 1 1,03
Dia 3 1,25 1,09
Dia 4 1,93 1,18
Dia 5 1,74 1,31
Dia 6 3,0 1,49
Dia 7 5,0 1,74
Dia 8 8,0 2,09
Dia 9 10,3 2,57
Dia 10 12,8 3,23
Dia 11 15,3 4,08
Dia 12 17,8 5,15
Dia 13 20,3 6,49
Dia 14 22,8 8,16
Dia 15 25,3 10,23

Figura 12. Antagonismo entre C. petersonii y B. subtilis.

C. petersonii vs B subtilis
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Resultando que todos los microorganismos antagonistas evaluados (T.
asperellum, T. harzianum, P. fluorescens, B. subtilis) tienen un efecto
inhibitorio sobre Curvularia petersonii, con variaciones en la magnitud de

este efecto.

Estos resultados concuerdan con Calero-hurtado et al (2019), quienes
sostienen que los microorganismos eficientes son una mezcla de especies
microbianas beneficiosas que mejoran la salud del suelo y promueven el

crecimiento de las plantas.

Asi mismo, Venegas-Vera & Pincay-Menéndez, (2024) destacan a los
hongos del género Trichoderma spp. y las bacterias de los géneros
Pseudomonas y Bacillus, por su aporte en la agricultura y en la gestion
ambiental debido a su capacidad para controlar enfermedades, promover

el crecimiento vegetal y mejorar la estructura del suelo.

Los microorganismos antagonistas Trichoderma asperellum, Trichoderma
harzianum, Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis inhiben Curvularia
petersonii, lo que sugiere su efectividad en el manejo de enfermedades en
cafla de azucar. La investigacion resalta un cambio hacia el uso de
fungicidas, promoviendo practicas agricolas sostenibles. Las perspectivas
futuras son prometedoras, con la utlizacion de microorganismo
antagonicos efectivos y una integracion en el manejo de hongos patégenos,

ofreciendo soluciones sostenibles para la agricultura.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se observo las caracteristicas macroscépicas y microscopicas del micelio de
la cepa patégena Curvularia petersonii y se confirma su identidad mediante
PCR con bandas de aproximadamente 600 pb al marcador ITS.

Los resultados indican que todos los microorganismos antagonistas
evaluados tuvieron un efecto inhibitorio sobre C. petersonii, con variaciones
en la magnitud de este efecto. El hongo Trichoderma asperellum mostro la
mayor capacidad inhibidora, reduciendo significativamente la tasa de

crecimiento del patdgeno en comparacion con el control.

En presencia de Trichoderma asperellum, el crecimiento de C. petersonii se
redujo a aproximadamente 28.97 mm, comparado con 75 mm en el control.

Esto indica una alta efectividad de este antagonista.

Las bacterias Pseudomonas fluorescens tuvo un efecto similar sobre el
patdogeno y Bacillus subtilis también mostraron capacidades inhibidoras,
Trichoderma harzianum presento una menor magnitud que los demas
microorganismos. La comparacion de las tasas de crecimiento en ausencia
y presencia de antagonistas permite concluir que estos microorganismos
pueden ser utilizados como agentes de biocontrol efectivos contra Curvularia

petersonii.
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5.2 Recomendaciones

Dado que el hongo T. asperellum mostrd la mayor capacidad inhibidora
sobre C, petersonii, se recomienda su uso como un agente de biocontrol
prioritario. La reduccion significativa en la tasa de crecimiento del patégeno
en presencia de T. asperellum, sugiere que su aplicacion podria ser

altamente efectiva en el manejo de esta enfermedad fangica.

Ademas, las bacterias P. fluorescens y B. subtilis también demostraron
capacidades inhibidoras sobre C. petersonii. Se sugiere considerar la
combinacién de estos microorganismos en estrategias de control biologico,
ya que su efecto sinérgico podria potenciar la eficacia en la reduccion del
crecimiento del patdogeno.

Aunque T. harzianum presentd una menor magnitud de inhibicion en
comparacion con los otros microorganismos, su inclusion en ensayos de
biocontrol no debe ser descartada. Se recomienda realizar estudios
adicionales para evaluar su potencial en combinacién con otros agentes
antagonistas, lo que podria resultar en un enfoque mas robusto para el

control de Curvularia petersonii.
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