UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

REPUBLICA DEL ECUADOR

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

INFORME DE INVESTIGACION PREVIO A LA OBTENCIONDEL TiTULO DE:

MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:
Aislamiento de Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) para inoculacion in vitro de
plantulas de banano (Mussa paradisiaca), seguido de control con procesos
biotecnologicos.

Autor:

Oscar Mauricio Chenche Lopez

Kenia del Rocio Martinez Espinoza

Director:

Msc Cesar Stalin Gavin Moyano

Milagro, 2024

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Derechos de autor

Sr. Dr.

Fabricio Guevara Viejo

Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Yo, Oscar Mauricio Chenche Lopez y Kenia del Rocio Martinez Espinoza en calidad de
autores y titulares de los derechos morales y patrimoniales de este informe de investigacion,
mediante el presente documento, libre y voluntariamente cedemos los derechos de Autor de
este proyecto de desarrollo, que fue realizada como requisito previo para la obtencion de
nuestro Grado, de Magister en Biotecnologia, como aporte a la Linea de Investigacion
Generacion de Bioproductos para la mejora del rendimiento agricola de conformidad con el
Art. 114 del Codigo Orgénico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacién, concedo a favor de la Universidad Estatal de Milagro una licencia gratuita,
intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente
académicos. Conservo a mi favor todos los derechos de autor 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 Proyecto de Investigacion en el repositorio virtual, de conformidad a lo

dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

Los autores declaramos que la obra objeto de la presente autorizacion es original en su forma
de 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, 08 de abril de 2024

ZHFKENIA DEL ROCIO
‘MARTINEZ ESPINOZA

7 20f0SCAR MAURICIO
{CHENCHE LOPEZ
0

[8]: 7 2ol
Ing. Oscar Mauricio Chenche Lopez BqF. Kenia del Rocio Martinez Espinoza

CI1 0924679202 CI 0702504895

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Aprobacion del director del Trabajo de Titulacion

Yo, Gavin Moyano César Stalin en mi calidad de director del trabajo de titulacion, elaborado
por Oscar Mauricio Chenche Lépez y Kenia del Rocio Martinez Espinoza, cuyo tema es
Aislamiento de Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) para inoculacion in vitro de
plantulas de banano (Mussa paradisiaca), seguido de control con procesos
biotecnologicos, que aporta a la Linea de Investigacion Generacion de Bioproductos para la
mejora del rendimiento agricola, 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 diagndstica, 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 APRUEBQO, 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, 08 de abril de 2024

Msc Cesar Stalin Gavin Moyano
C.1 0603575382

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

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

El TRIBUNAL CALIFICADOR previo a la obtencién del titulo de MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA, presentado por ING. CHENCHE
LOPEZ OSCAR MAURICIO, otorga al presente proyecto de investigacion denominado "AISLAMIENTO DE SIGATOKA NEGRA
(MYCOSPHARELA FIJENSIS) PARA INOCULACION IN VITRO DE PLANTULAS DE BANANO (MUSSA PARADISIACA), SEGUIDO
DE CONTROL CON PROCESOS BIOTECNOLOGICOS. ", las siguientes calificaciones:

TRABAJO ESCRITO 60.00
SUSTENTACION 39.33
PROMEDIO 99.33
EQUIVALENTE Excelente

Mcimg HUILCAREMA ENRIQUEZ KEVIN XAVIER
PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL

Mgs CAGUA MONTANO LUIS EDUARDO Mgs RODAS PAZMINO KAREN ALEXANDRA
VOCAL SECRETARIO/A DEL TRIBUNAL

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



DEDICATORIA

Queridos, papa Fé¢lix Chenche Mufioz y mama Gladys Lopez Gémez,

A ustedes, quienes han sido la fuente inagotable de apoyo, inspiracion y amor a lo largo de mi
trayectoria académica, dedico este trabajo de titulacion. Su inquebrantable aliento y sacrificio
han sido los pilares que me han permitido llegar a este momento. Cada logro es también suyo,

y este trabajo es un modesto tributo a la dedicacion y amor que han vertido en mi educacion.

A mi amada esposa Patricia Wong Larreta, mi compafera incansable en esta travesia
académica y en la vida. Tu paciencia, comprension y estimulo constante han sido la chispa que
enciende mi perseverancia. Este logro es tan tuyo como mio, y tu presencia en cada paso del

camino ha significado el mundo para mi.

A mis adorados hijos Samantha y Oscar, quienes han compartido este viaje conmigo y han sido
la fuente de mi inspiracion diaria. Cada esfuerzo ha estado guiado por el deseo de construir un
futuro mejor para ustedes. Que este trabajo sea un testimonio de la importancia que tienen en

mi vida y en mis logros.
Gracias por ser mi constante fuente de amor, motivacion y alegria. Este logro es un reflejo de
nuestro esfuerzo y dedicacion como familia. Con carifio y gratitud infinita, este trabajo es para

ustedes.

Con amor,

Oscar

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



DEDICATORIA

A mi amada familia:

A mis queridos padres, cuyos s6lidos cimientos sostienen mi universo, agradezco su amor
infinito y desinteresado que me ha proporcionado las alas necesarias para alcanzar mis suefios.
Esta tesis rinde homenaje a la invaluable presencia de ustedes en mi vida, siendo un simbolo

de la profunda gratitud que albergo por su amor y apoyo incondicional.

A mis hermanos: ustedes son los compaiieros de esta travesia, los confidentes que han
compartido risas y lagrimas conmigo. Su apoyo inquebrantable y la conexién que compartimos
son tesoros que atesoro profundamente. A cada uno de ustedes, les dedico un espacio especial

en esta expresion de gratitud y reconocimiento.

A mi adorada hija, mi musa inspiradora y la brujula que ilumina mi sendero. Agradezco tu
contagiosa alegria, tu espiritu libre y tu amor incondicional. Eres la fuente de mi fortaleza y la
razon por la cual sigo adelante. Esta tesis refleja tu luz, constituyendo un pequefio tributo a la

persona que llena de esperanza mi existencia y me impulsa a ser mejor cada dia.
A mis estimados maestros:

A mis profesores y mentores, agradezco profundamente por su inestimable guia y por compartir
conmigo su vasto conocimiento y sabiduria. Su dedicacion y apasionado compromiso con la
ensefianza han encendido una llama en mi interior que me impulsa incansablemente a seguir

aprendiendo y creciendo.

A mi compafiero de tesis, con quien he compartido momentos de alegria, frustracion y
aprendizaje, le expreso mi sincero agradecimiento. Su amistad, colaboracién y apoyo ha
enriquecido enormemente esta experiencia, permitiéndome no solo alcanzar metas académicas,

sino también crecer como persona y profesional.

Agradezco a todos ustedes por ser parte de este logro y por contribuir a mi formacion personal

y profesional.

Con Carino,

Kenia

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



AGRADECIMIENTO

A mis padres, Félix Chenche Mufioz y Gladys Lopez Gémez, mi gratitud eterna. Su sacrificio
y amor han sido el motor que me impulsa. Cada logro es una manifestacion de la educacion y
valores que me han transmitido. Gracias por ser mi fuente constante de inspiracion y por ser la

base solida sobre la cual construir mis suefios.

A mi amada esposa, Patricia, agradezco sinceramente tu constante aliento, paciencia y
comprension. Tu apoyo incondicional ha sido mi roca en este proceso. Has compartido las
alegrias de cada avance y has sido mi consuelo en los momentos mas desafiantes. Este logro

lleva tu huella, y cada pagina de este trabajo refleja nuestra colaboracion y amor.

Agradezco de corazén al MSc. Cesar Gavin Moyano, mi tutor y guia durante este emocionante
viaje académico. Su conocimiento, orientacion y paciencia han sido fundamentales para el
desarrollo y culminacion de este trabajo. Mas alla de la relacién académica, Cesar se ha
convertido en un amigo valioso, y sus consejos no solo han enriquecido mi trabajo sino también

mi crecimiento personal.

A mis queridos compafieros Técnicos Docentes a mi jefe Msc. Rafael Lazo, a mi compaiiera
de tesis, a quienes considero no solo colegas sino amigos y complices en esta aventura
cientifica. Cada experimento, cada desafio, ha sido enfrentado con un espiritu colaborativo que
ha fortalecido nuestro vinculo profesional y personal. Gracias por compartir este camino y

contribuir al éxito de este proyecto.

A mi, por la dedicacion y esfuerzo invertidos en este proyecto. Cada desafio superado ha sido
una leccion aprendida, y cada éxito ha sido el resultado de la perseverancia y determinacioén

personal.

Este trabajo es el fruto de un esfuerzo colectivo, y cada uno de ustedes ha dejado una marca
indeleble en esta travesia. A todos, gracias por ser parte de este capitulo significativo de mi
vida.

Con gratitud sincera,

Oscar

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



AGRADECIMIENTO

Agradezco de corazdn a todas las personas que han contribuido de manera significativa a la

culminacién de mi tesis para obtener el grado de Magister en Biotecnologia.

Primordialmente, quiero destacar la invaluable guia y el apoyo incondicional de mis asesores
y mentores. Su experticia me ha brindado las herramientas necesarias para enfrentar los
obstaculos y alcanzar mis metas. Su profunda sabiduria y su constante aliento han sido pilares
fundamentales en mi formacion como profesional, y les estoy profundamente agradecido por

su invaluable tutela.

Asimismo, quiero expresar mi profunda gratitud a mis compaieros de estudio. Compartir este
camino con ellos ha sido una experiencia enriquecedora en todos los sentidos. La colaboracion,
el intercambio de ideas y el apoyo mutuo han sido esenciales para mi crecimiento personal y

profesional, y han contribuido de manera significativa al desarrollo de mi proyecto.

No puedo dejar de mencionar el apoyo incondicional de mi familia y amigos. Su paciencia,
comprension y constante aliento han sido un faro de esperanza durante los momentos
desafiantes de este proceso. Su amor y confianza en mi han sido una fuerza motriz que me ha

impulsado a seguir adelante y alcanzar mis metas.

Este logro no es solo mio, sino de todos aquellos que han creido en mi potencial y me han
acompanado en este viaje. Agradezco de corazon a cada uno de ustedes por su invaluable
contribucion. Su sabiduria, apoyo y generosidad han dejado una huella imborrable en mi

formacion como profesional en el campo de la biotecnologia.

Gracias a todos por ser parte de este suefio hecho realidad.

Con mucho afecto,

Kenia

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Resumen

Este estudio se enfoco en explorar enfoques biotecnoldgicos innovadores para el control de la
Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en cultivos de banano. Se evaluaron medios de
cultivo, consorcios microbianos y extractos naturales con el objetivo de ofrecer alternativas
sostenibles a los métodos convencionales basados en fungicidas quimicos. En primer lugar, se
identific6 al medio PDA como altamente propicio para el crecimiento de la Sigatoka Negra,
superando significativamente al agar nutritivo. Este hallazgo tiene implicaciones clave para
futuros estudios in vitro, enfatizando la importancia del sustrato en la investigacion de
fitopatogenos. En el segundo tratamiento, la aplicacion de consorcios microbianos compuestos
por Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis y Pseudomonas fluorescens
demostro un control in vitro efectivo durante mas de 30 dias. Este resultado sugiere un potencial
significativo para la implementacion de microorganismos beneficiosos en estrategias de control
biologico, alinedndose con la tendencia hacia practicas agricolas mas sostenibles. El tercer
tratamiento, que involucrd la aplicacion de extractos de curcuma, reveld una capacidad de
control de hasta 15 dias. Este descubrimiento resalta el potencial de los compuestos naturales,
especialmente los sesquiterpenos presentes en la curcuma, para mitigar la propagacion de la
Sigatoka Negra. Un componente distintivo de la metodologia fue el método de captura de
microorganismos mediante sedimentacion pasiva en espacios especificos dentro de la
plantacion de banano. Este enfoque estratégico aporta realismo a la investigacion,
aprovechando la dinamica natural para la distribucion eficiente de agentes de control biologico.
Los resultados prometedores de los tratamientos 2 y 3 sefialan su potencial implementacion a
gran escala, marcando un avance significativo en el manejo sostenible de la Sigatoka Negra.
Se recomienda aplicaciones mejoradas para consorcios microbianos insertando Pseudomonas
fluorescens a los métodos de control biologico y extractos de curcuma. Ademas, se subraya la
importancia de la capacitacion de agricultores y la promocién de investigaciones
interdisciplinarias para una adopcién efectiva de estas estrategias en la practica agricola. Este
estudio contribuye de manera significativa al desarrollo de enfoques mas respetuosos con el
medio ambiente en la gestion fitopatologica y la optimizacioén de recursos en los cultivos de
banano.

Palabras claves; Banano, Sigatoka Negra, Sesquiterpenos, Pseudomonas fluorescens, Bacillus

spp, Sedimentacion pasiva, Estrategias biotecnoldgicas.
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Abstract

This study aimed to explore innovative biotechnological approaches for the control of Black
Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis) in banana crops. Culturing mediums, microbial consortia,
and natural extracts were assessed to provide sustainable alternatives to conventional methods
relying on chemical fungicides. Initially, the PDA medium emerged as highly conducive to
Black Sigatoka growth, surpassing the nutritive agar significantly. This finding holds crucial
implications for future in vitro studies, emphasizing the substrate's importance in
phytopathogen research. In the second treatment, the application of microbial consortia
comprised of Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, and Pseudomonas
fluorescens demonstrated effective in vitro control for over 30 days. This result suggests
substantial potential for the implementation of beneficial microorganisms in biological control
strategies, aligning with the trend towards more sustainable agricultural practices. The third
treatment, involving the application of turmeric extracts, revealed a control capacity of up to
15 days. This discovery underscores the potential of natural compounds, especially
sesquiterpenes present in turmeric, to mitigate the spread of Black Sigatoka. A distinctive
component of the methodology was the capture of microorganisms through passive
sedimentation in specific spaces within the banana plantation. This strategic approach adds
realism to the research, leveraging natural dynamics for the efficient distribution of biological
control agents. The promising results of Treatments 2 and 3 indicate their potential for large-
scale implementation, marking a significant advancement in sustainable Black Sigatoka
management. Enhanced applications for microbial consortia by introducing Pseudomonas
fluorescens into biological control methods and turmeric extracts are recommended.
Furthermore, the importance of farmer training and the promotion of interdisciplinary research
is underscored for effective adoption of these strategies in agricultural practice. This study
contributes significantly to the development of environmentally friendly approaches in

phytopathological management and resource optimization in banana crops.

Keywords: Banana, Black Sigatoka, Sesquiterpenes, Pseudomonas fluorescens, Bacillus spp,

Passive sedimentation, Biotechnological strategies.
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Introduccion

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, ha sido una preocupacion
constante en la industria bananera en el Ecuador. El impacto de la Sigatoka negra en la
produccion de banano es sustancial, con pérdidas potenciales de hasta el 100% segiin Martins
etal., (2016), exacerbadas por la dependencia historica de pesticidas para su control. Este abuso
de quimicos, junto con los ciclos de fumigacién frecuentes, no solo ha demostrado ser
insostenible, sino que también ha generado preocupaciones ambientales y de salud publica

(Cuevas-Gutiérrez et al., 2015).

En este contexto, el presente plan de tesis se centra en abordar la Sigatoka Negra mediante
enfoques biotecnoldgicos, proponiendo una estrategia integral que abarca desde la recoleccion
de hojas afectadas hasta la implementacion de procesos de control utilizando agentes
antagonistas y productos naturales. Este enfoque no solo busca una solucion efectiva, sino que
también se alinea con la creciente demanda de practicas agricolas sostenibles y respetuosas con

el medio ambiente.

Antes de profundizar en los aspectos técnicos de la investigacion, es crucial comprender la
magnitud del problema. La Sigatoka Negra ha demostrado ser altamente persistente en los
cultivos de banano en este pais, causando dafios significativos a los rendimientos y afectando
negativamente la calidad de las frutas. Los métodos tradicionales de control, basados en el uso
intensivo de pesticidas, han mostrado limitaciones, contribuyendo a la resistencia del hongo y

generando gastos considerables para el control del mismo (Correa et al., 2017).

Este proceso iniciara en campo con la identificacion de signos y sintomas donde se estableceran
parametros claros para la seleccion de las hojas, considerando su grado de afectacion y la
variabilidad de la infeccion. Este proceso, fundamental para entender la presencia y
distribucion del hongo en el campo segun Garcia et al., (2017), se llevara a cabo con cuidado

y precision, asegurando la representatividad de las muestras.

Las muestras recolectadas se someterdn a procesos de aislamiento en laboratorio, seguidos de
ensayos con medios de cultivo especificos para Mycosphaerella fijiensis. Posteriormente, se
procederd a la purificacion y secuenciacion del genoma del hongo. Estos pasos son esenciales
para comprender la variabilidad genética y las posibles rutas de evolucion del patégeno Ortega-

Bonilla et al., (2022), proporcionando informacion valiosa para el desarrollo de estrategias de

control especificas.
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Este enfoque molecular permitird una caracterizacion detallada del hongo, identificando
posibles puntos vulnerables para intervenciones biotecnolédgicas. La secuenciacion del genoma
proporcionara informacion clave sobre la resistencia a los agentes anti fungicos tradicionales,

orientando el disefio de estrategias de control efectivas.

Una vez caracterizado el hongo, se procedera a evaluar su susceptibilidad a agentes
antagonistas y productos naturales con propiedades anti fingicas. Este paso, crucial para
determinar la viabilidad de enfoques biotecnologicos, implicard ensayos meticulosos en

condiciones de laboratorio.

La eleccion de agentes antagonistas se basara en su capacidad para competir eficazmente con
Mycosphaerella fijiensis. Ademds, se evaluaran productos naturales conocidos por sus
propiedades anti fungicas, asegurando la seguridad y eficacia de los métodos de control

propuestos.

La validacion de los resultados obtenidos en condiciones de laboratorio se llevard a cabo
mediante la inoculacion y control en hojas de plantas de banano en condiciones controladas.
Este paso permitira evaluar la eficacia de los métodos propuestos en un entorno mas cercano a

las condiciones de campo.

La replicacion de condiciones ambientales especificas, incluidos factores climaticos y de suelo,
sera esencial para garantizar la relevancia de los resultados. La monitorizacion detallada de la
respuesta de las plantas y la persistencia del hongo sera clave para evaluar el éxito de las

estrategias implementadas.

Este plan de tesis aborda la problematica de la Sigatoka Negra en los cultivos de banano en

Ecuador mediante un enfoque integral que combina la investigacion molecular con estrategias

de control biotecnolégicas.
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CAPITULO I: El problema de la investigacién
1.1 Planteamiento del problema

La produccion bananera en Ecuador enfrenta una amenaza constante, la Sigatoka Negra,
causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis. Esta enfermedad ha generado importantes
pérdidas econdémicas y ha llevado a la adopcidn de practicas agricolas intensivas basadas en el
uso excesivo de pesticidas. El problema se agrava al considerar el sector de la produccion
bananera organica, el cual se ve notablemente limitado por la falta de alternativas efectivas y

sostenibles para el control de la Sigatoka Negra (Garcia et al., 2017).

El abuso historico de pesticidas en los cultivos de banano en Ecuador ha demostrado ser una
estrategia insostenible. La Sigatoka Negra ha desarrollado resistencia a muchos de estos
productos quimicos, obligando a ciclos de fumigacién mas frecuentes y a la bisqueda constante
de nuevas moléculas para su control. Esta dependencia crénica no solo eleva los costos de

produccion, sino que también genera preocupaciones ambientales (Echeverri, 2014).

Las consecuencias del uso intensivo de pesticidas son evidentes en la contaminacion del suelo
y del agua, afectando no solo a las plantaciones de banano sino también a los ecosistemas
circundantes. Ademas, se ha observado la presencia de residuos de pesticidas en las frutas,
planteando preocupaciones sobre la seguridad alimentaria y la aceptacion del banano
ecuatoriano en los mercados internacionales, donde las normas de calidad son cada vez mas

rigurosas (Aguilera et al., 2021).

La situacion se agrava para el sector de la produccién bananera organica, que se enfrenta a
restricciones significativas debido a la falta de opciones de control de la Sigatoka Negra
compatibles con los principios de la agricultura organica enuncia Jiménez et al., (2007). La
imposibilidad de utilizar pesticidas quimicos convencionales deja a los productores orgdnicos
en una posicion vulnerable, con rendimientos amenazados por la proliferacion no controlada

de la enfermedad.

La produccion bananera organica, que busca satisfacer la creciente demanda de alimentos mas
saludables y respetuosos con el medio ambiente, se ve obstaculizada en su capacidad para
ofrecer una alternativa sostenible frente al modelo convencional. La falta de opciones efectivas

para el control de la Sigatoka Negra limita el crecimiento de este sector, impidiendo que los
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productores cumplan con las expectativas de los consumidores y los estandares de certificacion

organica.

Esta problematica no solo afecta a los productores individuales, sino que tiene un impacto a
nivel nacional. Ecuador, siendo uno de los principales exportadores de banano a nivel mundial,
Hidalgo & Oliva (2019), se enfrenta a desafios significativos para mantener su posicion en el
mercado global. La necesidad urgente de una solucion integral que aborde el uso excesivo de
pesticidas y proporcione alternativas efectivas para el sector de la produccion bananera
organica es crucial para mantener la sostenibilidad y la competitividad de la industria bananera

ecuatoriana.

En este contexto, surge la necesidad de investigaciones que busquen enfoques biotecnoldgicos
para el control de la Sigatoka Negra, superando las limitaciones asociadas con el uso
indiscriminado de pesticidas y ofreciendo soluciones viables para el sector bananero,
incluyendo la produccion orgéanica. El presente estudio propone abordar este desafio,
reconociendo la importancia de una estrategia que no solo proteja los cultivos de banano, sino
que también fomente practicas agricolas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

(Nadal-Medina et al., 2009)

1.2  Delimitacion del problema

A pesar de la relevancia y la urgencia de abordar el problema del uso excesivo de pesticidas en
la produccion bananera ecuatoriana, es necesario establecer ciertas delimitaciones que orienten

y focalicen el alcance de la presente investigacion

La investigacion se centra especificamente en la problematica generada por la Sigatoka Negra
(Mycosphaerella fijiensis) en los cultivos de banano en Ecuador, otros problemas fitosanitarios

que afecten al banano, aunque importantes, quedan fuera del alcance de esta investigacion.

El trabajo se desarrolla en el contexto geografico de Ecuador, considerando las condiciones
climaticas y ambientales especificas de este pais. Las soluciones propuestas estaran adaptadas
a la realidad ecuatoriana y pueden no ser directamente aplicables a otras regiones con

condiciones distintas.

La presenté investigacion se concentra en las limitaciones especificas que enfrenta el sector de

la produccion bananera organica en Ecuador. Si bien se reconoce la importancia de la
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produccion convencional, las soluciones propuestas priorizaran la compatibilidad con los

principios de la agricultura orgénica.

La investigacion se orienta hacia enfoques biotecnologicos para el control de la Sigatoka
Negra, excluyendo consideraciones detalladas sobre métodos quimicos convencionales. La
justificacion radica en la necesidad de encontrar alternativas sostenibles y respetuosas con el

medio ambiente, alineadas con la demanda actual de practicas agricolas mas saludables.

Este estudio prioriza soluciones que no solo aborden la problematica fitopatologica, sino que
también promuevan la sostenibilidad ambiental y econdémica de la industria bananera en
Ecuador. Se daré especial atencion a la evaluacion del impacto ambiental de las soluciones

propuestas, considerando los aspectos relacionados con la contaminacion del suelo y del agua.

El desarrollo se circunscribe a la situacion y las condiciones existentes hasta la fecha de corte
de conocimiento en enero de 2024. Los avances cientificos y cambios en la situacion

fitopatologica mutaciones después de esa fecha no seran considerados en este estudio.
1.3 Formulacion del problema

(Como la aplicacion de soluciones biotecnoldgicas proporcionaria respuestas efectivas y
sostenibles para el control de la Sigatoka Negra en la producciéon bananera ecuatoriana,

especialmente en sector de la produccion organica?
1.4  Determinacion del tema

Aislamiento de Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) para inoculacién in vitro de

plantulas de banano (Mussa paradisiaca), seguido de control con procesos biotecnoldgicos.
1.5 Objetivo general

Determinar un proceso biotecnologico que permita el control eficaz de Sigatoka Negra

(Mycosphaerella fijiensis).
1.6  Objetivos especificos
¢ Establecer un protocolo de aislamiento de Sigatoka Negra seguido de su caracterizacion

¢ Determinar un proceso eficaz de inoculacion de Sigatoka Negra in vitro en plantulas de

banano.
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¢ Evaluar la eficacia de los productos originarios de los procesos biotecnologicos con

metodologia in vitro.

¢ Disenar estrategias de control biotecnolégico en plantulas de banano en condiciones

controladas.

¢ Monitorear la respuesta de las plantas de banano, asi como la persistencia y desarrollo de

Mycosphaerella fijiensis.

1.7  Hipotesis

El uso de agentes antagonistas y productos naturales, permitira no solo una eficaz reduccion de

la incidencia de la enfermedad, sino también la promocidn de practicas agricolas sostenibles.

1.8 Declaracion de las variables

1.8.1 Variable Independiente

» Soluciones Biotecnologicas

1.8.2 Variable Dependiente

> Incidencia de la Sigatoka Negra

» Eficiencia de los agentes antagonistas y productos de control

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variable

Sigatoka negrz
(Mycosphaerella
fijiensis)

Medios de cultivo
(PDA, Agar
Nutriente)

Consorcios
microbiano:
(Bacillus spp.,
Pseudomonas
fluorescens)

Tipo
Dependiente

Descripcion
Presencia 'y
severidad de la
enfermedad en
plantulas de banano

Sustratos utilizados
para el crecimiento
in vitro de la
Sigatoka Negra

Independiente

Aplicacion de
microorganismos
beneficiosos para el
control de Sigatoka
Negra

Independiente

Indicadores

- Crecimiento diario de

micelio en mm? (Tablas
1, 3) - Promedio de
invasion micelial
(Tablas 2, 4) -
Porcentaje de infeccion
y eficacia del control
(Tabla 6)

- Crecimiento en mm? en
PDA vs. Agar Nutriente

- Inhibicién de
crecimiento de
Mycosphaerella fijiensis
- Duracién de
efectividad del control in
vitro

Método de Medicion
- Observacion directa y
medicion con regla o
micrometro bajo
microscopio - Calculo
de promedios y
porcentajes basados en
mediciones
experimentales

- Cultivo in vitro y
medicion de la
expansion del micelio
en placas Petri

- Ensayos de
antagonismo in vitro -
Evaluacion de la
duracion del efecto
controlador
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Extractos de Independiente  Uso de extractos - Capacidad de control - Aplicacion de
curcuma naturales como de Sigatoka Negra - extractos en ensayos in
método de control Duracion de efectividad ~ vitro - Medicion de
biolégico del control in vitro inhibicion del
crecimiento del hongo
Control Independiente  Control negativo - Avance de la - Medicion del
para monitorear el enfermedad crecimiento del hongo
avance de la
enfermedad

Nota, Esta tabla se enfoca en las variables principales discutidas en el documento y proporciona un marco para entender
como se aborda el estudio de la Sigatoka Negra

1.9 Justificacion.

La justificacion de este ensayo radica en la necesidad critica de abordar la problematica de la
Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en la produccidon bananera ecuatoriana mediante un

enfoque innovador y sostenible.

El manejo de la Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en la industria bananera del Ecuador
a través de procesos biotecnologicos es un area critica de investigacion e intervencion. La
Sigatoka negra ha sido una amenaza persistente para la produccion de banano en Ecuador,
provocando pérdidas econdmicas sustanciales. La implementacion de soluciones
biotecnoldgicas ofrece el potencial de reducir la carga econdmica asociada con el uso excesivo

de pesticidas y mitigar los impactos adversos en la industria bananera (Palacios et al., 2019).

Ademas, el sector de produccion de banano organico enfrenta limitaciones debido a la falta de
alternativas efectivas de control de la Sigatoka Negra. Por lo tanto, existe la necesidad de
soluciones especificas adaptadas a los principios de la agricultura organica para permitir a este
sector abordar los desafios fitopatologicos sin comprometer sus estandares de produccion

(Castillo-Arévalo, 2022).

La aplicacion de técnicas biotecnologicas, como el aislamiento y la secuenciacion del genoma,
presenta un enfoque innovador y especifico para comprender y controlar Mycosphaerella
fijiensis. Explorar estas tecnologias representa un avance cientifico con el potencial de
transformar las practicas agricolas tradicionales y mejorar las estrategias de manejo de

enfermedades (Garcia et al., 2017).

La implementacion exitosa de soluciones biotecnologicas no solo beneficia a los productores
locales, sino que también fortalece la posicion competitiva de Ecuador en el mercado mundial

del banano. A medida que crece la demanda de los consumidores por practicas agricolas
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sostenibles, la adopcion de estos métodos puede contribuir a la diferenciacion y aceptacion de

los productos bananeros ecuatorianos en el mercado internacional (Brenes-Gamboa, 2017).

La eficacia de los resultados de la investigacion tendrd un impacto significativo en el control
de la Sigatoka negra. La informacién generada puede servir como base para futuras
investigaciones y desarrollos en los campos de la fitopatologia y la agricultura sostenible,
contribuyendo al manejo a largo plazo de la Sigatoka Negra en la industria productora de

banano del Ecuador.

En conclusion, abordar el desafio de la Sigatoka Negra en la industria bananera del Ecuador a
través de soluciones biotecnologicas innovadoras y sostenibles es crucial para mitigar las
pérdidas econdmicas y asegurar la competitividad del Ecuador en el mercado mundial del

banano.

1.10 Alcance y limitaciones

1.10.1 Alcance

El alcance de esta investigacion abarcard todas las etapas del protocolo integral propuesto para
el control de la Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en la produccion bananera
ecuatoriana, con un enfoque especifico en la implementacion de soluciones biotecnologicas,

orientadas al sector orgénico.

Se detallan los aspectos que estaran comprendidos dentro del alcance de este estudio.

Aislamiento del fitopatdgeno, incluye la recoleccion de muestras de hojas afectadas, el
aislamiento del hongo en condiciones de laboratorio, y la caracterizacion de las cepas aisladas

mediante técnicas moleculares.

La inoculacion, comprende la realizacion de ensayos de inoculacion in vitro en plantulas de
banano con las cepas aisladas de Mycosphaerella fijiensis, evaluando el desarrollo de la

enfermedad.

Control in vitro, se centra en la evaluacion de la eficacia de agentes antagonistas y productos

naturales en el control in vitro de Mycosphaerella fijiensis, implementando estrategias

especificas
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Control en condiciones controladas, considera la inoculacion y control de Mycosphaerella
fijiensis en hojas de plantas de banano en condiciones controladas, analizando la respuesta de

las plantas y la persistencia del hongo.

Analisis y recomendaciones practicas, incluye la comparacion de resultados en términos de
eficacia de control, impacto ambiental, viabilidad econdmica y aplicabilidad en la produccion

bananera organica.
1.10.2 Limitaciones

A pesar del enfoque integral de esta investigacion, es importante reconocer ciertas limitaciones
que podrian influir en la interpretacion de los resultados y en la aplicabilidad de las

conclusiones

Ubicacion geografica, la investigacion se llevard a cabo en el contexto geografico de Ecuador,
lo que implica que las condiciones climaticas y ambientales especificas del pais pueden limitar

la generalizacion de los resultados a otras regiones

Posibles mutaciones posterior a la publicacion, la investigacion se basard en informacion
disponible hasta enero de 2024. Cambios significativos en la comprension de la Sigatoka
Negra, la variabilidad genética intrinseca de Mycosphaerella fijiensis podria presentar desafios

adicionales en términos de disefio de estrategias de control y respuesta de las plantas de banano.

Duracion del estudio, el estudio tendra una duracion limitada, y las observaciones se realizaran
en un marco temporal especifico. La evolucion a largo plazo de las estrategias de control y su

efectividad a lo largo de multiples ciclos de cultivo podrian requerir investigaciones

adicionales.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial
2.1 Antecedentes

La lucha contra la Sigatoka Negra, causada por Mycosphaerella fijiensis, ha representado un
reto significativo para la industria bananera. Tradicionalmente, el control de esta enfermedad
se ha basado en el uso intensivo de quimicos, lo cual ha generado preocupaciones ambientales
y la necesidad de buscar alternativas sostenibles. En este contexto, la investigacion se ha
orientado hacia el control bioldogico como una estrategia prometedora para combatir esta

enfermedad de manera mas amigable con el ambiente.

La investigacion de Carr et al. (2017), vinculada al Instituto Tecnologico de Costa Rica,
CORBANA S.A., y la Liga Agricola Industrial de la Cafa de Azicar (LAICA), se centra en el
desarrollo de una metodologia efectiva para aislar hongos quitinoliticos con potencial para
combatir la Pseudocercospora fijiensis, el agente causal de la Sigatoka Negra. Este estudio
resalta la importancia de integrar practicas sostenibles en la industria bananera y se enfoca en
la identificacion de microorganismos con alta capacidad antagonista contra este patogeno. La
metodologia propuesta abarca desde la recoleccion de hojas de banano con lesiones maduras
hasta la evaluacion in vitro de los metabolitos secundarios producidos por los hongos aislados,
lo cual ha permitido el aislamiento de hongos con un elevado potencial para el control biologico

de la enfermedad (Carr et al., 2017).

Por otro lado, Rodriguez (2019) en su tesis "Aislamiento y seleccion de hongos antagonistas
en plantaciones de banano (Musa AAA) para el combate bioldgico de la Sigatoka negra" aborda
la necesidad de desarrollar controles biologicos efectivos contra la Sigatoka Negra,
complementando las practicas tradicionales con métodos menos perjudiciales para el medio
ambiente. Moscoso et al. (2019), cita una amplia variedad de hongos candidatos a agentes de
combate bioldgico, con un notable porcentaje presentando actividad quitinolitica. La
investigacion avanzo hacia la evaluacion in vitro e invernadero de los metabolitos secundarios,
demostrando la eficacia de ciertos tratamientos en la inhibicion de la germinacion de
ascosporas y confirmado su eficacia biologica contra la enfermedad, lo que subraya la

viabilidad de esta estrategia de control bioldgico (Rodriguez, 2019).

Estos estudios contribuyen significativamente al avance del conocimiento cientifico y tienen
implicaciones practicas importantes para la sostenibilidad de la industria bananera. La

adopcion de practicas de control bioldgico podria conducir a una reduccion notable en el uso
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de agroquimicos, mitigando los impactos negativos asociados como la contaminacioén
ambiental y la resistencia de patogenos. Este enfoque, basado en la ecologia microbiana y la
bioquimica de las interacciones planta-patdogeno, representa un paso adelante hacia la gestion

sostenible de enfermedades en cultivos agricolas a nivel mundial.

2.2 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis)

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es una de las enfermedades
mas devastadoras que afecta los cultivos de banano a nivel mundial, originaria del sudeste
asiatico, esta enfermedad ha logrado propagarse a diversas regiones tropicales y subtropicales,
amenazando la estabilidad de la industria bananera. La rapida propagacion de la Sigatoka
Negra se atribuye a su capacidad para sobrevivir y reproducirse en condiciones climaticas
diversas. Las esporas del hongo pueden transportarse a largas distancias a través del viento y
el agua, facilitando su dispersion a nuevas areas de cultivo, esta alta capacidad de diseminacion
ha llevado a que la Sigatoka Negra se convierta en una preocupacion constante para los
productores de banano (OMC, 2020).

El impacto econdmico de la Sigatoka Negra en la industria bananera es significativo. Segin
datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
la pérdida de rendimiento en plantaciones afectadas puede alcanzar hasta un 50%., esta
disminucién en la produccion no solo afecta a los productores, sino que también tiene
repercusiones en la cadena de suministro y en los precios para los consumidores finales (Ortiz,
2021).

Ademas de la pérdida de rendimiento, los costos asociados con el control y manejo de la
Sigatoka Negra representan una carga financiera adicional para los agricultores, la necesidad
de aplicar fungicidas y llevar a cabo practicas culturales especificas para combatir la
enfermedad incrementa los costos de produccion y afecta la rentabilidad de las plantaciones
(Carazo, 2021).

A decir de Benavides (2019) la Sigatoka Negra, una enfermedad que afecta las plantaciones
de banano, es causada por el hongo ascomicete Mycosphaerella fijiensis Morelet, con
Pseudocercospora fijiensis como su estado anamorfo. Clasificada en el filo Ascomycota, clase
Dothideomycetes, orden Capnodiales, familia Mycosphaerellaceae, y género Mycosphaerella,
la enfermedad presenta también su estado anamorfo en la clase Hyphomycetae. Su ciclo

patologico en las plantaciones de banano requiere la presencia de ambos estados, anamorfo y
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teleomorfo, para completarse, ademas las células sexuales llamadas ascosporas se producen en
los pseudotecios (peritecios) durante la fertilizacion de las ascas por las espermacias, estas
ascosporas, incoloras, bicelulares, ligeramente constrictas en el septo y fusiformes clavadas,
miden de 11,5 a20 um de longitud y de 2,5 a 5,0 um de ancho, consideradas el principal agente
de diseminacion de la enfermedad a largas distancias entre plantaciones, las ascosporas
desempefian un papel crucial en la propagacion de la Sigatoka Negra. Adicionalmente, los
conidios, cé€lulas asexuales formadas sobre los conidioforos, son importantes para la
diseminacion local o de corta distancia en las plantaciones, estos conidios, largos y con tres o
mas septos de color palido y lisos, miden de 30 a 132 um de longitud y de 2,5 a 5 um en su
parte mas ancha. La lluvia y el viento contribuyen a la dispersion de los conidios en menor

magnitud.

2.2.2 Caracteristicas de la Sigatoka Negra

Figura 1

Caracteristicas morfologicas de la Sigatoka Negra

SIGATOKA NEGRA

Nombre comun
Sigatoka negra o raya negra

Nombre cientifico
Mycosphaerella fijiensis Morelet

Tipo de plaga
Hongo Ascomycete

Cultivo que ataca
Bananos y platanos

Dispersion
Global a nivel del trépico

Organos que ataca
Ataca principalmente el tejido foliar, evitando el proceso de fotosintesis

Condiciones predisponentes
Alta temperatura, alta humedad, mal drenaje, mala nutricién

Fuente: (Guzman & Paladines, 2022)

La identificacion precisa de las caracteristicas de la Sigatoka Negra es esencial para su
diagnostico y control efectivo, esta enfermedad afecta principalmente a las hojas de las plantas
de banano, siendo sus sintomas mas notorios la aparicion de manchas necroticas de forma
eliptica que se expanden a lo largo de las ldminas foliares, estas manchas, inicialmente de color

verde oscuro, evolucionan hacia un tono negro, lo que da origen al nombre de Sigatoka Negra,
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el hongo Mycosphaerella fijiensis tiene una alta especificidad hacia el banano, lo que significa
que su hospedero principal es esta planta, la infeccion se produce a través de la liberacion de
esporas que germinan en las hojas, dando lugar al crecimiento del micelio y, posteriormente, a
la formacion de nuevas esporas, este ciclo de vida del hongo se repite rapidamente, acelerando
la propagacion de la enfermedad (Quiroz, 2022).

A decir de Orozco et al., (2023) la proliferacion de la Sigatoka Negra se ve favorecida por
condiciones climaticas calidas y himedas, creando un ambiente propicio para el desarrollo del
hongo., la humedad en las plantaciones, especialmente durante la temporada de lluvias,
proporciona las condiciones ideales para la reproduccion y dispersion de la enfermedad.

Para Manzo et al. (2005) las caracteristicas morfologicas de la Sigatoka Negra, causada por el
hongo Mycosphaerella fijiensis, son fundamentales para comprender su ciclo de vida y su
interaccion con las plantas de banano y platano, en su estado asexual, conocido como
Pseudocercospora fijiensis, se destacan los conidios hialinos, obclavados a cilindricos, rectos
o ligeramente curvos, con 6 a 9 septos y una cicatriz en el hilum basal, los conidi6éforos, que
emergen directamente por el estoma de manera individual o en grupos, son septados y pueden
formar hasta cuatro conidios maduros. La interaccion entre Mycosphaerella fijiensis y Musa
spp. revela que los genotipos de las plantas muestran diferentes niveles de resistencia a la
enfermedad, en donde su clasificacion se basa en la respuesta a la infeccion, dividiendo los
cultivares en altamente resistentes, parcialmente resistentes y susceptibles, se destaca que la
resistencia de algunas especies de Musa parece estar relacionada con mecanismos de defensa
postinfeccion, como la produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis y fitoalexinas.
En cuanto a las estrategias de control, se evidencia que el uso de fungicidas es la medida mas
comun, pero se sefiala la pérdida de sensibilidad del hongo a ciertos fungicidas, se exploran
alternativas como el control bioldgico con hongos como Trichoderma spp. y el desarrollo de
hibridos resistentes mediante mejoramiento genético y biotecnologia.

Por otra parte, La caracteristica distintiva del banano es su tonalidad amarilla, ya que
inicialmente presenta un color verde que evoluciona a medida que madura ya que este fruto
presenta diversas formas, contando con hasta 1000 variedades diferentes. Como planta
perenne, el banano se cultiva y cosecha a lo largo de todo el afio y su capacidad para regenerarse
se manifiesta mediante la sustitucion de partes externas muertas por nuevos hijos que crecen
desde su base, la cosecha puede realizarse aproximadamente entre 8 a 10 meses después de la
siembra, la planta posee un bulbo (falso tallo) con capacidad de rebrote anual y hojas de gran
tamafio, la inflorescencia da origen al racimo de banano, compuesto por manos que a su vez

contienen dedos o frutos. De esta manera, esta enfermedad foliar, causada por el hongo
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Mycosphaerella fijiensis, atecta el area foliar fotosintética, resultando en frutos mas ligeros y
de menor calidad, en donde la maduracion de las frutas se ve comprometida, impactando
negativamente en la produccion (Velez, 2021).

2.2.3 Ciclo de vida de la Sigatoka Negra

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, representa uno de los
mayores desafios fitosanitarios en la produccion bananera a nivel mundial, el comprender su
ciclo de vida es esencial para desarrollar estrategias efectivas de control y mitigar su impacto
devastador en los cultivos de banano (Anna, 2019).

Figura 2

Ciclo de vida de la Sigatoka negra
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e El ciclo de vida

El ciclo de vida de la Sigatoka Negra consta de varias etapas cruciales que afectan directamente
al banano, comienza con la liberacion de esporas en el ambiente, las cuales son facilmente
transportadas por el viento y la lluvia, estas esporas, al entrar en contacto con las hojas de
banano, germinan y penetran los tejidos, dando inicio a la infeccion.

Las etapas subsiguientes incluyen la colonizacion y multiplicacién del hongo en el interior de
las hojas, generando nuevas esporas que perpetuan el ciclo. Este proceso se repite de manera

continua, llevando a la rapida propagacion de la enfermedad en plantaciones enteras. La rapidez
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con la que la Sigatoka Negra puede desarrollarse y esparcirse la convierte en una amenaza

constante para la produccidon bananera (Gomez, 2020).

e Factores ambientales que afectan el ciclo

El ciclo de vida de la Sigatoka Negra se ve fuertemente influenciado por factores ambientales.
La temperatura y la humedad son condiciones propicias para su desarrollo, en regiones
tropicales y subtropicales, donde estas condiciones son ideales, la enfermedad puede alcanzar
niveles epidémicos, causando pérdidas significativas en la produccion.

Ademas, la falta de variabilidad genética en las plantaciones de banano, comunmente
compuestas por clones susceptibles, contribuye a la vulnerabilidad de los cultivos ante la
Sigatoka Negra, la monocultura facilita la adaptacion del hongo a las condiciones locales,

exacerbando la gravedad de la enfermedad (CENIBANANO, 2023).

2.2.4 Impacto de Sigatoka Negra en el rendimiento del banano

El impacto econémico y alimentario de la Sigatoka Negra en los cultivos de banano es profundo
y multifacético, esta enfermedad no solo reduce la cantidad de frutas disponibles para el
consumo, sino que también afecta la calidad y el valor comercial del producto final (Garcia,

Marcillo, & Palacios, 2019).

e Reduccion de rendimiento y pérdida de calidad

La Sigatoka Negra ataca directamente las hojas de banano, disminuyendo la capacidad de
fotosintesis de la planta. Como resultado, se reduce la produccion de carbohidratos esenciales
para el desarrollo de los racimos de frutas, la consecuencia més evidente es la disminucion del
rendimiento del banano, lo que impacta negativamente en la oferta y la demanda del mercado.
Ademas de la reduccion en la cantidad de frutas, la calidad de los racimos también se ve
comprometida, las hojas afectadas presentan manchas necréticas que afectan la presentacion
estética del racimo. Esto no solo disminuye el valor comercial del producto, sino que también
puede resultar en rechazo por parte de los consumidores y compradores internacionales,
afectando la competitividad de las exportaciones (Castillo & Rodriguez, 2019).

e (ostos asociados al control y manejo

El control de la Sigatoka Negra implica la aplicacion regular de fungicidas, lo que representa
un aumento significativo en los costos de produccion, los agricultores se ven obligados a

invertir en agroquimicos y métodos de manejo, elevando sus gastos operativos. Este aspecto
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no solo impacta la rentabilidad de los productores, sino que también plantea preocupaciones
ambientales y de salud asociadas al uso intensivo de productos quimicos (Cedefio, y otros,

2021).

e Desafios en la seguridad alimentaria

Dada la importancia global del banano como fuente alimentaria, la amenaza de la Sigatoka
Negra tiene implicaciones directas en la seguridad alimentaria, la disminucion en la produccion
de banano afecta la disponibilidad de esta fruta en mercados locales e internacionales,
generando desequilibrios en la oferta y demanda de alimentos (Carr, Villalta, Rodriguez, &
Guzman, 2017).

e Estudios y estadisticas relevantes

Datos recopilados por organizaciones internacionales, como la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), destacan la magnitud del impacto
econdmico de la Sigatoka Negra en la industria bananera. Pérdidas anuales millonarias y
reducciones significativas en la produccion global de banano han sido reportadas en regiones
clave productoras.

e Perspectivas futuras y estrategias de manejo sostenible

Ante el persistente desafio de la Sigatoka Negra, la investigacion se centra en el desarrollo de
estrategias de manejo sostenible, la introduccion de variedades resistentes, practicas
agrondmicas mejoradas y la exploracion de opciones biotecnologicas prometedoras se perfilan
como enfoques clave para mitigar el impacto de esta enfermedad en el banano, asegurando asi
la estabilidad econémica y alimentaria de las comunidades dependientes de este cultivo
(Orozco, Orozco, Pérez, & Manzo, 2008).

De acuerdo a Orozco &y Orozco (2004) la Sigatoka Negra ha tenido un impacto significativo
en el rendimiento del banano en diversas regiones de México, la primera epidemia resultd en
pérdidas de produccion que oscilaron entre el 50% y el 100%, acompafiadas de una marcada
reduccion en la superficie dedicada al cultivo de banano, en areas como Tabasco, la enfermedad
causo la desaparicion de 2,000 hectareas de cultivos en la década de los 80, y en Colima, se
derribaron mas de 3,000 hectareas con pérdidas estimadas en 50 mil toneladas de fruta en 1989.
Para 1991, la superficie derribada se incrementd a 5,000 hectareas, representando una
reduccion del 50% de la superficie cultivada por lo que el manejo de la Sigatoka Negra ha
generado cambios en las practicas de cultivo, con un énfasis en programas intensivos de
aspersion de fungicidas, estos cambios han aumentado los costos de produccion, estimandose

que el combate contra la enfermedad representa entre un 35% y un 45% del total de costos de
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produccion del cultivo, ademas, se ha observado una tendencia hacia una mayor tecnificacion
del cultivo, con efectos positivos en el rendimiento y calidad del fruto por unidad de superficie.
Sin embargo, el control quimico predominante ha llevado a problemas ambientales y de salud
humana, asi como a la resistencia a fungicidas, en México se gasta anualmente alrededor de
500 millones de pesos para el combate de la Sigatoka Negra, con consecuencias ambientales y
de salud publica significativas, la resistencia del hongo a algunos fungicidas ha generado la
necesidad de evaluar nuevas alternativas, destacando la importancia de la investigacion en

biologia, epidemiologia, control quimico y resistencia a fungicidas en la region.

2.2.5 Métodos tradicionales de control y limitaciones

En el contexto del cultivo del banano, la lucha contra enfermedades, particularmente la
Sigatoka Negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, ha llevado al desarrollo y
aplicacion de métodos tradicionales de control, estos métodos, aunque han sido fundamentales
en la proteccion de los cultivos, presentan limitaciones importantes que han impulsado la
busqueda de alternativas mas efectivas y sostenibles.

e Control quimico

Uno de los métodos mas comunes es el control quimico, que implica el uso de fungicidas para
combatir la Sigatoka Negra, entre los fungicidas utilizados se encuentran el mancozeb, el
propiconazol y el tebuconazol, aunque estos productos han demostrado eficacia en la reduccion
de la incidencia de la enfermedad, presentan limitaciones relacionadas con la resistencia del
hongo a ciertos fungicidas, lo que conduce a la necesidad de rotar o combinar diferentes
productos para mantener su eficacia.

e Control cultural

Otro enfoque tradicional es el control cultural, que implica practicas agricolas destinadas a
reducir la propagacion de la enfermedad, estas practicas incluyen la eliminacion y destruccion
de material vegetal infectado, la rotacion de cultivos y la seleccion de variedades de banano
mas resistentes, aunque este método es menos perjudicial para el medio ambiente, su eficacia
puede verse afectada por la movilidad de las esporas del hongo a través del viento y la lluvia.

e Control bioldgico

La introduccion de enemigos naturales del hongo causante de la Sigatoka Negra es una
estrategia empleada en el control biologico, sin embargo, la efectividad de este método se ve

limitada por la complejidad de los ecosistemas y la dificultad para establecer y mantener
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poblaciones estables de organismos antagonistas. Ademas, la velocidad de accidon puede no ser
suficiente para contrarrestar rapidamente la propagacion de la enfermedad en condiciones
favorables para el hongo.

e Limitaciones de los métodos tradicionales

A pesar de sus beneficios, los métodos tradicionales de control presentan limitaciones
considerables. La dependencia excesiva de fungicidas ha llevado al desarrollo de cepas
resistentes de Mycosphaerella fijiensis, lo que disminuye la eficacia de estos productos.
Ademas, el impacto ambiental de los productos quimicos utilizados y la necesidad de practicas
agricolas intensivas pueden afectar negativamente la sostenibilidad a largo plazo del cultivo

del banano (Hernandez, Sori, Pérez, & Cordova, 2016).

2.2.6 Agricultura organica en el cultivo del banano

La agricultura orgédnica se presenta como una alternativa prometedora para abordar las
limitaciones y desafios asociados con los métodos tradicionales de control de enfermedades en
el cultivo del banano. Este enfoque se basa en principios que buscan la sostenibilidad, la
preservacion del medio ambiente y la produccion de alimentos saludables. Algunos aspectos
clave de la agricultura orgénica en el cultivo del banano incluyen:

o Principios de la agricultura organica

La agricultura organica se rige por principios fundamentales que incluyen la utilizacion de
practicas agricolas sostenibles, la promocion de la biodiversidad, la minimizacion del uso de
insumos quimicos sintéticos y la mejora de la salud del suelo, estos principios buscan establecer
un equilibrio armonioso entre el cultivo y el entorno, reduciendo la huella ambiental y
preservando la calidad del suelo.

e Manejo integrado de plagas y enfermedades (MIP)

En el contexto de la Sigatoka Negra, la agricultura orgéanica promueve el Manejo Integrado de
Plagas y Enfermedades (MIP), este enfoque se basa en la combinacidn de practicas culturales,
biologicas y fisicas para controlar las enfermedades. La rotacion de cultivos, la introduccion
de organismos beneficiosos y la utilizacion de métodos fisicos, como el uso de trampas, son
estrategias comunes en el MIP.

e Uso de biofungicidas

En lugar de depender en gran medida de fungicidas quimicos, la agricultura orgéanica favorece

el uso de biofungicidas, estos son productos bioldgicos que contienen microorganismos
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antagonistas que actuan contra los patdégenos. La aplicacion de biofungicidas puede contribuir
al control de la Sigatoka Negra sin los impactos negativos asociados con los fungicidas
quimicos.

e Fertilizacion organica y mejora de suelos

La fertilizacién organica, mediante el uso de compost, estiércol y otros materiales organicos,
contribuye a la salud del suelo y fortalece la resistencia de las plantas a enfermedades, la mejora
de la estructura del suelo y la promocion de microorganismos beneficiosos son estrategias que
refuerzan la capacidad de las plantas para resistir la Sigatoka Negra.

e Desafios de la agricultura organica en el cultivo del banano

Aunque la agricultura organica ofrece numerosos beneficios, también enfrenta desafios en el
cultivo del banano, estos incluyen la necesidad de adaptar practicas a las condiciones
especificas de las plantaciones de banano, la gestion adecuada de residuos organicos y la

educacidn continua para los productores sobre las mejores practicas (Wielemaker, 2021).

Para Orozco (2018) la importancia de implementar un manejo integrado de esta enfermedad ha
llevado a la investigacion de practicas agrondmicas y métodos culturales para controlar la
propagacion del patogeno y reducir las condiciones propicias para su desarrollo las cuales se
mencionan a continuacion:

e Control Cultural

El control cultural se enfoca en reducir las fuentes de inoculo del patogeno y crear condiciones
desfavorables para su desarrollo, al mismo tiempo que se busca aumentar el vigor de las
plantas. Las principales practicas incluyen:

» Eliminacion de hojas afectadas:

La eliminacion total o parcial de hojas afectadas es una practica fundamental. Se recomienda
el deshoje sanitario, que consiste en cortar hojas afectadas y depositarlas en el suelo. Ademas,
se sugiere el "minicomposteo", colocando hojas y plantas cosechadas en montones para
acelerar la descomposicion y reducir el indculo.

* Poda temprana:

Se ha evaluado la efectividad de la "poda temprana", que implica la eliminacion semanal de la
punta de las hojas jovenes durante la temporada de lluvias para prevenir la presencia de tejido

foliar infectado.

» Tratamientos a la hojarasca:
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La aplicacion de compuestos como urea, fungicidas y otros a la hojarasca busca reducir la
esporulacion del hongo y acelerar su descomposicion. La urea al 10% se ha destacado como

una alternativa practica.

Minicomposteo: La practica de formar montones con deshechos de plantas, incluyendo hojas,
pseudotallos y plantas cosechadas, fomenta una rapida degradacion, aportando nutrientes y
materia organica al suelo.

e Limitaciones y consideraciones

Aunque estas practicas culturales son fundamentales en el manejo integrado de la Sigatoka
negra, es importante tener en cuenta ciertas limitaciones y consideraciones:

Clima:

El éxito de estas practicas puede depender del clima de la region, especialmente la distribucion
de las precipitaciones y las temperaturas. Se requiere un manejo especifico durante las épocas
de lluvia y sequia.

* Fungicida resistencia:

La dependencia continua de fungicidas ha llevado a la resistencia del patogeno a diversos
grupos quimicos, lo que subraya la necesidad de alternativas y enfoques mas sostenibles.

=  Monitoreo continuo:

La aplicacion efectiva de estas practicas requiere monitoreo continuo de la plantacion para
evaluar el comportamiento de la enfermedad y ajustar las estrategias de manejo segin sea

necesario.

Por tal, el manejo integrado de la Sigatoka negra en bananos y platanos se basa en practicas
culturales que buscan reducir la fuente de inoculo, mejorar las condiciones del cultivo y
disminuir la dependencia de fungicidas y laa implementacion exitosa de estas estrategias
depende de la adaptacion a las condiciones climaticas locales y de un monitoreo constante para

garantizar su eficacia a lo largo del tiempo.

2.2.7 Principios de la agricultura organica

La agricultura orgénica se fundamenta en un conjunto de principios que buscan promover la
sostenibilidad ambiental, la salud del suelo y la biodiversidad, al tiempo que se aleja de los

métodos convencionales que hacen uso intensivo de insumos quimicos, estos principios,
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reconocidos a nivel mundial, son la base sobre la cual se desarrollan las practicas agricolas
organicas, proporcionando un marco €tico y ambientalmente responsable para la produccion
de alimentos.

Principio 1: salud

El principio de salud en la agricultura orgénica se centra en la promocion de la salud de los
suelos, las plantas, los animales y los seres humanos, se busca cultivar alimentos nutritivos y
minimizar el uso de insumos que puedan tener efectos negativos en la salud, la prohibicion de
pesticidas y fertilizantes sintéticos es una caracteristica clave de este principio, ya que se busca
evitar la presencia de residuos toxicos en los productos agricolas.

Este enfoque holistico hacia la salud impulsa a los agricultores organicos a adoptar practicas
que fortalezcan la resistencia de las plantas a enfermedades y plagas mediante métodos
naturales, como rotacion de cultivos, asociacion de cultivos y manejo adecuado de residuos.
Principio 2: ecologia

La agricultura organica abraza el principio de ecologia al reconocer la interconexion de todos
los elementos en un agro ecosistema, se busca trabajar en armonia con los ciclos naturales y
aprovechar los servicios ecoldgicos que ofrecen los organismos presentes en el entorno
agricola, la biodiversidad se promueve activamente, ya que se entiende que ecosistemas
saludables contribuyen a la estabilidad y la productividad a largo plazo.

La incorporacion de practicas como la agroforesteria, la siembra directa y la conservacion del
agua son manifestaciones concretas del compromiso con la ecologia en la agricultura orgénica.
Ademas, se busca minimizar la huella de carbono y fomentar la captura de carbono a través de
practicas que promuevan la salud del suelo.

Principio 3: justicia

La justicia, como principio fundamental, abarca aspectos sociales y éticos en la agricultura
organica. Se enfoca en garantizar condiciones equitativas para todos los actores involucrados
en la cadena alimentaria, desde los agricultores hasta los consumidores, la agricultura orgéanica
busca prevenir la explotacion, promoviendo practicas comerciales justas y condiciones
laborales adecuadas. Los agricultores organicos a menudo participan en sistemas de
certificacion que refuerzan estos principios de justicia, asegurando que los productos organicos

cumplan con estandares éticos y sociales, la transparencia en las practicas de produccion y la

trazabilidad de los alimentos son esenciales para mantener la integridad de este principio

(Cherlinka, 2021).
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2.2.8 Practicas de la agricultura organica

Las practicas en la agricultura orgéanica estan disefiadas para poner en accion los principios
mencionados, buscando la produccion sostenible de alimentos sin comprometer la salud del
medio ambiente ni la de los consumidores. A continuacion, se exploraran algunas de las
practicas mas comunes en la agricultura organica.

e Rotacion de cultivos

La rotacion de cultivos es una practica clave en la agricultura organica que contribuye a la salud
del suelo y ayuda a controlar plagas y enfermedades el cual consiste en alternar diferentes tipos
de cultivos en una parcela de tierra en ciclos planificados. Esta técnica reduce la presion sobre
el suelo y evita el agotamiento de nutrientes especificos, mejorando la fertilidad y la estructura
del suelo.

e Asociacion de cultivos

La asociacion de cultivos es otra estrategia empleada en la agricultura orgénica para maximizar
la eficiencia del espacio y mejorar la resistencia de las plantas, al combinar cultivos que
interactian de manera beneficiosa, como el maiz y las judias verdes, se logra un uso mas
eficiente de los recursos, y algunas plantas pueden ayudar a repeler plagas que afectan a otras.

e Compostaje y abonos organicos

En lugar de depender de fertilizantes quimicos, la agricultura organica fomenta el uso de
compostaje y abonos orgénicos, estos materiales no solo enriquecen el suelo con nutrientes
esenciales, sino que también mejoran su estructura y retencion de agua. La materia orgdnica
adicional en el suelo contribuye a la proliferacién de microorganismos beneficiosos.

e Manejo integrado de plagas (MIP)

El Manejo Integrado de Plagas es una estrategia que busca controlar las poblaciones de plagas
de manera equilibrada, minimizando el uso de pesticidas sintéticos, se promueve la
introduccion de enemigos naturales de las plagas, el uso de trampas y la manipulacién de
habitats para mantener bajo control las poblaciones perjudiciales.

e Uso de coberturas vegetales

La implementacion de coberturas vegetales, como cultivos de cobertura o mulching, es comin
en la agricultura organica., estas practicas protegen el suelo de la erosion, mejoran su estructura
y regulan la temperatura, ademas, las coberturas vegetales actlian como refugio para insectos

beneficiosos y contribuyen al equilibrio ecologico (FHIA, 2022).
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2.2.9 Beneficios de la agricultura organica en la produccion de banano

La adopcion de practicas agricolas organicas en la produccion de banano ha ido ganando
terreno en los ultimos afios, impulsada por la creciente demanda de consumidores conscientes
de la salud y el medio ambiente, este enfoque se basa en la utilizacion sostenible de recursos
naturales, evitando el uso de productos quimicos sintéticos y promoviendo la biodiversidad en
los sistemas agricolas. A continuacion, se exploraran los beneficios clave de la agricultura
organica en el cultivo del banano:

Uno de los beneficios mas destacados de la agricultura organica en la produccion de banano es
la reduccion del impacto ambiental, los métodos convencionales de cultivo de banano a
menudo implican el uso intensivo de pesticidas y fertilizantes quimicos, lo que puede resultar
en la contaminacion del suelo y del agua. En contraste, la agricultura organica se centra en
practicas que minimizan la huella ecologica, utilizando fertilizantes naturales y promoviendo
la salud del suelo (FAO, 2015).

La salud del suelo es un aspecto crucial para la productividad a largo plazo de las plantaciones
de banano, la agricultura organica fomenta la rotacion de cultivos y la incorporacion de materia
organica al suelo, mejorando su estructura y capacidad para retener agua y nutrientes. Esto no
solo beneficia la cosecha actual, sino que también contribuye a la sostenibilidad a largo plazo
de la tierra de cultivo, reduciendo la erosion y mejorando la resistencia a plagas y enfermedades
(Suarez, 2024).

Ademas, la agricultura organica promueve la biodiversidad en los campos de banano. Al evitar
el uso de pesticidas sintéticos, se crea un entorno propicio para organismos beneficiosos que
controlan las poblaciones de plagas de manera natural, esto no solo disminuye la dependencia
de productos quimicos, sino que también contribuye a la salud general del ecosistema agricola.
Otro beneficio clave es la mejora de la calidad nutricional de los bananos cultivados
organicamente, diversos estudios han demostrado que los productos orgédnicos tienden a tener
niveles mas altos de antioxidantes y otros compuestos beneficiosos para la salud. Los
consumidores que optan por bananos organicos no solo contribuyen a su bienestar personal,
sino que también respaldan un sistema agricola que prioriza la calidad nutricional (Julca,
Meneses, Blas-Sevillano, & Bello, 2006).

Desde una perspectiva econdmica, la agricultura organica puede ofrecer beneficios a los
productores de banano, aunque la transicion inicial a practicas organicas puede requerir

inversiones y cambios en la gestion, a largo plazo, los costos de insumos quimicos pueden
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disminuir, y los agricultores pueden acceder a mercados premium que valoran los productos

organicos.

2.2.10 Desafios y oportunidades en la implementacion de practicas organicas

A pesar de los beneficios evidentes, la transicion hacia préacticas organicas en la produccion de
banano no esta exenta de desafios significativos. Uno de los principales obstaculos es el tiempo
que lleva convertir una plantacion convencional en organica, durante este periodo de transicion,
los rendimientos pueden disminuir antes de estabilizarse, lo que puede representar una carga
financiera para los agricultores (Carazo, 2021).

La gestion de plagas y enfermedades sin el uso de pesticidas sintéticos puede ser un desafio
considerable en la agricultura orgénica, el control bioldgico y otras técnicas naturales pueden
ser efectivos, pero requieren un conocimiento detallado y una planificacion cuidadosa. La
capacitacion y el apoyo técnico son esenciales para que los agricultores adopten con €xito estas
practicas (Docampo, 2013).

La certificacion organica es otro desafio a considerar, cumplir con los estandares establecidos
por las certificadoras organicas puede ser un proceso complejo y costoso. Sin embargo, esta
certificacion es fundamental para acceder a los mercados que pagan primas por productos
organicos, la burocracia y los costos asociados con la certificacion son areas en las que los
gobiernos y las organizaciones pueden intervenir para facilitar la transicion a la agricultura
organica (Rosales, Tripon, & Cerna, 1998).

A pesar de estos desafios, la implementacion de practicas orgénicas en la produccion de banano
presenta oportunidades significativas, La creciente demanda de consumidores conscientes y la
disposicion a pagar mas por productos organicos brindan a los agricultores la posibilidad de
diversificar sus fuentes de ingresos, La diferenciacion en el mercado, junto con la posibilidad
de acceder a programas de certificacion y apoyo financiero, puede motivar a los productores a
realizar la transicion.

Ademas, la adopcion de practicas orgéanicas puede mejorar la resiliencia de las plantaciones de
banano frente al cambio climatico, la gestion sostenible del suelo, la conservacion del agua y
la promocion de la biodiversidad son elementos clave que contribuyen a la adaptacion de las

plantaciones a condiciones climaticas cambiantes (Rodale, 2022).
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2.2.11 Importancia del control de Sigatoka Negra en el cultivo de banano

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, representa una de las
principales amenazas para la produccion global de banano (Musa paradisiaca), esta enfermedad
foliar afecta directamente a las hojas de la planta, comprometiendo su capacidad fotosintética
y reduciendo la calidad y cantidad de la fruta el comprender la importancia del control de la
Sigatoka Negra es esencial para salvaguardar la industria bananera, que desempena un papel
fundamental en la seguridad alimentaria y la economia de muchas regiones tropicales.

La propagacion de la Sigatoka Negra es rapida y devastadora ya que la infeccion comienza con
la aparicién de manchas oscuras en las hojas mas viejas, extendiéndose posteriormente a las
hojas mas jovenes a medida que avanza la enfermedad, la reduccién en la capacidad
fotosintética resulta en una disminucion de la produccion de azucares y, por ende, en la calidad
del fruto, ademas, las hojas afectadas se vuelven més propensas a desgarrarse, comprometiendo
la proteccion natural de los racimos de banano contra condiciones climaticas adversas (Carazo,
2021).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
la Sigatoka Negra puede causar pérdidas de hasta el 50% en la produccion de banano si no se
controla adecuadamente. Se estima que la industria bananera genera ingresos por mas de 10
mil millones de ddlares anuales a nivel mundial, lo que destaca la importancia econdémica de
garantizar la salud de los cultivos (FAO, 2015).

La Sigatoka Negra se ha extendido a lo largo de las principales regiones productoras de banano,
incluyendo América Latina, Africa y Asia, lo que subraya la necesidad de enfoques efectivos
y globales para su control, la Sigatoka Negra no solo impacta la produccion comercial, sino
que también afecta a las comunidades locales que dependen de la agricultura del banano como
medio de vida. La disminucién de los rendimientos conduce a la pérdida de empleos y a la
disminucién de los ingresos, lo que a su vez puede afectar la seguridad alimentaria y el

bienestar econdmico de las poblaciones dependientes de esta actividad (Docampo, 2013).

2.2.12 Biotecnologia en la agricultura

La aplicaciéon de la biotecnologia en la agricultura ha surgido como una herramienta
prometedora para abordar los desafios asociados con enfermedades de plantas como la

Sigatoka Negra, la biotecnologia agricola implica el uso de técnicas y enfoques basados en la
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biologia molecular y la genética para mejorar la resistencia de los cultivos a enfermedades,
aumentar los rendimientos y reducir la dependencia de pesticidas quimicos (OMC, 2020).

La biotecnologia permite la introduccidon de genes especificos en las plantas para conferirles
resistencia a enfermedades especificas, en el caso de la Sigatoka Negra, se buscan genes que
fortalezcan el sistema inmunoldgico de la planta (Anna, 2019).

Desarrollo de variedades transgénicas: Investigadores en biotecnologia trabajan en el
desarrollo de variedades transgénicas de banano que sean resistentes a la Sigatoka Negra, estos
cultivos modificados genéticamente pueden ofrecer una solucién sostenible al problema
(Hernéndez, Sori, Pérez, & Cordova, 2016).

e Procesos biotecnologicos para el control de Sigatoka Negra

Los procesos biotecnoldgicos para el control de la Sigatoka Negra se centran en la busqueda
de estrategias innovadoras y respetuosas con el medio ambiente, estos procesos involucran
tanto la investigacion genética como la aplicacion de organismos beneficiosos para prevenir y
controlar la enfermedad.

e Enfoques biotecnologicos

Desarrollo de platanos resistentes: Investigadores han logrado avances significativos en la
identificacion y transferencia de genes de resistencia a la Sigatoka Negra a variedades de
platanos comestibles, estos platanos transgénicos pueden ofrecer una solucion viable para
reducir la vulnerabilidad de los cultivos (Orozco, Orozco, Pérez, & Manzo, 2008).
Biofungicidas: La produccion de biofungicidas utilizando microorganismos beneficiosos es
otra estrategia biotecnologica. La aplicacion de estos agentes bioldgicos puede ayudar a
controlar la propagacion de la enfermedad sin recurrir a productos quimicos agresivo (Ortiz,
2021).

e Aplicaciones de la biotecnologia en el control de enfermedades en plantas

La biotecnologia ha emergido como una herramienta revolucionaria en la agricultura,
ofreciendo soluciones innovadoras para abordar enfermedades que amenazan los cultivos,
como la temida Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis), este microorganismo, responsable
de afectar severamente las plantaciones de banano (Musa paradisiaca), ha impulsado la
busqueda de métodos eficaces y sostenibles para su control. En este contexto, las aplicaciones
de la biotecnologia han demostrado ser prometedoras y estan redefiniendo las estrategias de

manejo de enfermedades en plantas (Castillo & Rodriguez, 2019).
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e Biotecnologia en el control de enfermedades

La biotecnologia, que implica el uso de organismos vivos o sus productos para desarrollar
soluciones tecnologicas, ha encontrado su nicho en el control de enfermedades en plantas, en
particular, las técnicas de ingenieria genética, la obtencion de hibridos resistentes y la
produccion de compuestos biologicos especificos han marcado hitos significativos en este
campo (Suarez, 2024).

e Ingenieria genética y resistencia vegetal

La ingenieria genética ha permitido la introduccidon de genes especificos en las plantas para
conferir resistencia a enfermedades, en el caso de la Sigatoka Negra, se han identificado genes
que pueden potenciar la resistencia de las plantas de banano. La insercion de estos genes en el
genoma de las plantas mediante técnicas de transgénesis ha generado cultivos capaces de
defenderse eficientemente contra el patogeno.

e Obtencion de hibridos resistentes

La obtencion de hibridos resistentes mediante cruzamiento selectivo también ha sido una
estrategia eficaz, al identificar variedades de banano que presentan cierta resistencia natural a
la Sigatoka Negra, los fitomejoradores han trabajado en desarrollar hibridos que conserven las
caracteristicas deseables de la planta y, al mismo tiempo, posean una resistencia mejorada
frente a esta enfermedad.

e Produccion de compuestos bioldgicos

La produccion de compuestos biologicos especificos, como péptidos antimicrobianos y
proteinas con actividad anti fingica, se ha convertido en un enfoque relevante en el control de
enfermedades en plantas, estos compuestos, derivados tanto de fuentes naturales como de la

ingenieria genética, pueden actuar directamente sobre el patogeno, proporcionando una defensa

efectiva contra la Sigatoka Negra sin recurrir a productos quimicos sintéticos (Wielemaker,

2021).
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CAPITULO III: Diseiio metodolégico

3.1 Tipoy diseiio de investigacion

3.1.1 Tipo
La investigacion aqui propuesta es de caracter experimental, en este caso, se planted la
implementacién de un protocolo integral que incluyé la manipulacion de variables como la
aplicacion de soluciones biotecnoldgicas, la inoculacion in vitro de plantulas de banano con
Sigatoka Negra, y la evaluacion de diferentes estrategias de control. La investigacion busco no
solo describir fendmenos, sino también probar hipdtesis y obtener conclusiones causales sobre
la eficacia de las soluciones biotecnoldgicas propuestas.

3.1.2 Diseiio de Investigacion
Para la investigacion propuesta, se aplicd un disefio experimental de grupos pretest-postest con
grupo de control, bajo el siguiente esquema T1 (Testigo); T2 (Consorcio Microbiano); T3
(Extracto de Curcuma), Este disefio permitid evaluar el efecto de una intervencion al comparar
dos grupos: uno que recibe la intervencion como grupo experimental y otro que no la recibe
grupo de control. (Orozco-Santos et al. 2008)

» Grupo Experimental

Este grupo estaria compuesto por las plantulas de banano que son sometidas al protocolo
integral de soluciones biotecnologicas microorganismos en competencia y extractos
hidroetanolicos, Se realizaron mediciones (pre test) antes de la aplicacion de la intervencion y
mediciones adicionales (pos test) después de la implementacién del protocolo.

» Grupo de Control

El grupo de control formado por plantulas de banano que no reciben la intervencion
biotecnoldgica. Al igual que en el grupo experimental, se realizaron mediciones iniciales (pre
test) y mediciones posteriores (pos test).

» Implementacion del Protocolo Integral:

Se aplicé el protocolo integral, que incluyo el aislamiento de Sigatoka Negra, la inoculacion in
vitro, y el control biotecnolédgico, en el grupo experimental.

» Mediciones y Evaluaciones:

Se llevaron a cabo mediciones sistematicas y evaluaciones en ambas etapas (pre test y pos test)
para cuantificar la incidencia de Sigatoka Negra, la respuesta de las plantas de banano, la

eficacia de los agentes antagonistas, tanto en la fase in vitro como en la fase controlada
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» Analisis Comparativo

Se realiz6 un analisis comparativo entre el grupo experimental y el grupo de control para
determinar el impacto de la intervencion biotecnologica.

Este disefio permitié evaluar de manera robusta la implementacion del protocolo integral si
tiene un efecto significativo en comparacion con un grupo de control no tratado, ayudando asi
a establecer conclusiones causales sobre la eficacia de las soluciones biotecnologicas
propuestas.

» Evaluacion de Sigatoka Negra

Para la evaluacion de Sigatoka tanto en campo como en laboratorio se utilizé el método Stover
que proporciona un enfoque sistematico para evaluar la gravedad y la propagacion de la
Sigatoka Negra conforme a su grado de infeccion como indica la Figura 3, lo que permite como
investigadores tomar decisiones informadas sobre el manejo de enfermedades y las estrategias
de control. El método Stover involucra varios aspectos como estudiar el comportamiento de la
Sigatoka negra en regiones especificas (Martins et al., 2016).

Figura 3

Severidad de Sigatoka Negra

GRADO 1 GRADO 2 "GRADO 3

(Hasta 10 manchas (<5%) (6-15%)
‘ \
| L ] S )
GRADO 4 GRADO 5 GRADO 6
(16-33%) (34-50%) (>50%)

FUENTE: (Martins et al., 2016)
3.2 La poblacion y la muestra
3.2.1 Caracteristicas de la poblacion
La poblacion objeto de este estudio estd constituida por las plantaciones de banano en la

provincia del Guayas, Ecuador, teniendo presente que las condiciones climaticas de la
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provincia son similares, con un enfoque especifico en una finca ubicada en el canton Milagro,
parroquia Mariscal Sucre. Dicha finca tiene un area total de 25 hectareas destinadas al cultivo
de banano

3.2.2 Delimitacion de la poblacion
La poblacion se delimita a las 25 hectareas de la finca ubicada en el canton Milagro, parroquia
Mariscal Sucre. Esta delimitacion se selecciona para concentrar los esfuerzos de investigacion
en un area especifica, permitiendo una mayor precision en la recoleccion de datos y una
representacion mas detallada de las condiciones de cultivo en esa localidad

3.2.3 Tipo de muestra
Se empled un muestreo por conveniencia, seleccionando la finca en el cantén Milagro como la
ubicacion de estudio debido a su accesibilidad y disponibilidad. Ademas, se utilizé un muestreo
no probabilistico para la seleccion de las plantas de banano en estudio, tomando en cuenta su
accesibilidad y la homogeneidad en las condiciones de cultivo, para la seleccion de las plantas
enfermas y el traslado de su material foliar al laboratorio.

3.2.4 Tamaiio de la muestra
El tamafio de la muestra se determind considerando la viabilidad de llevar a cabo las
mediciones y evaluaciones propuestas en el protocolo integral de forma in vitro. Se
seleccionaron 15 plantulas de banano de un vivero ubicado en el Canton El Triunfo de la
variedad Cavendish. Este tamafio de muestra se elige para equilibrar la representatividad de los
datos con la factibilidad logistica y los recursos disponibles, permitiendo obtener resultados
significativos y aplicables a la poblacion objetivo. La muestra se considera adecuada para
alcanzar los objetivos del estudio y obtener conclusiones validas sobre la eficacia de las
soluciones biotecnoldgicas en el control de la Sigatoka Negra en condiciones especificas de
cultivo.

3.2.5 Proceso de seleccion de la muestra
Para la seleccion de los individuos experimentales en estudio, estos eran plantulas de
aproximadamente 45 dias producidas en laboratorio lo que garantiza que fueron plantas libres
de enfermedades e insectos plagas, la variedad en uso fue el Cavendish ampliamente distribuida

en el pais (Quiroz & Nava 2021).

3.3 Los métodos y las técnicas
3.3.1 Fase de campo
La metodologia de muestreo de hojas con Sigatoka en campo comprendid los siguientes pasos:

1. Seleccion de Sitios de Muestreo: Se identifico y selecciono sitios representativos en la
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plantacion de banano donde se sospechaba la presencia de mayor incidencia de Sigatoka Negra.
Para la seleccion se considero la variabilidad espacial y las condiciones ambientales relevantes.
2. Técnica de Recoleccion: Se empled técnicas de muestreo no destructivas para recolectar
hojas afectadas por Sigatoka Negra. Esto incluyo la seleccion de hojas en diferentes estados de
desarrollo y de diferentes partes de la planta para obtener una muestra representativa. 3.
Registro de Datos: Se registrd informacion detallada sobre la ubicacion de cada muestra, el
estado de la hoja, la severidad de la infeccidon por Sigatoka negra e informacion considerada
relevante para el efecto del estudio 4. Andlisis de Muestras: Una vez las muestras en el
laboratorio se realiz6 un andlisis mas detallado, que incluyo la severidad del ataque.

3.3.2 Fase de laboratorio

3.3.2.1 Aislamiento de los microorganismos en estudio

» Sigatoka Negra

Para el aislamiento de Sigatoka Negra se probaron tres medios de cultivo diferentes; Agar PDA,
Agar Nutriente, Agar Saboraud elaborando 10 placas por cada uno y se procedio a la siembra.
Protocolo de Siembra

» Seleccion del area foliar afectada con el hongo

» Limpieza del area seleccionada con alcohol al 70%

» Desinfeccion con hipoclorito de sodio al 3% del material seleccionado durante 1min

» Realizar un corte de 1,5cm x 1,5c¢m con bisturi estéril

» El material cortado colocarlo en los medios de cultivo previamente elaborados con el

envés hacia abajo y sellar

» Incubar a 30°C hasta obtener crecimiento.

Posterior a la siembra se procedid con la evaluacion recurrente durante 10 dias utilizando
modelos matematicos para definir la velocidad de crecimiento estudios previos indicaron que
el modelo de Baranyi muestra un mejor comportamiento en comparacion con el modelo de
Gompertz y el modelo logistico segun Vanegas & Ramirez (2016), lo que sugirioé que el modelo
de Baranyi fue el mas adecuado para describir el crecimiento de los microorganismos en

estudio, expuestos en esta investigacion.

> Consorcio Microbiano

Para aislamiento del consorcio microbiano se empled el método de sedimentacidon pasiva para
este efecto se busco los enemigos naturales propios de Mycosphaerella fijiensis en su

ecosistema natural este método se ha empleado para realizar el muestreo microbioldgicos de
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ambientes especificos (Toloza-Moreno et al., 2017). La sedimentacion por gravedad también
se ha utilizado como un método comun de recoleccion de biomasa, lo que demuestra su eficacia
en la captura de microorganismos (Herndndez-Pérez & Labbé, 2014), se utiliz6 el siguiente
protocolo para la captura
Protocolo de captura
» Elaboracion de medio de cultivo general PDA
» Colocar el microorganismo previamente aislado en las placas
» Se coloc6 una repisa en el psudotallo de la planta a una altura 0,60m sobre el nivel del
suelo
» Se coloca las placas con el microorganismo sobre las repisas previamente establecidas
en un area de 400m?
» Tiempo de exposicion 8 horas continuas
» Posteriormente incubacién por 3 dias a 30°C

» Evaluacion de crecimientos hasta los 45 dias

Una vez que se obtuvo los microorganismos de manera natural por el método de sedimentacioén
se procedio a realizar los respectivos aislamientos en medios de cultivo para su secuenciacion
3.3.2.2 Obtencion de extractos
Realizada la revision bibliografica se plantea como objeto de estudio colocar a prueba extractos
hidroetanolicos a base Curcuma (Curcuma longa), investigaciones han confirmado el efecto
anti fungico del aceite esencial extraido de clircuma, asocidndolo a su alto contenido en
sesquiterpenos (Velasco et al., 2017), con este antecedente se planted el siguiente protocolo
para la extraccion
Protocolo de extraccion

» Preparacion del material 200g de curcuma en pedazos de aprox 0,5cm

» Elaboracion de la bolsa de té con la ayuda de una tela tipo lienzo

» Se coloca la bolsa con el material de interés dentro de la pieza de recirculacion del

equipo Soxhlet

» Se coloca el solvente, etanol al 96% dentro del balon en un volumen total de 500ml

A\

Se procede a realizar la recirculacion durante 8horas.
» Culminada la recirculacion se obtienen dos sustancias aceites esenciales y extractos

hidroetanolicos

» Se procede a realizar la valoracion cualitativa y cuantitativa del extracto por el método

de radical libre DPPH
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Con los extractos obtenidos se procedio a realizar un tamizaje fitoquimico, con los siguientes

€nsayos:

>

>
>
>

3.3.2.3

Mayer y Wagner determinacion de alcaloides

Liebermann — Burchard determinacion triterpenos o esteroides

Espuma determinacion de Saponinas

Ensayo férrico determinacion de fenoles y taninos utilizando el sistema de cruces para

criterio de medida

Control in vitro

Con nuestros microorganismos aislados e identificados morfologicamente y los extractos

validados cualitativamente se procedio a la fase de control in vitro donde logramos evaluar el

crecimiento del microorganismo de interés sujeto a medios de control mediante el siguiente

protocolo.

Protocolo de control in vitro, evaluacidn de la velocidad de crecimiento o inhibicion

l.

10.

11.
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Elaboracion de medio de cultivo PDA conforme a especificaciones de fabrica (MARCA
TITAN).

Desinfeccion de espacio de trabajo con amonio cuaternario al 5%, se dio tratamiento a
toda la camara de flujo.

Se procede a inocular el medio de cultivo con el consorcio microbiano dejando un
espacio central de aproximadamente 0,5x0,5cm para colocar el inoculo del patdégeno en
estudio. (Realizado en camara de flujo laminar)

Se coloca las placas sembradas en una incubadora a 30° C

Se procede con las evaluaciones durante 10 dias, primera evaluacién 48 horas post
siembra.

Evaluacion de velocidad de crecimiento mediante el método Baranyi.

Repeticion paso 1;2

Se procede a inocular el medio con el extracto hidroetanolicos de ciircuma dejando un
espacio central 0,5x0,5cm para colocar el inoculo del patogeno en estudio. (Realizado
en camara de flujo laminar)

Se coloca las placas sembradas en una incubadora a 30° C

Se procede con las evaluaciones durante 9 dias, primera evaluacion 48 horas post
siembra.

Evaluacion de velocidad de crecimiento mediante el método Baranyi.



3.3.24

Fase de cultivo controlado

Aunque no se encontraron referencias especificas sobre la inoculacion de la Sigatoka Negra,

se consideraron los siguientes pasos basados en la literatura revisada:

l.

Preparacion del inoculo: Se obtuvo cultivos puros del hongo causante de la Sigatoka
negra, Mycosphaerella fijiensis, y se prepar6 una suspension de esporas viables en una
solucion estéril DH20.

Seleccion de plantas y condiciones de crecimiento: Se utilizaron plantas de banano
sanas y uniformes para la inoculacion. Las plantas estaban estado de crecimiento
optimo y libres de enfermedades variedad utilizada Cavendish.

Inoculacion: Se aplico la suspension de esporas del hongo sobre las hojas de las plantas
de banano. Se utilizé6 un método de inoculacién por aspersion.

Condiciones de crecimiento post-inoculacion: Después de la inoculacion, se mantuvo
las plantas en condiciones Optimas de humedad y temperatura para favorecer el
desarrollo del hongo.

Evaluacién de la infeccion: Se realizd un seguimiento periddico de las plantas
inoculadas para evaluar la presencia y extension de la infeccion por el hongo. Esto
incluyo la observacion de sintomas caracteristicos de la Sigatoka Negra en las hojas de

las plantas evaluadas por metodologia Stover modificado.

Este protocolo se basa en la literatura revisada sobre la inoculacién de patdégenos en plantas y

fue adaptado especificamente para la inoculacion de Mycosphaerella fijiensis en plantas de

banano

para su estudio de resistencia y patogenicidad. (Delgadillo-Duran et al. 2020)

Posterior a la inoculacion del patogeno se procedié con la fase de control siguiendo el proceso

descrito a continuacion:

l.
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Para la aplicacion de los extractos estos fueron colocados en una relacion 10:100,
extracto de curcuma/agua destilada estéril, buscando un enfoque econdémico para
produccion masiva. Aplicacion por atomizacion

Para la aplicacion del consorcio microbiano estos fueron aplicados en una
concentracion 2x100 (UFC) x cc en solucion de melaza al 1% como solucion
concentrada esto diluido en 100ml de DH2O Aplicacion por atomizacion

Posterior se verifico la cobertura del producto y se evalud con la escala de severidad

siguiendo el método Stover modificado.



3.3.25 Secuenciacion de los productos de interés

Se realiz6 una secuenciacion de alto rendimiento, es una técnica altamente aplicable para la
elaboracion de perfiles taxondmicos utilizando secuenciacion masiva paralela de la region ITS
(Palomino-Camargo & Gonzalez-Mufioz, 2014), método aplicado para la identificacion de
Mycosphaerella fijiensis, analisis suministrado por Laboratorios IDGEN.

Estas técnicas moleculares, incluida la secuenciaciéon del ARN ribosomal 16S y la PCR,
complementan los métodos fenotipicos tradicionales y son cruciales para la identificacién de
microorganismos (Camacho-Luque et al., 2015), razén por la cual se utilizé el marcador 16S
ribosomal para la caracterizacion del consorcio microbiano, basicamente conformado por
bacterias segun la caracterizacién morfologica realizada previamente, analisis suministrado por

BIOSEQUENCE

3.4 Procesamiento estadistico de la informacion.
Se utilizo el software IBM SPSS Statistics (IPSS) version 2021 realizando los siguientes
analisis.
Analisis Descriptivo, para tener una comprension inicial de la distribucion de los datos y las
tendencias observadas.
Andlisis de Varianza (ANOVA), Ya que la investigacion incluye comparaciones entre varios
grupos y 15 unidades experimentales en estudio, ANOVA es una opcion adecuada para realizar
analisis de varianza para determinar si hay diferencias significativas entre los grupos.
Pruebas de Significacion Estadistica, para aplicar pruebas de significancia estadistica usando
la prueba t de Student.
Analisis de Regresion, con la finalidad de examinar las relaciones causales entre variables, el

analisis de regresion es util para evaluar como una variable predictora (o varias) se relacionan

con las variables de resultado especifica.
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4 CAPITULO IV: Analisis e interpretacién de resultados

4.1 Analisis de los resultados

4.1.1 Determinacion del medio para aislamiento

Para la determinacion del medio ideal de crecimiento se consideran dos medios de cultivo para

el andlisis de resultados, donde se compar¢ la velocidad real de invasion en medio de cultivo

en caja de 100x20mm con el modelo matematico de Baranyi con los siguientes resultados:

Tabla 2

Mycosphaerella fijiensis crecimiento diario (mm?) PDA

(mm?) PDA
DIA 1 DIA2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9
REP. 1 90,76 159,04 430,79 1026,38 2206,19 292247 4212,96 5410,62  6539,68
REP. 2 110,66 171,57 380,13 962,12 2123,72 2827,44 4247,55 544326  6569,82
REP. 3 80,91 173,67 380,13 973,70 2123,72 2827,44 4185,40 5410,62  6698,30
REP. 4 99,40 176,72 433,74 1075,21 1971,36 2720,09 4170,50 5410,62  6792,92
REP. 5 100,64 181,70 423,10 1075,21 2042,83 2827,44 4185,40 544326  6792,92
REP. 6 92,80 171,57 415,48 1134,12 2329,41 3043,47 4417,88 5647,84  6771,03
REP. 7 114,99 201,06 503,52 1091,55 2123,72 292247 4217,57 5541,78  6939,79
REP. 8 111,59 201,06 490,88 1066,51 2042,83 2944.55 4185,40 5410,62  6920,61
REP.9 81,87 190,16 486,56 1026,38 2206,19 3049,34 4300,85 5541,78  7088,24
REP. 10 92,80 197,81 455,03 1032,06 2206,19 3117,25 4484,09 5734,76  7088,24
97,64 182,43 439,94 1046,32 2137,62 2920,20 4260,76 5499,52  6820,16
Nota; Mediciones en mm? del crecimiento de micelio dia y repeticion
Tabla 3
Promedio de invasion del micelio PDA
Promedio de invasion
DIAS  AREA (mm2) AREA (cm2) V.INST % V-Vinst E. Cuadr.
1 97,644156 0,97644156 0,97644156 1,0386898 0,06224824 0,00387484
2 182,434377 1,82434377 0,91217189 1,18468858 0,27251669 0,07426535
3 439,936304 4,39936304 1,46645435 1,48580591 0,01935156 0,00037448
4 1046,32343 10,4632343 2,61580857 2,00015005 -0,61565852 0,37903541
5 2137,61545 21,3761545 4,2752309 2,71314582 -1,56208509 2,44010981
6 2920,19841 29,2019841 4,86699735 3,55416138 -1,31283597 1,72353828
7 4260,75872 42,6075872 6,08679817 4,45881463 -1,62798355 2,65033043
8 5499,51747 54,9951747 6,87439684 5,39092089 -1,48347596 2,20070091
9 6820,15567 68,2015567 ,57795075 6,33412569 -1,24382506 1,54710078
11,0193303

Nota; Promedios en base a 10 repeticiones evaluadas en 9 dias
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Tabla 4

Mycosphaerella fijiensis crecimiento diario (mm?) AGAR NUTRIENTE

(mm?*) AGAR NUTRIENTE
D:A DIA2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9
REP. 1 48,40 99,40 227,25 458,06 1076,38 2042,83 2922.,47 3848,46 4890,52
REP. 2 61,51 113,10 206,37 444,88 855,82 1983,18 2868,11 3685,29 4493,60
REP. 3 63,62 105,14 245,22 454,66 1184,81 1995,04 2642,09 3318,32 4233,70
REP. 4 50,27 95,03 236,42 407,57 479,55 2720,09 3019,08 3940,26 4300,85
REP. 5 48,40 87,91 233,71 477,23 821,43 2827,44 3619,95 3831,98 4266,05
REP. 6 78,54 113,10 208,67 465,30 1096,82 3043,47 4417,88 4686,92 5026,56
REP.7 63,62 99,40 205,87 500,74 1301,65 3043,47 3421,20 4071,51 4977,67
REP. 8 38,48 78,54 226,98 458,06 765,52 2944,55 3117,25 3908,07 4488,84
REP.9 38,48 78,54 176,72 419,10 638,39 1928,32 2290,23 3019,08 3756,65

REP.10 5346 103,87 207,91 363,05 1141,29 2290,23 2827,44 3959,20 4995,19

54,48 97,40 217,51 444,86 936,17 2481,86 3114,57 3826,91 4542,96

Nota; Mediciones en mm? del crecimiento de micelio dia y repeticion

Tabla §

Promedio de invasion mycelial AGAR NUTRIENTE

Promedio de invasion

DIAS AREA (mm2)  AREA (cm2) V.INST v V-Vinst E. Cuadr.
1 544777002 0,544777 0,544777 0,60717459 0,06239758 0,00389346
2 97,4034466 0,97403447 0,48701723 0,75317336 0,26615613 0,07083909
3 217,51159 2,1751159 0,72503863 1,05429069 0,32925206 0,10840692
4 444,864509 4,44864509 1,11216127 1,56863483 0,45647356 0,20836811
5 936,166146 9,36166146 1,87233229 2,2816306 0,40929831 0,16752511
6 2481,86285 24,8186285 4,13643809 3,12264617 -1,01379192 1,02777406
7 3114,56944 31,1456944 4,44938491 4,02729941 -0,4220855 0,17815617
8 3826,90984 38,2690984 4,7836373 4,95940567 0,17576837 0,03089452
9 4542,96285 45,4296285 5,0477365 5,90261047 0,85487397 0,7308095

2,52666693

Nota; Promedios en base a 10 repeticiones evaluadas en 9 dias
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Figura 4

Invasion del micelio, velocidad real de crecimiento

INVASION MICELIAL
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DIAS DE EVALUACION

== VELOCIDAD REAL PDA == VELOCIDAD REAL AGAR NUTRIENTE

Nota; La velocidad real de crecimiento en el modelo de Baranyi, a menudo denominada tasa de
crecimiento instantanea, se expresa en unidades de inverso de tiempo, tipicamente en 4—1 (horas al
inverso)

Fuente: (Los Autores)

Con estos resultados, aunque no muy distantes, pero con diferencias notables se selecciona para
la continuidad del ensayo el medio de cultivo PDA, por mejores resultados en la velocidad
instantanea de crecimiento, volviéndolo ideal para ensayos de antagonismo para

Mycosphaerella fijiensis, figura 5

Figura 5§

Ensayo de crecimiento

Nota: (A, B) Comparacion de crecimiento Agar Nutriente y PDA 8 dias de evaluacion, (C) 9

dias de evaluacién medio PDA.
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4.1.2 Productos biotecnologicos

Siguiendo los protocolos descritos en la metodologia se lograron los siguientes resultados

» Consorcio microbiano

Posterior a la captura de los microorganismos de interés por el método de sedimentacion pasiva
con entorno especifico en plantaciones bananeras y una vez demostrado el antagonismo del
consorcio bacteriano por un periodo de 21dias de la captura in situ figura 6(A)se procede a la
réplica in vitro, la evaluacion se la realizo durante 15 dias en incubacion a 30°C figura 6(B),
posteriormente se pudo caracterizar morfoldgicamente figura 6(C) y a nivel molecular con los
siguientes hallazgos; Bacillus suptilus, Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis, Pseudomonas

fluorescens, Laboratorios BIOSEQUENCE, responsable de identificacion molecular figura 7.

Figura 6

Antagonismo e identificacién

Nota, (a) Antagonismo de la captura in situ, (b) Replica in vitro, (¢) Identificacion morfologica
100x.

Figura 7
Diagrama de distribucion de poblacién por caracterizacion molecular
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% DE POBLACION

Pseudomonas
fluorescens
33%

Fuente: (Responsable de identificacion BIOSEQUENCE)

» Extracto de Curcuma (Curcuma longa)

Bacillus suptilus
42%

Una vez obtenido los extractos hidroetanolicos al 50% con una relacion de 10ml del extracto

por 90 ml de DH2O se realiz6 el ensayo de antagonismo de sustancias, donde se logré un

control hasta 15 dias disminuyendo su velocidad inst y velocidad de crecimiento real en

comparacion a los grupos de control Tabla 2 y Tabla 5, posterior a los 15 dias entre 16 y 21

dias las placas fueron colonizadas por el patogeno, figura 8

Tabla 6

Datos de inhibicidon de crecimiento con Curcuma

Velocidad de crecimiento con sustancia opositora, extracto de Circuma

DIAS  AREA (mm2) AREA (cm2) V. INST v
1 124,96 1,24959316 1,24959316 138015818
2 329,37 3,29365423 1,64682711 1,51825928
3 446,96 4,46961778 1,48987259  1,66291309
4 741,11 7,41108545 1,85277136  1,81348904
5 1081,38 10,8137804 2,16275607  1,96935423
6 1291,19 12,9118846 2,15198076  2,12989365
7 1614,44 16,1443546 2,30633637 2,2945253
8 2008,95 20,0894709 251118387  2,46271036
9 2316,13 23,1613185
10 271733 27,1733443 2717338 R0783281
11 3234,09 32,3409251 2,9400841 2,98394416
12 3742,88 37,4287891 3,11906575  3,16195416
13 4286,40 42,8640264 3,2972328 3,3415691
14 4850,84 48,5083817 346488441  3,52253631
15 5808,82 58,088184 3,8725456 3,70463983

V-Vinst
0,13056503
-0,12856783

0,1730405
-0,03928232
-0,19340184
-0,02208711

-0,01181107
-0,04847351

0,06047918
0,09049838
0,04386005
0,0428884
0,04433629
0,05765191
-0,16790577

E. Cuadr.
0,01704723
0,01652969
0,02994301
0,0015431
0,03740427
0,00048784

0,0001395
0,00234968

0,00365773

0,00818996
0,0019237
0,00183942
0,00196571
0,00332374
0,02819235
0,15453693

Nota; Promedios en base a 10 repeticiones evaluadas en 15 dias
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Figura 8

Antagonismo de sustancias

Una vez verificado como extracto viable se procede a la caracterizacion mediante un tamizaje
fotoquimico con los métodos descritos anteriormente, donde se obtienen los siguientes

resultados por cada 200g de producto.

Figura 9

‘T‘_A f . \
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Nota; Tiempos de efectividad del extracto en 48 hrs, 8-21 dias

Resultado de andlisis fitoquimico

AL

CONDICIONES DEL ANALISIS

Temperatura (°C) || 25,2 || Humedad (%) || 65.0
Fecha de Inicio de Analisis 30-01-2024
Fecha de Finalizacion del analisis 02-02-2024
RESULTADOS
CODIGO CLIENTE PARAMETROS METODO RRFERENCIA RESULTADOS Unidad

Extrato
hidroalcohdélico de
curcuma al 50%

Tamizaje Fitogquimico

TIPO EXTRACTO

Triterpenos/Esteroles
Reactivo Liebermann- =
Burchard
Alcaloides
Reactivo Mayer +
Reactivo Wagner +
Reactivo Dragendorff 0
Flavonoides/Antocianinas

Prueba Shinoda 4

Taninos/Fenoles
Cloruro férrico +

Azucares Reductores

Fehling

Saponinas

Espuma

Aminoacidos

Ninhidrina b

Fuente (Laboratorios SSV CONSULTING, responsable de analisis)
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4.1.3 Ensayo con plantulas

Con los resultados de la fase in vitro se dio inicio a la fase de infeccion de plantulas bajo
condiciones controladas partiendo de materiales libre del patogeno con una muestra de 15
individuos en tres tratamientos para infectarlo con el microorganismo aislado e identificado
previamente y posteriormente se inicid el control en plantulas con los siguientes resultados:

Tabla 7

Porcentajes de infeccion de inicio previo aplicacion de productos

P % de HOJAS ENFERMAS DESPUES DE 72 HORAS DE INOCULAR
Posicion de la hoja 0 1 2 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 1 1 2 2 2 2 2
2 1 1 1 1 2 1 4 1
3 1 1 2 2 2 2 2
4 1 1 1 1 2 1 4 1
5 1 1 1 2 2 3 1
El nimero en cada casilla indica el grado de infecciéon de TOTAL 8 16 9
acuerdo con la Escala de Stover modificada por Gauhl 30
(Figura 3). % 26,67 50,00 23,33
% Hojas Infectadas=  100-%de Hojas Sanas en GO 73%,
Nota; Evaluacion con método Stover, procedimiento se repitid para cada tratamiento
Tabla 8
Andlisis descriptivos de la data recolectada
Descriptivos
N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de  Minimo  Maximo
Desviacion Error confianza para la
media
Limite Limite

inferior superior

INFECCION_15 DIAS TRATAMIENTO 5 86,6000 1,94936  0,87178 84,1796 89,0204 84,00 89,00

TESTIGO

TRATAMIENTO 5 67,2000 1,30384  0,58310 65,5811 68,8189 66,00 69,00

CONSORCIO

MICROBIANO

TRATAMIENTO 5 72,0000 1,00000 0,44721 70,7583 73,2417 71,00 73,00

EXTRACTO DE

CURCUMA
Total IS 752667 864760 223280 704778 80,0555 66,00 89,00
PPI_15_DIAS TRATAMIENTO 5 05280 001924 0,00860  0,5041 m
TESTIGO
TRATAMIENTO 5 03640 001517 000678 03452 < 03828 0,34 038
CONSORCIO
MICROBIANO
TRATAMIENTO 5 03900 000707 000316 03812 <_03988 038 040
EXTRACTO DE
CURCUMA
Total IS 04273 007573 001955 03854 04693 034 056

Nota; Evaluacion descriptiva maximos y minimos de infeccion
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Tabla 9
Anova para analisis de un FACTOR

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
INFECCION_15 DIAS  Entre grupos 1020,933 2 510,467 235,600 0,000
Dentro de grupos 26,000 12 2,167
Total 1046,933 14
PPI_15 DIAS Entre grupos 0,078 2 0,039 179292 0,000
Dentro de grupos 0,003 12 0,000
Total 0,080 14
Nota; Analisis de varianza presenta alta significancia en los resultados obtenidos
Tabla 10
Grupos homogéneos Infeccion
INFECCION_15_DIAS
HSD Tukeya
TRATAMIENTOS N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
TRATAMIENTO CONSORCIO 5 67,2000
MICROBIANO
TRATAMIENTO EXTRACTO DE 5 72,0000
CURCUMA
TRATAMIENTO TESTIGO 5 86,6000
Sig. 1,000 1,000 1,000
Nota; Distincion de grupos en analisis de Tukey en grupo de infeccion
Tabla 11
Grupos homogéneos Promedio ponderado de infeccion PPI
PPI_15_DIAS
HSD Tukeya
TRATAMIENTOS N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
TRATAMIENTO CONSORCIO 5 0,3640
MICROBIANO
TRATAMIENTO EXTRACTO DE 5 0,3900
CURCUMA
TRATAMIENTO TESTIGO 5 0,5280
Sig. 1,000 1,000 1,000

Nota; Distincion de grupos en analisis de Tukey en promedio ponderado de infeccion
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4.2 Interpretacion de los resultados

El medio de cultivo ideal para el crecimiento de la Sigatoka Negra ha sido tema de interés de
investigacion. Gutiérrez-Jiménez et al. (2017) aislaron y desarrollaron el patégeno en medio
de cultivo PDA, demostrando su idoneidad para estudios in vitro relacionados con
Micosphaerella fijiensis. La investigacion presentada destaca la importancia del medio PDA
como propicio para el crecimiento de la Sigatoka Negra siendo mas eficiente en comparacion
con el agar nutritivo y medio saboraud donde no se presentd crecimiento. Este hallazgo se
alinea con estudios anteriores que han identificado medios de cultivo especificos como

determinantes para el desarrollo de patogenos vegetales (Rodriguez et al. 2020).

En cuanto a los consorcios microbianos identificados, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Bacillus thuringiensis y Pseudomonas fluorescens han demostrado un control in vitro efectivo
durante un periodo prolongado. Este descubrimiento nuevo como asociacion con la presencia
de Pseudomonas con un porcentaje importante en el consorcio abre una brecha para crear
nuevos productos. Ademads, Pseudomonas spp. se han asociado con la produccion de
metabolitos antifungicos, como las fenazinas, que contribuyen a su actividad antibidtica

(Mazurier et al., 2009).

Ademas, el mecanismo de antibiosis de Pseudomonas spp. se ha destacado como un modo de
accion predominante entre Pseudomonas y Bacillus, 1o que indica su importancia en el
biocontrol, Padaria et al., (2016). La produccion de siderdforos, enzimas liticas y la activacion
de genes de defensa se encuentran entre los mecanismos a través de los cuales Pseudomonas

spp. ejercen antibiosis y contribuyen a la supresion de la enfermedad (Widnyana et al., 2022).

Estos estudios subrayan colectivamente la importancia de los microorganismos beneficiosos
en la lucha contra los patdogenos y la promocion de la salud de las plantas. respalda la idea de
utilizar microorganismos beneficiosos para combatir patdégenos, lo cual es consistente con las

investigaciones de Camacho-Luna et al. (2021), sobre el potencial de bacterias para el control

bioldgico de enfermedades en plantas.
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El uso de Curcuma longa. (circuma) se ha estudiado y aplicado ampliamente en diversos
contextos. Por ejemplo, Velasco et al. (2017) evaluaron el aceite esencial de circuma como
agente anti fingico en recubrimientos comestibles aplicados a calabazas minimamente
procesadas, demostrando su potencial para controlar el crecimiento de hongos. El uso de
extractos de circuma como agente controlador resalta la prometedora capacidad de compuestos
naturales para el manejo de la Sigatoka Negra teniendo presente la brecha de control que se
evidencio en el ensayo. Este resultado es consistente con las investigaciones de Velasco et al.
(2017) quienes han destacado las propiedades anti fingicas de los sesquiterpenos presentes en

la circuma e identificados por tamizaje fitoquimico.

La utilizaciobn de microorganismos beneficiosos, como las bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas y los hongos endoéfitos, ha demostrado ser efectiva en el control de
patogenos y la promocion de la salud de las plantas Berendsen et al. (2012). Estos
microorganismos pueden inducir resistencia en las plantas, producir compuestos inhibidores
de patdgenos y mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo. La eficacia de las soluciones
biotecnoldgicas puestas a prueba en este ensayo, manteniendo un bajo indice de infeccion y
una emision foliar activa sugiere un enfoque sostenible y efectivo para el control de la
enfermedad. Estos hallazgos respaldan la necesidad de estrategias agricolas sostenibles, en
consonancia con las recomendaciones de Castillo & Rodriguez, (2019) sobre la importancia

de practicas respetuosas con el medio ambiente en la agricultura.

La implementacion de métodos de control bioldgico, como el uso de consorcios microbianos
y extractos vegetales, ofrece alternativas prometedoras a los fungicidas quimicos en la gestion
de la Sigatoka Negra. Estos enfoques, respaldados por la literatura cientifica y los resultados
expuestos, resaltan la relevancia de adoptar practicas agricolas sostenibles y efectivas para

enfrentar los desafios fitopatologicos en los cultivos de banano.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1 Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio subrayan la eficacia del medio PDA
para estudios in vitro relacionados con Mycosphaerella fijiensis, demostrando una idoneidad
destacada en comparacion con otros medios. La observacion de un area de crecimiento superior
a 68 cm? en nueve dias de evaluacion indica la rapidez y la eficiencia del crecimiento de la
Sigatoka Negra en este medio, lo que lo categoriza como una herramienta valiosa para ensayos

de laboratorio con el patogeno.

En cuanto al control in vitro, el consorcio microbiano conformado por Bacillus subtilis (42%),
Bacillus cereus (5%), Bacillus thuringiensis (20%), y Pseudomonas fluorescens (33%) ha
mostrado resultados realmente prometedores, superando los 21 dias con éxito. Los hallazgos
revelan un potencial significativo en la inhibicion del crecimiento de Mycosphaerella fijiensis
en su fase in vitro, y esta eficacia se traduce en la evaluacion de plantulas, donde el promedio
ponderado de infeccion (PPI) se mantiene bajo, alcanzando un 0.37% en 15 dias de evaluacion.
Estos resultados refuerzan la viabilidad y la efectividad de utilizar consorcios microbianos

como una estrategia de control bioldgico para la Sigatoka Negra.

Adicionalmente, los extractos de circuma han demostrado mantener un PPI por debajo del
0.40% en el ensayo en plantas. Este resultado destaca la capacidad de los compuestos naturales
presentes en la circuma, especialmente los sesquiterpenos, para controlar la propagacion de la
enfermedad en condiciones in vivo. La persistencia de esta eficacia durante 15 dias de
evaluacion sugiere un potencial practico para la aplicacion de extractos de circuma como parte

de estrategias de manejo integrado de la Sigatoka Negra.

En conjunto, los hallazgos de este estudio abren perspectivas prometedoras para la
implementacién de enfoques sostenibles y efectivos en el control de la Sigatoka Negra en
cultivos de banano. La combinacion de medios de cultivo eficaces, consorcios microbianos y
compuestos naturales, como los extractos de clircuma, ofrece alternativas valiosas y

respetuosas con el medio ambiente a los fungicidas quimicos tradicionales
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5.2 Recomendaciones

Basandonos en los resultados obtenidos y en las conclusiones derivadas de este estudio sobre
el control de la Sigatoka Negra en cultivos de banano, se pueden realizar las siguientes

recomendaciones.

Promocion del uso del medio PDA en estudios in vitro, dada la eficacia demostrada del medio
PDA en el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis, se recomienda su preferencia en futuros
estudios relacionados con este fitopatogeno. La utilizacion de este medio puede proporcionar

resultados mas representativos y precisos en investigaciones sobre la Sigatoka Negra.

Desarrollo y aplicacion de consorcios microbianos, considerando los resultados prometedores
del consorcio microbiano compuesto por Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis y Pseudomonas fluorescens, se sugiere explorar y desarrollar productos
comerciales basados en estos microorganismos para el control biologico de la Sigatoka Negra.
La investigacion continua para optimizar las proporciones y las formulaciones de estos

consorcios también es recomendable.

Fomento de la aplicacion de extractos de curcuma, dada la capacidad de los extractos de
curcuma para mantener bajos niveles de infeccion en plantas de banano, se recomienda la
exploracion de técnicas de formulacion y aplicacion para mejorar la eficacia y durabilidad de
estos extractos en condiciones de campo. La promocion de practicas agricolas que incluyan la

aplicacion de circuma podria ser beneficiosa para los agricultores.

Investigacién continua sobre residencia y persistencia, dada la importancia de mantener una
baja infeccion y una emision foliar activa, se recomienda la realizacion de estudios adicionales
para comprender mejor la residencia y la persistencia de los tratamientos recomendados en
condiciones de campo a largo plazo. Esto contribuird a la implementacion efectiva de las

estrategias propuestas.

Capacitacion y concientizacion de agricultores, es crucial llevar a cabo programas de

capacitacion y concientizacion dirigidos a los agricultores sobre la importancia de adoptar

practicas agricolas sostenibles.
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Anexo 2; Antagonismos con extractos de cliircuma
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Anexo 6; Accion inhibidora de curcuma 7 dias de evaluacion
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