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Resumen

Trichoderma sp. es un hongo con mdltiples aplicaciones biotecnolégicas
agricolas, principalmente como una alternativa sostenible para el control de
enfermedades de plantas y como promotor de crecimiento. Produce un gran cantidad de
metabolitos secundarios inhibidores del crecimiento, esporulacion y germinacion de
hongos patdgenos. Para obtener las condiciones favorables para la produccion de
biomasa y metabolitos se usaron cuatro medios de fermentacion. EI mejor crecimiento
se observo en caldo Sabouraud. Los metabolitos extraidos mediante el método de
fraccionamiento por particion con disolvente fueron eficientes en el control de hongos
patogenos aislados de banano (Musa sp.) como Pseudocercospora sp. y Fusarium sp.
El enfoque de este estudio es el descubrimiento de nuevos agentes de control bioldgico

que permitan el manejo integrado en el cultivo de banano.

Palabras clave: Musa sp., hongos, patdgenos, identificacion, Trichoderma, metabolitos
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Abstract

Trichoderma sp. is a fungus with multiple agricultural biotechnological
applications, mainly as a sustainable alternative for plant disease control and as a growth
promoter. It produces a large amount of secondary metabolites that inhibit the growth,
sporulation, and germination of pathogenic fungi. Four fermentation media were used
to obtain favorable conditions for biomass and metabolite production. The best growth
was observed in Sabouraud broth. The metabolites extracted using the solvent
partitioning method were efficient in controlling pathogen fungi such as
Pseudocercospora sp. and Fusarium sp. isolated from banana (Musa sp.). The focus of
this study is the discovery of new biological control agents for integrated management

in banana cultivation.

Keywords: Musa sp., fungal, pathogen, identification, Trichoderma, metabolites
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Introduccién

El cultivo de banano es una de las actividades econdmicas mas importantes en Ecuador,
siendo uno de los principales exportadores globales de este fruto. Sin embargo, la produccién de
banano enfrenta numerosos desafios, entre los cuales el manejo de plagas y enfermedades es uno
de los mas significativos (FAO, 2023). Para abordar estos problemas, los agricultores han
recurrido extensamente al uso de pesticidas quimicos hasta con 40 aplicaciones al afio, lo que

representa del 40 al 60% del costo total de produccion(Arzate-Vega, 2006).

La aplicacion de pesticidas en el cultivo de banano tiene como objetivo controlar una
variedad de plagas y enfermedades que afectan la calidad y cantidad de la produccion. Entre las
principales plagas se encuentran el picudo negro o gorgojo del platano (Cosmopolites sordidus)
y la mosca de la fruta (Anastrepha spp.). Por otro lado, enfermedades causadas por hongos como
la Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis (Manzo Gilberto etal., 2004) y la
marchitez vascular o pudricion ocasionado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC raza 1
y recientemente FOC raza 4) (Bubici etal., 2019). También, tenemos a las enfermedades
causadas por bacterias, las mas importantes son marchitez vascular causada por Ralstonia
solanacearum (Moko del banano), pudricion del pseudotallo por Erwinia chrysanthemi y

marchitamiento bacteriano por Xanthomonas campestris pv (Blomme et al., 2017).

Aunque los pesticidas quimicos han demostrado ser eficaces en el control de estas
amenazas, su uso generalizado plantea preocupaciones ambientales y de salud. La contaminacion
de suelos y aguas, la resistencia a los pesticidas, y los efectos adversos sobre la salud de los
trabajadores y las comunidades cercanas son temas que preocupan en la actualidad (Hutter et al.,

2021).



Existe un mayor control en los productos bananeros exportados, lo cual puede afectar la
calidad y seguridad del producto en mercados internacionales. Por tal motivo, la necesidad de
establecer estrategias integradas de manejo de plagas que reduzcan la dependencia de quimicos
se propone como alternativa mas sostenible con el medio ambiente y cada vez es mas comun el
uso de control biologico y técnicas de cultivo organico (Btaszczyk et al., 2014). La transicion
hacia practicas mas sostenibles y la investigacién continua en el uso de bioinsumos son
esenciales para garantizar la viabilidad a largo plazo de este sector agricola tan importante para

la economia del pais.

Entre las alternativas mas utilizadas, tenemos hongos del género Trichoderma que han
demostrado un potencial significativo como agentes de biocontrol (Btaszczyk et al., 2014) (Zin
& Badaluddin, 2020). Trichoderma pueden actuar a través de diferentes mecanismos, incluyendo
la produccidn de enzimas, secrecion de compuestos antimicrobianos, y la competencia por
recursos y nichos ecoldgicos (Mukhopadhyay & Kumar, 2020). Estos hongos producen una
variedad de metabolitos secundarios que tienen efectos antimicrobianos y antiflngicos contra
patdgenos de plantas. Han mostrado resultados prometedores en la inhibicion de patdgenos en
cultivos de diferentes plantas, sugiriendo que podrian ofrecer una solucién efectiva para el

control de enfermedades en el cultivo de banano (Roca & Matilla, 2023).

Este estudio se propone evaluar el efecto de los metabolitos secundarios producidos por
cepas de Trichoderma viride y Trichoderma harzianum en el control de microorganismos
patdgenos aislados de cultivos de banano. La investigacion busca determinar la eficacia de estos
metabolitos en la supresion de patégenos especificos y explorar su potencial como una

alternativa viable a los fungicidas quimicos convencionales.



CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema

Existen varios factores a considerar que influyen en la proliferacion de plagas y
enfermedades en el cultivo del banano. En primer lugar, la préctica intensiva de
monocultivos puede llevar a la degradacion y a la pérdida de biodiversidad del suelo.
También, se debe considerar que Ecuador es susceptible a fenémenos climaticos como El
Nifio y La Nifa, que pueden causar sequias prolongadas o lluvias excesivas, afectando
negativamente el crecimiento y la produccién del banano. Estas alteraciones en el clima
pueden cambiar la distribucion y la intensidad de enfermedades y plagas, lo que afecta

las condiciones dptimas para el cultivo.

Los patdgenos que afectan a los cultivos de banano pueden causar enfermedades
severas que reducen la calidad y el rendimiento de las cosechas. Las manifestaciones de
estas enfermedades incluyen marchitez, manchas foliares y reduccion en la produccion

de frutos.

El control de enfermedades y plagas a menudo depende de la aplicacién intensiva
de fungicidas y pesticidas, lo que puede generar resistencia en los patdgenos y aumentar
costos de produccién. Es importante considerar que el uso excesivo de productos
quimicos tiene repercusiones negativas en el medio ambiente y en la salud de los

trabajadores agricolas.

La falta de implementacion de practicas agricolas adecuadas, como el manejo
integrado de plagas y enfermedades, puede reducir la eficacia de los controles y aumentar

el riesgo de pérdidas.



1.2.  Delimitacion del problema

La investigacion se centrara en cultivos de banano ubicados en regiones
especificas de Ecuador donde se seleccionaran fincas en areas con incidencia de

enfermedades fungicas y bacterianas.

Las cepas de Trichoderma viride y Trichoderma harzianum seran usadas debido
a su potencial previamente documentado en la produccidn de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana. Con ello, se pretende evaluar los efectos de los metabolitos en
términos de inhibicién del crecimiento de los patdgenos de banano. Con ello se pretende
obtener metabolitos clave que muestren potencial para el desarrollo de un bioproducto

comercial.

1.3.  Formulacién del problema

¢ Como afectan los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma viride y
Trichoderma harzianum al crecimiento y desarrollo de patégenos que afectan a los

cultivos de banano (Musa sp.)?

1.4.  Preguntas de investigacion

Tabla 1

Preguntas de Investigacion

Pregunta Objetivo

¢Cuales son las cepas de Identificar las cepas de

microorganismos patogenos presentes en microorganismos patdgenos aislados



1.5.

los cultivos de banano que causan

sintomas especificos?

¢Cuales son las condiciones Optimas de
fermentacion que maximizan la
produccion de biomasa y metabolitos

secundarios en cepas de Trichoderma

spp.?

¢Cual es el efecto de los extractos
metabdlicos de las cepas de Trichoderma
spp. en la inhibicion del crecimiento
micelial de microorganismos patégenos
asociados a enfermedades en el cultivo

de banano?

gue presentan sintomas en el cultivo de

banano.

Establecer las  condiciones  de
fermentacion inicial para obtener mayor
biomasa y metabolitos secundarios de

las cepas de Trichoderma spp.

Cuantificar la inhibicién del crecimiento
micelial de microorganismos asociados
a sintomas de enfermedades en banano
metabdlicos de

por los extractos

Trichoderma spp.

Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma viride y

Trichoderma harzianum en la inhibicion del crecimiento de patdgenos asociados a

enfermedades en banano (Musa sp.).

1.5.2 Obijetivos especificos

1. Identificar las cepas de microorganismos patdgenos aislados que presentan

sintomas en el cultivo de banano.



2. Establecer las condiciones de fermentacion inicial para obtener mayor biomasa
y metabolitos secundarios de las cepas de Trichoderma spp.

3. Cuantificar la inhibicién del crecimiento micelial de microorganismos
asociados a sintomas de enfermedades en banano por los extractos metabolicos

de Trichoderma spp.

1.6.  Justificacion

La investigacion sobre el efecto de los metabolitos secundarios producidos por
cepas de Trichoderma viride y Trichoderma harzianum en el control de microorganismos
patogenos en cultivos de banano (Musa sp.) se fundamenta en varias razones cientificas
y practicas que subrayan su relevancia y potencial impacto en la agricultura moderna. Al
ser el banano uno de los cultivos mas importantes a nivel global, su productividad se ve
amenazada por la proliferacion de patégenos fangicos y bacterianos que reducen la
calidad y el rendimiento de los frutos. Las enfermedades como la sigatoka negra, causada
por Pseudocercospora fijiensis, y la marchitez por Fusarium, son problemas persistentes

que afectan la salud y la rentabilidad de los cultivos (Bubici et al., 2019).

Por otro lado, los metabolitos secundarios producidos por cepas de Trichoderma
como las tricoderminas, antibidticos, y enzimas que pueden inhibir el crecimiento de
microorganismos fitopatdgenos, han mostrado potencial como agentes de control
bioldgico debido a sus propiedades antifungicas y antibacterianas, ofreciendo una

alternativa natural a los tratamientos quimicos (Mesa Vanegas et al., 2020).

El uso de metabolitos secundarios para el control de enfermedades se utiliza
actualmente como préacticas de manejo integrado de enfermedades, que buscan combinar

métodos bioldgicos, culturales y quimicos para controlar enfermedades de manera



sostenible. Evaluar la eficacia de estos metabolitos permitird desarrollar estrategias mas

efectivas para el control de enfermedades en cultivos de banano.

De igual forma, este trabajo de investigacion contribuird al conocimiento
cientifico sobre la produccion de metabolitos secundarios de Trichoderma, aislados de
suelos ecuatorianos. Esto puede abrir nuevas vias para el desarrollo de bioinsumos y

mejorar la formulacion de productos para el control bioldgico en cultivos especificos.

Esta investigacion es crucial para el desarrollo de métodos de control bioldgico
sostenibles y eficaces para los cultivos de banano en Ecuador. Evaluar el impacto de los
metabolitos secundarios, no solo ofrece la posibilidad de mejorar la salud y la
productividad de los cultivos de banano, sino que también contribuye a la proteccion del
medio ambiente, la salud y a la economia agricola mediante la reduccion de la

dependencia de fungicidas quimicos.
1.7.  Declaracion de las variables (Operacionalizacion)

Tabla 2

Operacionalizacion de variables

DEFINICION
OBJETIVOS VARIABLES OPERACIONAL INDICADORES INSTRUMENTOS
Diversidad de Caracteristicas Observacion directa.
o Variable hongos patdgenos. macroscopicas
Objetivo 1 Independiente: (color y apariencia
Identificar las ~ Sintomas de del cultivo).
cepasde enfermedad. Caracteristicas
mlcroorganlsmOS microscépicas
patogenos _ (forma del micelio,
aislados que Variable y morfologia de
presentan Dependiente: esporas).
sintomas en el )
cultivo de Género de los = . » ]
microorganismos Diversidad de Caracteristicas Observacion bajo el
ST aislados. bacterias macroscopicas microscopio.
patdgenas. (color y apariencia

del cultivo, forma,



Objetivo 2

Establecer las
condiciones de
fermentacion
inicial para
obtener mayor
biomasa y
metabolitos
secundarios de
las cepas de
Trichoderma

Spp.

Objetivo 3

Cuantificar la
inhibicion del
crecimiento
micelial de

microorganismos

asociados a
sintomas de

enfermedades en

banano por los
extractos
metabdlicos de
Trichoderma

Spp.

Variable
Independiente:

Diferentes
formulaciones de
medios de cultivo.

Especie de
Trichoderma.

Variable
Dependiente:

Biomasa de
Trichoderma spp.

Rendimiento de
fraccion metabdlica
extraida.

Variable

Independiente:
Medios de cultivo.

Microorganismos
patdgenos.

Especie de
Trichoderma spp.

Variable
Dependiente:

Inhibicion del
crecimiento micelial
de los hongos
(Pseudocercospora

sp. y Fusariumsp.,) y

de las bacterias
(Ralstonia sp. vy
Erwinia sp.).

Expresion de
metabolitos
secundarios en

distintos medios
de cultivo.

Método de
crecimiento
miceliar con
dosificaciéon  del

extracto en el
medio de cultivo.

elevacion y margen

de la colonia).

Caracteristicas
microscopicas
(presencia

conidios y forma

del micelio).

Cuatro tipos
formulaciones

de

de
de

medios de cultivo
para el crecimiento
de dos cepas de

Trichoderma.

Diametros

de

crecimiento de las
colonias de hongos

y bacterias.

Tasa de
esporulacion de
Trichoderma  spp.
(ufc/ml) alos 8 y 21
dias de incubacion.

Observacion

microscépica  del
micelio.

Porcentaje de
inhibicion del

crecimiento usando
extractos crudos.






CAPITULO I1: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales
2.1.1. Caracteristicas y morfologia de la planta de banano

El nombre genérico Musa viene de la palabra arabe mouz. Las bananas fueron
conocidas en el mundo arabe antiguo y aparecen en el Koran como “arbol del paraiso”.
La primera clasificacion cientifica fue realizada por Linnaeus en 1783, le dio el nombre
de Musa sapientium a todas las frutas que eran dulces y se podian comer frescas; mientras
que al grupo de los platanos que se consumian cocinados los llamo Musa paradisiaca

(Robinson & Galén, 2010).

La planta de banano pertenece a la familia Musaceae que es cultivada en regiones
tropicales y subtropicales. Difiere de las caracteristicas tipicas de los cultivos horticolas.
Es monocotiledonea, herbacea y perenne de gran tamafio. Se la considera una hierba
porque cuando ya se cultiva la fruta, sus partes aéreas caen al suelo, pero no tiene
componentes lefiosos. Es perenne porque de la base de la planta nace un nuevo un brote

Ilamado hijo, que reemplaza las partes aéreas de la planta madre.

De la planta de banano se pueden distinguir tres partes importantes de la planta:
el cormo con hijuelos y el sistema radical, el pseudotallo con el sistema foliar y el racimo
o inflorescencia. El tallo verdadero del banano se encuentra bajo tierra, se lo conoce como
cormo, pero el término botéanico correcto es rizoma. El punto de crecimiento del rizoma,
el meristemo apical, es una clpula aplanada desde la cual se forman las hojas v,

eventualmente, la inflorescencia (Mostafa, 2021).

El sistema radicular se encarga de absorber, transportar el agua, y transferir los

nutrientes del suelo hacia la planta. Las plantas de banano tienen un sistema radicular
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primario y uno adventicio. Las raices primarias se originan en la superficie del cilindro
central del rizoma, y las secundarias y terciarias, en las raices primarias. El hijo es un
brote lateral que se desarrolla desde el rizoma, y generalmente surge muy cerca de la
planta progenitora, también llamada planta madre. Cuando el hijo apenas sale de la
superficie del suelo se llama hijuelo. Cuando ya ha crecido y tiene hojas verdaderas se

denomina hijo (Soto, 2014).

La parte mas parecida a un tronco es, en realidad, un falso tallo denominado
pseudotallo, y estd formado por un conjunto apretado de vainas foliares superpuestas.
Aunque el pseudotallo es muy carnoso y esta formado principalmente por agua, €s
bastante fuerte y puede soportar un racimo de 50 kg 0 més. La hoja es el principal 6rgano
fotosintético de la planta. Cada hoja emerge desde el centro del pseudotallo como un
cilindro enrollado (hoja cigarro). A medida que las hojas emergen, el pseudotallo continda
creciendo hacia arriba y alcanza su méxima altura cuando el tallo floral surge en la parte
superior de la planta y sirve de soporte a la inflorescencia, que es una estructura compleja,
que contiene las flores que se desarrollaran en frutos(Robinson & Galén, 2010). Existen
dos tipos de flores, las femeninas (pistiladas) que aparecen primero. A medida que surge,
la bréactea (una hoja modificada) expone las flores femeninas que estdn aglomeradas en
los nédulos y desarrollan manos de frutos. EI nimero de manos en el racimo varia

dependiendo del genotipo y las condiciones ambientales (Soto, 2014).

A medida que las flores femeninas se desarrollan en frutos, la porcidn distal de la
inflorescencia se alarga y produce grupos de flores masculinas (estaminadas), cada uno
bajo una bractea. El raquis es el tallo de la inflorescencia, que va desde el primer fruto
hasta la yema masculina. A lo largo del raquis aparece un conjunto de frutos llamado

racimo que se agrupan en manos (Figura 1). La presencia o ausencia de yema masculina
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es una de las caracteristicas utilizadas para diferenciar entre cultivares (Robinson &

Galan, 2010).

Figural

Partes de la planta de banano

F ot Cormoy
W —> sistema
et radicular

2.1.2. Importancia del cultivo de banano

El banano es considerado una de las frutas tropicales mas importantes para el
consumo mundial, asi como por su contenido de fuentes de carbono, almidén, vitaminas
y minerales. Los cultivos de banano requieren suelos ricos en potasio, nitrégeno y una
abundante cantidad de agua (Henriques et al., 1997). Los paises productores de banana
en orden de importancia son Ecuador, Filipinas, Costa Rica, Brasil, Colombia y
Guatemala y los mayores importadores son la Unién Europea, Estados Unidos, China,

Rusia y Japon (FAO, 2023).

El banano se produce alrededor del mundo y, en Ecuador se cultiva este producto

como un monocultivo de valor comercial. El principal propoésito del cultivo es generar
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ganancias a través de la exportacion, que segun el Banco Central del Ecuador genera

aproximadamente 3 billones al afio (Ortiz et al., 2020).

Segun el INEC (2023), se produjo 7,2 millones de toneladas de fruta que se
cultivan en 175.181 hectareas en Ecuador. Las principales provincias donde se cultiva el
banano son Los Rios (38%), Guayas (31%), EI Oro (20%) v el resto en otras provincias

(11%).

Desde el afio 2022, el comercio mundial de banano se ha visto afectado por varios
factores, que han provocado al aumento de los costos de produccién y la escasez de oferta
frente a una demanda relativamente estable en los mercados clave de importacion.
Factores como la subida en los precios de los fertilizantes, las condiciones climaticas
adversas, el aumento del porcentaje de rechazo de productos que no cumplen las normas
de calidad esperadas y una mayor rigurosidad de los niveles maximos de residuos, sobre
todo en los Estados Unidos y la Union Europea, han aumentado la presion sobre
productores y exportadores, ya que los productos que no cumplen estos nuevos requisitos
no pueden exportarse. La escasez de contenedores por los bloqueos en algunos paises
asiaticos, junto con los altos costos de transporte global, han representado barreras

adicionales para el crecimiento de las exportaciones (FAO, 2023).
2.1.3. Enfermedades del banano

En la actualidad existen graves preocupaciones por la propagacion de
enfermedades de las plantas de banano ya que causan muchas pérdidas econémicas. La
mas seria de estas enfermedades es la mancha negra de las hojas o Sigatoka negra causada
por el hongo Mycosphaerella fijiensis, que es una enfermedad flngica estrechamente
relacionada pero mas virulenta que la Sigatoka amarilla comdn (Mycosphaerella
musicola) (Churchill, 2011). La mancha negra de las hojas ha causado devastacion a los
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platanos comerciales cultivados en localidades tropicales y también se ha extendido a los

platanos cultivados en situaciones de pequefios productores (Manzo Gilberto et al., 2004).

Otra enfermedad importante del platano es la enfermedad del marchitamiento de
Panama causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, que destruyé mas de 40,000
hectareas de platanos de exportacion 'Gros Michel' en América, hasta que este cultivar
fue reemplazado por los platanos del subgrupo AAA Cavendish resistentes a finales de
los afios 50. Actualmente, otra raza de la enfermedad de Panam@, conocida como "raza
subtropical 4", estd destruyendo plantaciones de platano Cavendish en paises
subtropicales como Sudéafrica, Taiwan y partes de Australia (Robinson & Galan, 2010).
Nuevas cepas de este hongo, conocidas coloquialmente como "raza tropical 4" (TR4),
comenzaron a atacar a los Cavendish y otros cultivares plantados en los afios 90 en
Malasia e Indonesia, y existe un grave riesgo de que esto también afecte a las plantaciones

de platano Cavendish en América, Africa o el Caribe (Bubici et al., 2019).

Ademas de la mancha negra de las hojas y la enfermedad de Panama, otras
enfermedades del platano causadas por bacterias como la enfermedad del Moko (Garcia
etal., 2019), la enfermedad del tope abultado del platano y la enfermedad de la mancha
del platano siguen siendo amenazas serias para la produccién mundial y la situacion no

ha cambiado mucho en los ultimos 20 afios.

Mientras tanto, nuevos problemas de enfermedades, como el marchitamiento por
Xanthomonas o la pudricion blanda causada por Erwinia (Aguilar-Anccota et al., 2021),
en donde los tratamientos quimicos no son efectivos hace que la mejora de la resistencia
siga siendo una prioridad critica de investigacion para superar la amenaza de todas estas

enfermedades, un enfoque mas integrado es ahora una prioridad.

2.2. Marco Conceptual
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2.2.1. Sigatoka negra

Uno de los estreses bioticos mas destructivos del banano es la Sigatoka negra, una
enfermedad fungica foliar causada por Pseudocercospora fijiensis. ElI hongo es
heterotalico, es decir, produce conidios asexuales y ascosporas sexuales durante todo el
afio (Figura 2). La enfermedad es policiclica y resulta en multiples infecciones en un ciclo

del banano (Manzo Gilberto et al., 2004).

Figura 2

Ciclo de desarrollo de Sigatoka

peritecio con ascos y..wi \
ascosporas sobrela 4 R
hoja

srbol fc ionde jacian sobre germinacion de esporas irbol de b

h &
severamente ~ Accrdticas  manchas 1a hoja ¥ penetracion a través s
afectado de los estomas

Nota. Adaptado de “Agrios’ Plant Pathology”, por Oliver, R, 2024. Academic Press.

Los patogenos de Pseudocercospora en bananos son hemibiotroficos. Una vez
que las esporas de estos patogenos se diseminan sobre la superficie de las hojas del banano

y las condiciones ambientales son propicias para el crecimiento del patégeno, germinan
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y penetran los tejidos foliares a través de los estomas para colonizar los espacios

intercelulares dentro de las capas de mesdfilo y células paliadas (Alakonya et al., 2018).

La expresion de sintomas ocurre entre 7 y 14 dias después de la infeccion y se
manifiesta mediante estrias en las hojas que se tornan necrdticas, reduciendo

significativamente la capacidad de fotosintética de la hoja (Oliver, 2024).

Segun la escala de Fouré, los sintomas de la Sigatoka negra se pueden reconocer

a través de seis etapas (Figura 2):

Etapa 1. Pequefias lesiones o puntos de color amarillento, menores a 1 mm de

longitud, apenas visibles en el envés de las hojas.

= Etapa 2. Rayas o0 estrias marrones de 3—4 mm de longitud.

= Etapa 3. Las estrias se alargan y amplian dando la impresion de haber sido pintadas
con pincel, sin bordes definidos y de color café, que pueden alcanzar hasta 2 cm de

longitud.

= Etapa 4. Manchas de forma ovalada o eliptica de color café en el envés y negro en el

haz.

= Etapa 5. Es la primera etapa necroética, la mancha es negra rodeada de un halo

amarillo. El centro seco y semihundido.

= Etapa 6. Es cuando el centro de la mancha se seca, se vuelve gris claro y esta rodeado
por un anillo negro bien definido, que a su vez esta rodeado por un halo amarillo
brillante. Dado que el anillo persiste, estas manchas siguen siendo visibles después

de que la hoja se haya secado (Fouré, 1987).
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Figura 3

Sintomas

de las seis etapas de Sigatoka negra

Etapa 3

Etapa 4 Etapa 5 Etapa

Nota. Adaptado de “Varietal Reactions of Bananas and Plantains to Black Leaf Streak Disease”, por (Fouré, 1987).

2.2.2.

La presencia de numerosas y grandes manchas provoca la muerte de tejido foliar
Ilegando afectar incluso la hoja completa, reduciendo significativamente el nimero de
estas, afectando indirectamente sobre el racimo, pudiendo ocasionar una maduracion
prematura, torndndola no apta para su comercializacion. Esto puede llevar a una pérdida
de rendimiento del 35 al 100%, dependiendo del cultivar, las condiciones ambientales y

el nivel de infeccion (Churchill, 2011).

El control de esta enfermedad se basa principalmente en el uso de fungicidas, cuya
aplicacion genera un costo de 30 a 40% de la produccidn; sin embargo, esta medida de
control provoca contaminacién al ambiente, problemas de salud humana y genera

resistencia del hongo (Manzo Gilberto et al., 2004).

Mal de Panamé

La marchitez vascular causada por Fusarium en el cultivo de banano es causada

por diferentes cepas 0 genotipos del patdégeno del suelo F. oxysporum f. sp. cubense
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(FOC). Segun la clasificacion tradicional propuesta por Stover (1962), hay tres razas de
FOC (razas 1, 2 y 4) que atacan cultivares de banano comestibles, y una (raza 3) que solo
ataca a Heliconia spp. El primer informe de FOC ocurrié en Australia en 1874, pero se
volvié epidémico en América Central en 1890 (Panama). Actualmente, la enfermedad
est4 muy extendida en las regiones productoras de banano de Asia, Africa, Australia, el

Pacifico Sur y América Latina (Robinson & Galan, 2010).

Aunque los sintomas se observan primero en las hojas, el sitio inicial de infeccion
es el sistema radicular, principalmente en las raices secundarias y terciarias, donde el
hongo penetra a través de los tejidos y se propaga a través de los vasos del xilema hacia
el rizomay el pseudotallo. Se producen mdltiples ciclos de infeccion en una plantacién
de bananos infestada con Foc (Ploetz et al., 2015) . Las raices mas grandes rara vez se
infectan, y aunque la planta puede ocasionalmente ser infectada a través del rizoma o el

pseudotallo, tales infecciones suelen permanecer localizadas.

El ciclo de vida de Foc se observa en la Figura 4, las clamidosporas en el suelo se
estimulan para germinar por los exudados nutritivos de las raices de banano y de plantas
no hospedadoras. Aquellos que infectan las puntas de las raices secundarias y terciarias
del banano penetran la cubierta radical y la zona de elongacion, estableciendo una relacion
parasitaria intercelular en el cortex radicular, antes de ingresar a los elementos vasculares

del xilema (Bubici et al., 2019).

Cerca del apice en la raiz de banano se encuentra el xilema, y a medida que este
madura, los vasos se vacuolan y el protoplasma y el nicleo desaparecen de dichos
elementos. El xilema actia como una barrera contra el avance del patégeno y la
probabilidad de que la infeccion alcance el rizoma es baja, estimandose en

aproximadamente una raiz de cada 20 (Buddenhagen, 2009). Sin embargo, el patdégeno
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puede moverse pasivamente en el lumen vacio de los vasos maduros. EI movimiento
inicial a través de las raices puede ser lento, requiriendo alrededor de cuatro semanas para
avanzar 75 cm, pero en los vasos de xilema maduros, el patdgeno puede crecer 30 cm en
dos a tres dias, con cada nueva generacion de esporas. Una vez que alcanza el rizoma, el
patégeno puede distribuirse dentro del pseudotallo en menos de dos semanas(Pegg et al.,

2019).

La invasion sistémica de los vasos del xilema en el pseudotallo no necesariamente
necesita ocurrir para que los sintomas de marchitez se hagan evidentes. Se ha propuesto
la participacién de metabolitos tdxicos en la patogénesis. Se cree que el acido fusarico,
que es producido por Foc y otras especies de Fusarium, contribuye a la expresion de
sintomas. La planta de banano puede tardar en mostrar sintomas externos porque tiene
una capacidad vascular de dos a tres veces superior a la que necesita para su crecimiento

y reproduccion (Bubici et al., 2019).

Cuando se corta el pseudotallo o rizoma de una planta infectada, los tejidos
vasculares muestran puntos y estrias marrdn rojizo. Externamente, las hojas mas viejas se
tornan amarillas prematuramente. La clorosis inicia a lo largo de los méargenes de las
hojas y avanza hacia la nervadura central. Las hojas se empiezan a doblar y cuelgan
alrededor del pseudotallo como una falda. Finalmente, la planta muere después de
florecer. Los sintomas son similares a los de la falta de agua, ya que los vasos conductores

estan bloqueados por los mecanismos de defensa de la planta (Pegg et al., 2019).

En el caso de una infeccion severa en el suelo, las plantas jovenes pueden
marchitarse y morir cuando solo tienen unos pocos meses. Factores como el agua y el
material de plantacion infectado son los dos principales métodos de dispersion del

patogeno a largas distancias. La propagacion a corta distancia se ve facilitada por el suelo
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infectado adherido a herramientas y zapatos, asi como por el contacto raiz a raiz. Las

areas infectadas deben ser cercadas y no se debe permitir el acceso (Jangir et al., 2021) .

Figura 4

Ciclo de enfermedad de Fusarium oxysporum

El micelio se extienda por las
vasos del xilema. La planta
sacreta compuestos antifingicos
que obstruyen los vasos.

, Micalio del hongo

‘Oscurecimiento de la vasculatura
por los vasos colapsados. Los tallos
inferiores comienzan a marchitarsa.

Xilema de color
marrdn rojizo

La planta infectada
prasenta clorosis

cornplt_ata ¥
Vasos del xilema marchitamiento
D 3 —

Marchitaz
W ¥ muerts
dela
planta

Microconidias

Clamidosporas

Germinacion de

las clamidos _ Las esporas asexuales se forman

an el tejido muerto. Las esporas
permanecen en al suslo.

Micelio dal
hongo

Las esporas
germinan e
invadan la raiz.

Germinan en respuesta a los
exudados de la planta y penetran
directaments a la punta de la raiz.

Nota. Adaptado de “Secreted in Xylem Genes: Drivers of Host Adaptation in Fusarium oxysporum”, por Jangir, et al, 2021.

2.2.3. Moko del banano

El moko bacteriano es uno de los problemas fitosanitarios mas importantes en la
industria bananera, siendo la principal enfermedad bacteriana en este cultivo. Es causada
por la bacteria fitopatégena Ralstonia solanacearum gque es sumamente agresiva, con una
distribucion global y un amplio rango de hospederos que incluye plantas de al menos 50
familias botanicas diferentes. En la actualidad la enfermedad se encuentra presente en

varios paises productores de platano en América, Asia, Africa y Oceania (Alvarez et al.,

2008).
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Como se observa en la Figura 5, el patdgeno sobrevive o permanece latente en
residuos de cosecha infectados y en la rizosfera de malezas hospederas, siendo este el
indculo primario e infecta a plantas sanas por las raices y heridas, colonizando los vasos
del xilema. Los sintomas que presenta esta enfermedad son hojas amarillas y flacidas que
finalmente colapsan y quedan adheridas a la planta, los frutos son chiclosos y de aspecto
oscuro. Se observa una necrosis vascular interna y la presencia de puntos oscuros debido

a una infeccion sistémica (Garcia et al., 2019).

Figura 5

Ciclo de infeccién de bacterias

}svaso del xilema
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Descomposicion
de la materia

vegetal y
liberacion de
bacterias en
el suelo

de los vasos del ) ot
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E. Vida saprotrofica xilema
en el suelo oL vasos del xilema
‘X:\ pared celular
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bacterias en la superficie bacterianaenlos .. L

de la planta a través de vasos del xilema
aberturas naturales,
grietas o cortes

flujo de savia

Nota. Adaptado de eorganic, 2022. (https://eorganic.org/node/35266)

Las estrategias de control consisten en la utilizacion de semillas o plantulas sanas,
la deteccion temprana de las plantas infectadas, la eliminacion de todas las plantas
ubicadas en un radio de 5-10 m a partir del foco inicial y en su cuarentena por seis meses

como minimo (Obrador-Sanchez et al., 2017).
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2.2.4. Pudricion blanda

La pudricion bacteriana blanda en Musaceas son causadas por especies del género
Erwinia principalmente E. chrysanthemi y E. carotovora. Estas bacterias afectan al

pseudotallo, tejidos en descomposicion y frutos de banano (Aguilar-Anccota et al., 2021).

La pudricion acuosa se extiende desde la parte superior e inferior hasta alcanzar
la base de la vaina, y desde la parte externa hacia la interna del pseudotallo llegando a
infectar el interior de las vainas y rizoma, generando el colapso de la planta. En un estado
avanzado los tejidos se degradan, producto de la accion enzimatica de los agentes causales

y presentan mal olor (Robinson & Galan, 2010).

La incidencia de la enfermedad es favorecida por diversos factores como alta
densidad de plantas, riego por aspersion, deshierbas inoportunas, mala nutricion, falta de
desinfeccion de las herramientas de trabajo. Las alternativas de control son sanitarias y
culturales como remover restos de la planta en descomposicion, desinfectar las
herramientas y minimizar cortes en los 6rganos de las plantas. También, las opciones de
productos bioldgicos provenientes de Bacillus y Trichoderma tienen un buen efecto
antagonista y los productos quimicos como desinfectantes a base de yodo y compuestos
clpricos constituyen herramientas valiosas para un programa integrado de manejo del

cultivo (Vargas et al., 2022) .
2.3. Marco Teorico
2.3.1. Género Trichoderma

El género Trichoderma de acuerdo a sus distintas capacidades son considerados
como hongos multifuncionales que se encuentran en una gran variedad de ecosistemas

como en suelos forestales o0 agricolas y es uno de los habitantes comunes de la rizésfera
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de las plantas. El éxito de las especies de Trichoderma en el ecosistema del suelo y su
papel como descomponedor natural se debe a su capacidad para crecer rapidamente,
facilidad de absorcidn de nutrientes y su habilidad para modificar la rizdsfera. También
son capaces de tolerar ambientes desfavorables y tienen una poderosa capacidad

destructiva contra microorganismos patogenos de plantas (Btaszczyk et al., 2014).

Desafortunadamente, ademéas de la grandeza del género en el control de
enfermedades de plantas, las especies de Trichoderma también causan un gran efecto
dafino en la produccion de champifiones. Algunos de estos hongos pueden actuar como
patdgenos humanos ya que son productores de micotoxinas. Un ejemplo de ello es la
trichodermina, secretada por T. brevicompactum comudnmente contamina fuentes
alimentarias y el consumo de estas micotoxinas conduce a vomitos y gastroenteritis.
Ademas, se ha reportado que T. longibrachiatum es un patdgeno humano emergente en

pacientes inmunocomprometidos (Zin & Badaluddin, 2020).

En consecuencia, mientras los estudios sobre estos hongos como biocontroladores
continGian, también se necesita enfocar méas investigacion para evitar los riesgos para
humanos, plantas y otros organismos. Al mismo tiempo, el género Trichoderma spp. tiene
algunas ventajas sobre los microorganismos del suelo ya que pueden mejorar el
crecimiento vegetal mediante la liberacion de compuestos similares a hormonas que
estimulan el desarrollo radicular y el crecimiento vegetal. EI rapido crecimiento vegetal
induce poblaciones microbianas a través de la secrecion de cantidades significativas de
exudados radiculares, lo que a su vez aumenta la disponibilidad de nutrientes para el

consumo microbiano (Awad et al., 2018).

2.3.2. Morfologia de Trichoderma spp.
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Las cepas de Trichoderma pueden ser identificadas por caracteristicas
morfoldgicas comunes como el pigmento verde de las conidias, crecimiento rapido y su
ramificacion bajo el microscopio. Las especies pertenecientes al género Trichoderma
tienen alrededor de 10,000 especies, la mayoria de rapido crecimiento. Al principio, las
cepas de Trichoderma aparecen blancas y algodonosas, luego desarrollan colores verde-
amarillentos hasta verde oscuro, especialmente en el centro o en zonas concéntricas

similares a anillos en la superficie del agar (Mesa Vanegas et al., 2020).

Microscopicamente, las fialides de Trichoderma spp. son hifas estériles, septadas
gue forman conidi6foros ramificados como un arbol pequefio. Son compactados con un
sistema de ramas en forma piramidal. Las esporas asexuales o conidios son globosos o
subglobosos dependiendo de la especie. Las clamidosporas se forman al final del
crecimiento en los medios de cultivo, son intercaladas o raramente terminales, redondas
y de doble pared, funcionando como esporas de reposo durante condiciones desfavorables

(Mukhopadhyay & Kumar, 2020).
2.3.3. Trichoderma spp. como agente de biocontrol de enfermedades de plantas

El biocontrol puede definirse como el uso de organismos vivos para reducir la
poblacion de plagas y enfermedades de una forma amigable con la naturaleza. Las
especies de Trichoderma son los agentes de control biol6gico mas utilizados contra un

amplio espectro de patdgenos radiculares, de tallo y postcosecha.

Las raices de las plantas se convierten en el héabitat principal para el hongo.
Trichoderma se aplica eficazmente durante la siembra y en etapas posteriores de
crecimiento de las plantas. Los mecanismos para el control bioldgico por parte de
Trichoderma spp. sobre los patdgenos son: (i) reconocimiento e invasion hacia especies
fangicas patogenas mediante la disrupcion de la pared celular y la absorcion de nutrientes
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liberados, conocido como micoparasitismo, (ii) inducen la resistencia de la planta hacia
enfermedades mediante la alteracion de la arquitectura radicular durante la interaccion
con los patdégenos, (iii) compiten con otros microorganismos por nutrientes y espacio y
(iv) producen compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otros

microorganismos (Mukhopadhyay & Kumar, 2020).

La mayoria de sus efectos sobre los cultivos son idénticos, sin embargo, hay
relaciones especificas por especie e incluso por cepa. Los productos que se comercializan
comunmente se formulan en polvo mojable o granulos y contienen una o mas especies de
Trichoderma, como T. viride, T. virens y T. harzianum. El noventa por ciento de las
diversas cepas de Trichoderma se aplican a los cultivos con el objetivo de controlar
enfermedades debido a las caracteristicas antagonistas que expresan contra los
fitopatégenos. El impacto de su uso como agente de biocontrol en el campo se evalta en
relacion con el costo del insumo y la productividad del cultivo. Como resultado, se ha
observado que son econémicos en comparacion con los insumos quimicos y ayudan a

reducir las pérdidas en los cultivos, aumentando la productividad (Btaszczyk et al., 2014).
2.3.4. Trichoderma spp. como agente promotor del crecimiento de las plantas

Existen una gran cantidad de factores que influyen en el crecimiento de las plantas,
por ejemplo, la temperatura, la intensidad de la luz, la disponibilidad de nutrientes y la
comunidad microbiana. La rizdsfera es la zona que rodea a la raiz de la planta y en donde
se concentran los nutrientes. Como consecuencia, las comunidades microbianas
sostenidas por la rizosfera pueden aportar beneficios, efectos neutros o dafios al
crecimiento de las plantas. La planta ejerce mdltiples conexiones con los habitantes

rizosféricos, lo cual es necesario para el desarrollo vegetal y la asimilacion de nutrientes.
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Los hongos promotores del crecimiento de las plantas son microorganismos que
pueden estimular el crecimiento vegetal. Los principales impactos se manifiestan
comunmente en el crecimiento de los cultivos, la calidad del producto final y la
productividad. Investigaciones actuales han revelado que las especies de Trichoderma
pueden ser excelentes promotores de crecimiento ya que mejoran la salud de las plantas,
creando un ambiente favorable y produciendo una gran cantidad de metabolitos

secundarios (Jogaiah & Abdelrahman, 2019).
2.3.5. Trichoderma spp. como agente natural de descomposicion

La descomposicion se define como el proceso biologico para degradar y
descomponer materiales organicos en particulas mas pequefias que pueden ser utilizadas
por otros organismos. Los descomponedores, como los hongos, desempefian un papel
vital durante este proceso. El ciclo de nutrientes puede ser logrado gracias al papel que
desempefian los descomponedores al devolver los nutrientes de la materia organica
muerta de nuevo al suelo. Estudios han demostrado que Trichoderma incrementa la
velocidad de descomposicion de materia orgénica en el suelo ya que secreta enzimas
como xilanasas, glucanasas y celulasas que degradan las paredes celulares de las plantas

(Patil & Chakranarayan, 2021) .

2.3.6. Metabolismo secundario en Trichoderma spp.

La produccién de energia y el crecimiento celular son procesos similares en todos
los organismos, con moléculas implicadas en las reacciones de crecimiento y

reproduccién siendo las mismas: aminoacidos, carbohidratos, &cidos grasos y acidos
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nucleicos. Estas biomoléculas, clasificadas como metabolitos primarios, funcionan como
factores de crecimiento en plantas 0 como enzimas liticas, sideroforos, antibidticos, y

permeasas de carbono y nitrégeno, con sus concentraciones celulares controladas.

En cambio, los metabolitos secundarios se agrupan en policétidos, terpenos,
terpenoides, pirdgenos, fenoles y alcaloides, lo que indica el origen y la biosintesis de
estos productos. Incluso las especies e incluso los aislamientos de una sola familia pueden
producir metabolitos completamente diferentes. Dado que viven en el suelo y en las raices
de las plantas, los hongos se han estudiado y aislado por su capacidad de producir
compuestos antiicrobianos. Esta cuestion es importante dada la activacion de mecanismos
bioquimicos en la produccion y la diversidad de productos que se obtienen a partir de

especies del género Trichoderma.(Mesa Vanegas et al., 2020), (Khan et al., 2020).

-27-



CAPITULO I11: Disefio Metodoldgico

3.1.  Origen de material biolégico

En esta investigacion se colectaron muestras de plantas de banano sintométicas de
tizon foliar y marchitez del pseudotallo con el fin de obtener aislados de bacterias y
hongos con una alta probabilidad de ser patogénicos en Musa spp. Vale destacar que no
todos los aislados de la especie de un agente etiol6gico son necesariamente patogénicos.
Los microorganismos asi aislados fueron considerados “patogénicos” a los efectos de esta
investigacion, esto fue suficiente para los objetivos propuestos. Los aislados patogénicos
fueron tratados in vitro con metabolitos de cepas de Trichoderma spp. y se evaluaron los

efectos en el crecimiento de los patdgenos.

Se tomaron muestras de hojas y pseudotallos en dos localidades de la regién Costa,
en el canton Quevedo, provincia de Los Rios (longitud oeste 79°27'48.67" y latitud sur
S1°1'43.07™). y el cantdn Santa Rosa, provincia de El Oro (longitud oeste 79°57'34.27" y
latitud sur 3°26'55.75"). El procesamiento de tejidos, aislamiento, purificacion y la
posterior identificacion de los microorganismos fue realizado en el laboratorio
microbiologico de Bioseborganics Cia. Ltda. ubicado en el cantén Ambato, provincia de
Tungurahua, a una altitud media de 2752 m.s.n.m., con temperatura media de 16°C entre
los meses de junio y julio de 2024. EI mismo laboratorio proveyd las cepas de
Trichoderma spp. identificadas hasta especie, conservadas a -80°C en su coleccion de

cultivos microbianos.

3.2. Métodos y técnicas
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3.1.1.

Figura 6

Sintomas

Aislamiento e identificacion de hongos asociados a sintomas de banano

Sigatoka (Pseudocercospora sp.). Se recolectaron muestras de hojas de banano que
mostraron sintomas de enfermedad en la etapa 4 y 5 (Figura 3) segun referencia de las
seis etapas de enfermedad redefinidas por Fouré (1987). Las muestras se colocaron en
bolsas de papel y fueron trasladadas al laboratorio. Para el aislamiento se us6 la
metodologia de descarga de ascosporas descrita por Stover (1963). Las hojas de banano
se lavaron tres veces con agua estéril y se cortaron en piezas pequefias (1x1cm) usando
un bisturi estéril (Figura 6A). Se colocaron cuatro pedazos por caja Petri con papel filtro
humedecido estéril en el fondo de la caja con el propdésito de crear una camara himeda
(Figura 6B). A las 48 horas se observo bajo el estereoscopio para comprobar la presencia
de estructuras reproductivas del hongo fitopatdgeno. Los cortes, se colocaron en las tapas
de las cajas Petri que contenian agar papa dextrosa (PDA) suplementado con rifampicina
(5mg/ml), de modo que el envés de las hojas quedaran hacia el agar, y de esta manera
promover la descarga de esporas sobre el medio de cultivo. Se dej6 en incubacion durante

10 dias a 28°C. Posteriormente, se purificaron los hongos en PDA.

y aislamiento de Pseudocercospora sp.

A g2

Nota. (A) Hojas de banano con Sigatoka. (B) Camara himeda con los cortes de las hojas de banano.
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Marchitez de pseudotallo (Fusarium sp). Se tomo tejido vascular que mostraba lesiones
sintomaticas de color marrén en el pseudotallo (Figura 7A) y se cortd en trozos pequefios.
Las piezas fueron esterilizadas superficialmente con agua esteéril, luego con etanol al 70%
durante 30 segundos y finalmente se lavaron tres veces consecutivas con agua estéril. Los
cortes fueron insertados (Figura 7B) en medio PDA suplementado con rifampicina
(5mg/ml). Después de la incubacién durante 8 dias a 28°C de temperatura, las colonias

de color blanco con tinte parpura algodonosas fueron aisladas en cultivo puro.

Figura 7

Sintomas y aislamiento de Fusarium sp.

Nota. (A) Pseudotallo de banano con signos de infeccion. (B) Analisis fitopatolégico.

La caracterizacion cultural de los cultivos fangicos se realizd en medio PDA
(28°C/oscuridad). Se determinaron la morfologia de las hifas y de las conidias mediante
tincion con azul de lactofenol bajo el microscopio dptico (40x). La identificacion y
observaciones siguieron las referencias en (Domsch et al., 1993) y(Dapoux, 1983).
Ademas, se evalud el color de la colonia de acuerdo a la tabla estandar de color (British
Standard Specification of Colours for Identification Coding and Special Purposes). Por

esta metodologia se llego hasta la identificacion de géneros.
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Figura 8

Sintomas

Moko del banano (Ralstonia sp.). Se procedio a aislar la bacteria a partir de pequefias
porciones de tejido vascular procedente de pseudotallo (Figura 8A). Este tejido fue
macerado en agua estéril y a la suspension resultante se le realizo diluciones seriadas
hasta 10-7. Las diluciones 10-5,10-6 y 10-7 fueron cultivadas en el medio selectivo
Sudafrica modificado (SMSA) con adicién de cloruro de tetrazolio (TTZ) utilizado por
Kelman (1954) para la diferenciacion de cepas virulentas, de las no virulentas. Las cajas
de Petri fueron incubadas a 28 °C por un periodo de 72 a 96 horas. Las colonias con
apariencia blanca con el centro rosado, mucosas, borde irregular y halo claro (Figura 8B)

fueron transferidas al medio SMSA y posteriormente a Agar Nutriente (AN, Anexo 1).

y aislamiento de Ralstonia sp.

Nota. (A) Pseudotallo de banano con signos de infeccion. (B) Diferenciacion de colonias.

Pudricion blanda (Erwinia sp.). Se tomd una porcidon de tejido con sintomas de
pudricién blanda procedente del pseudotallo (Figura 9A). El tejido fue macerado en agua
estéril y a la suspension resultante se le realizd diluciones seriadas hasta 10-7. Las
diluciones 10-5,10-6 y 10-7 fueron inoculadas en medio SMSA (Anexo 1). Las cajas de
Petri fueron incubadas a 28 °C por un periodo de 72 a 96 horas. Las colonias con
apariencia blanca, circulares y mucosas, fueron seleccionadas y transferidas a medio AN

(Anexo 1), para garantizar su pureza.
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Figura 9

Sintomas y aislamiento de Erwinia sp.

Nota. (A) Pseudotallo de banano con signos de infeccion. (B) Diferenciacion de colonias.

Para las caracteristicas macroscopicas de las bacterias se evalué la morfologia de
las colonias en medio AN. El color de la colonia se anot6 basandose en una tabla estandar
de color (British Standard Specification of Colours for Identification Coding and Special
Purposes) y la forma, elevacion y tipo de margen de acuerdo a la Figura 10. Para las
caracteristicas microscopicas se realizd tincion de Gram y se observo la forma de la

célula.

Figura 10

Diagrama que ilustra la forma, elevacion y margen de las colonias bacterianas

FORMA

e @ B P W -

Punliforme  Circu'ar  Fik Granuber  Rizcide Fusi

ELEVACION
— - - A e,
Plana Elevada Convexa Pulvinada  Umbilcada
MARGEN

D D ED B RN

Entera Onaulada  Lebulzda Denlada Filamenlosa Arissada

Nota. Adaptado de “Colony Morphology Protocol” (p. 3), por (Breakwell et al., 2016), American Society for Microbiology.
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3.1.2. Obtencidn y efecto de metabolitos secundarios de Trichoderma spp.

Obtencion de caldos. Cultivos puros de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride
se reactivaron en PDA a 28 °C durante de 10 dias. De cada especie se inoculé un stock
de conidias a una concentracion de 1x10° ufc/ml en Erlenmeyers con 1500 ml de cuatro
medios liquidos estériles, Potato Dextrose Broth, Sabouraud Broth, Cornmeal Broth y
Richard’s Broth (Anexo 1). Se emplearon tres repeticiones por cada medio y por cepa.
Los Erlenmeyers se incubaron en un agitador orbital a 100 rpm y entrada de aire estéril a
28°C durante 21 dias. A cada frasco se le determiné la tasa de esporulacion se evalud
después ocho dias de incubacién y a los 21 dias de cultivo. Para ello, se colocaron 5 ul

de cada caldo en el hemocitdmetro y se determind la concentracion de esporas.

Obtencion de extractos metabolicos. Después de la incubacién, los caldos fueron
filtrados dos veces para eliminar el micelio por un filtro Whatman No. 1. Se tomaron
alicuotas de 250 ml del extracto que se colocaron en un bafio ultrasonico digital (60W)
durante 1 hora, para eliminar todas las células vivas. Finalmente, se hizo una mezcla 1:1
(v/v) del extracto obtenido con acetato de etilo para la separacion de fases como menciona
(Khan et al., 2020). A este preparado se le llamaré extracto madre, y a partir de él se

hicieron las preparaciones para los ensayos de actividad bioldgica.
3.1.3. Determinacién de la actividad antimicrobiana

Se examind la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos previamente de
los cuatro medios de cultivo frente a los aislados de bacterias (Ralstonia sp. y Erwinia
sp.) y los dos hongos (Fusarium sp. y Pseudocercospora sp.) obtenidos previamente en

este trabajo.
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Cada medio fue suplementado con el extracto madre a razon de una dosis de 5
ml/L de medio, ya sea AN o PDA. Con este medio se vertieron las placas tratadas. Como
controles se usaron placas de AN para bacterias y PDA para hongos sin el extracto para

evidenciar el efecto de los metabolitos producidos.

Se inocularon 5 pl de las suspensiones de células (1x10° cel/ml) y esporas (1x10°
esp/ml) de cada microorganismo en placas de AN Y PDA, respectivamente. Este
procedimiento general fue siguiendo la metodologia de (Khan et al., 2020). Las placas se
incubaron a 28°C durante 5 dias. Se emplearon 32 tratamientos (Tabla 3) con 3 réplicas

por cada tratamiento.

Se midieron los diametros perpendiculares (mm) de las colonias de hongos y de
las bacterias. Finalmente, para obtener el porcentaje de inhibicidn de crecimiento micelial
se uso la ecuacion (2), donde A es el diametro del control del patégeno sin el extracto y

B es el diametro de la colonia con el extracto:
. vy e e A—-B .,
% inhibicion = —= X 100 ecuacion (1)

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento se compararon estadisticamente
mediante ANOVA vy las medias se separaron mediante la prueba de rangos mdltiples de

Tukey (p < 0,05 de probabilidad) en el programa Statgraphics.
3.1.4. Ensayos cualitativos de enzimas liticas

Se utilizo la técnica de difusion radial en gel usada por (Schumacher & Schill,
1972) basada en que el extracto crudo (Tabla 4) obtenido fue inoculado en un medio de
agar suplementado con una fuente de carbono Unica para cada cultivo: almidon, quitina 'y

celulosa. Los medios inoculados fueron incubados a 28°C durante 24 h. Transcurrido este
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Tabla 3

Descripcion de los tratamientos para la determinacion de la actividad antimicrobiana

tiempo se usd colorantes para determinar cualitativamente la presencia o ausencia de

enzimas.

TRATAM. MEDIO C,E PA .CEPA
PATOGENO Trichoderma

MTO1 Cornmeal Broth Pseudocercospora T harzianum
MTO02 Cornmeal Broth Pseudocercospora T viride
MTO03 Cornmeal Broth Fusarium T harzianum
MT04 Cornmeal Broth Fusarium T viride
MTO05 Cornmeal Broth Ralstonia T harzianum
MTO06 Cornmeal Broth Ralstonia T. viride
MTO07 Cornmeal Broth Erwinia T harzianum
MTO08 Cornmeal Broth Erwinia T viride
MT09 Sabouraud Broth Pseudocercospora T harzianum
MT10 Sabouraud Broth Pseudocercospora T viride
MTI11 Sabouraud Broth Fusarium T harzianum
MT12 Sabouraud Broth Fusarium T viride
MT13 Sabouraud Broth Ralstonia T harzianum
MT14 Sabouraud Broth Ralstonia T viride
MT15 Sabouraud Broth Erwinia T harzianum
MT16 Sabouraud Broth Erwinia T viride
MT17 Potato Dextrose Broth  Pseudocercospora T harzianum
MT18 Potato Dextrose Broth  Pseudocercospora T viride
MT19 Potato Dextrose Broth  Fusarium T harzianum
MT20 Potato Dextrose Broth  Fusarium T. viride
MT21 Potato Dextrose Broth  Ralstonia T harzianum
MT22 Potato Dextrose Broth  Ralstonia T. viride
MT23 Potato Dextrose Broth  Erwinia T harzianum
MT24 Potato Dextrose Broth  Erwinia T viride
MT25 Richard's Broth Pseudocercospora T harzianum
MT26 Richard's Broth Pseudocercospora T viride
MT27 Richard's Broth Fusarium T harzianum
MT28 Richard's Broth Fusarium T viride
MT29 Richard's Broth Ralstonia T harzianum
MT30 Richard's Broth Ralstonia T. viride
MT31 Richard's Broth Erwinia T harzianum
MT32 Richard's Broth Erwinia T viride
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Tabla 4

Descripcion de los extractos para los ensayos de enzimas liticas

EXTRACTO MEDIO DE CULTIVO CEPA DE Trichoderma
EXTO1 Cornmeal Broth T. harzianum
EXTO02 Sabouraud Broth T harzianum
EXTO03 Potato Dextrose Broth T harzianum
EXTO04 Richard's Broth T. harzianum
EXTO05 Cornmeal Broth T. viride
EXTO06 Sabouraud Broth T. viride
EXTO07 Potato Dextrose Broth T. viride
EXTO08 Richard's Broth T. viride
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CAPITULO IV: Resultados y Discusion

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados
4.1.1. Microorganismos purificados de plantas sintomaticas de banano

Pseudocercospora sp. De los fragmentos de hojas se obtuvieron nueve aislamientos de
hongos de los cuales siete solo tenian micelio estéril y no fue posible su identificacion.
Solo dos colonias mostraron la morfologia que coincidia con la descripcion del género
Pseudocercospora sp. Las colonias aisladas en cultivo puro tuvieron un crecimiento lento
(65 mm en 15 dias) y mostraron coloracién gris (630 French grey), forma esférica con

bordes irregulares y una consistencia algodonosa (Figura 11A).

A nivel microscopico como se observa en la Figura 11B, se observé un
conidioforo que es el resultado de la reproduccion asexual y son septados. De un solo

conidioforo pueden formarse cuatro conidios maduros.

Figura 11

Morfologia de Pseudocercospora sp.

\

__ l!

Nota. (A) Cultivo puro de Pseudocercospora sp. (B) Observacion microscopica de un conidio de Pseudocercospora sp.
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Fusarium sp. Se identifico Fusarium spp. por sus caracteristicas de cultivo presentando
micelio aéreo abundante y algodonoso de color blanco-durazno (369 Biscuit) con un tinte
violeta (Figura 12A). A nivel microscopico se observo hifas hialinas septadas, fialides
cortas laterales, presencia de microconidias (elipsoidales, que no forman cadenas),
macroconidias (fusiformes, moderadamente curvadas, septadas, puntiagudas en los

extremos) y clamidosporas intercaladas o terminales en la hifa (Figura 12B).

Figura 12

Morfologia de Fusarium sp.

A B

Nota. (A) Cultivo puro de Fusarium sp. (B) Observacion microscdpica de las estructuras de Fusarium sp.

Ralstonia sp. En el caso de Ralstonia sp. se aisld la cepa virulenta de acuerdo a la
coloracion que toma por el cloruro de tetrazolio. También, se observaron otras colonias
que se tifien de color rojo oscuro que pueden ser cepas de Ralstonia no virulentas o a su
vez cepas de otras bacterias. La cepa virulenta, se aislo en cultivo puro para su posterior
caracterizacion (Figura 13A). En la Tabla 5 se observa la caracterizaciébn macro y

microscopica (Figura 13B) de la bacteria.
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Tabla5

Caracteristicas culturales y morfoldgicas de bacterias patégenas

CARACTERISTICA Ralstonia sp. Erwinia sp.
Color*? 365 Vellum 384 Light Straw
Forma® Entero Entero
Elevacién ® Convexo Convexo
Margen ® Entero Ondulado
Textura Mucosa Mucosa
Forma celular Bacilo Bacilo
Tincion de Gram Gram - Gram -

Nota. 2 British Standard Specification of Colours for Identification Coding and Special Purposes. ® Referencia en Figura 1.

Figura 13

Caracterizacion macro y microscopica de Ralstonia sp.

Nota. (A) Cultivo puro de Ralstonia sp. (B) Tincién de Gram de la bacteria pura.

Erwinia sp. En el caso de Erwinia se aislo la cepa que poseia la morfologia coincidente
con la del patégeno y se la purifico (Figura 14A) para su posterior caracterizacion macro

y microscopica (Tabla 5).
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Figura 14

Caracterizacion macro y microscopica de Erwinia sp.

i
™

AR

Nota. (A) Cultivo puro de Erwinia sp. (B) Tincion de Gram de la bacteria.

4.1.2. Metabolitos secundarios de Trichoderma spp.

4.1.2.1. Caracteristicas culturales de Trichoderma spp. en medio s6lido

En medio s6lido Trichoderma harzianum adopta un color de micelio blanco y
eventualmente cambia a verde después de la esporulacién (Figura 15A). Las esporas 0
conidias son subglobosas o citriformes. Los conidioforos presentan ramificaciones
perpendiculares, tiene una apariencia piramidal. Las fidlides son asimétricas y delgadas

(Figura 15B).

Figura 15

Morfologia y estructuras microscopicas de conidioforos y conidias de Trichoderma harzianum en placas.

A

Nota. (A) Trichoderma harzianum en medio solido. (B) Observacion microscopica de Trichoderma harzianum.
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Trichoderma viride adopta un color de micelio verde (Figura 16A). Las esporas o
conidias son globosas (Figura 16B). Los conidioforos se ramifican piramidalmente, las
ramas laterales cortas aparecen cerca de la punta y las mas largas en la parte baja. Las

fidlides son delgadas y se doblan irregularmente (Figura 16C).

Figura 16

Morfologia de la colonia y estructuras microscépicas de conidiéforos y conidias de Trichoderma viride

A B C

Nota. (A) Trichoderma viride en cultivo puro. (B) Tubo germinativo de Trichoderma viride. (C) Observacion microscopica de

estructuras.

4.1.2.2.Caracteristicas culturales de Trichoderma spp. en medios liquidos

Se pude observar que el medio de cultivo en el que mejor crecen las cepas es el
Sabouraud Broth, y en el que menos crecen es en el Richard’s Broth. También se observa
que lacepade T. viride esporula mas que la cepa de T. harzianum. A los 21 dias se observo
una disminucion en la cantidad de esporas de las dos cepas debido a la disminucion de

nutrientes en el medio como se observa en la Figura 17.

También se observd bajo el microscopio como se encontraba el micelio a los 21
dias para la cepa de T. harzianum (Figura 18A) y para T. viride (Figura 18B) en todos los
casos se observa las clamidosporas que produce Trichoderma en medio liquido.
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Figura 17

Dinédmica de la tasa de esporulacion de Trichoderma spp. (ufc/ml) en medios liquidos a los 8 y 21 dias.

Tasa de crecimiento de Trichoderma sp.

1,0E+12

Potato Dexirose Cornmeal Broth Sabouraud Broth Richard's Broth
1,0E+00 Broth

1.0E+10

1,0E+08

1.0E+06

ufcSmil

1,0E+04

1,0E+02

Medics de Cultivo

B T. harzianum - 8dias W T. harzianum - 21dias W T. viride - 8 dias T.virde - 21 dias

Figura 18

Observacion de clamidosporas de T. harzianum y T. viride.

Nota. (A) Clamidosporas de T. harzianum (40X) (B) Clamidosporas de T. viride (40X).

4.1.2.3. Inhibicidn del crecimiento micelial por los metabolitos de Trichoderma spp.

En la Tabla 6 se observa el promedio del diametro de crecimiento (mm) y el

porcentaje de inhibicion (%) para cada uno de los tratamientos.
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Tabla 6

Datos del promedio del diametro de crecimiento y porcentaje de inhibicién en los tratamientos

rraTAMIENTO  TROMEDIO DIAMETRO INHIBICION
DE CRECIMIENTO (mm) %)
MTO1 19.8 207
MT02 20,2 193
MTO03 56,0 9.7
MT04 55,2 11,0
MTO05 15,0 ]
MT06 14,8 11
MT07 20,0 ]
MTO08 20,0 ]
MT09 19,5 22,0
MT10 18,0 28,0
MTI1 533 289
MT12 55,0 26.7
MT13 14,0 6.7
MT14 14,7 22
MTI5 20,0 ]
MT16 20,0 ]
MT17 19,7 213
MTI8 193 97
MT19 55,0 113
MT20 53,0 145
MT21 15,0 ]
MT22 15.0 _
MT23 20,0 _
MT24 17.8 03
MT25 22,7 93
MT26 20,7 173
MT27 60,0 30
MT28 55,0 113
MT29 15,0 _
MT30 15.0 _
MT31 20,0 _
MT32 17.0 150
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En el analisis de varianza (Tabla 7) se puede observar que hubo diferencias en la
respuesta de crecimiento de los patdgenos a la accion de los metabolitos de las diferentes
cepas y medios de cultivo. Estas diferencias se muestran al analizar la varianza de los
datos segun las diferentes fuentes de variacion y sus interacciones. Nétese que todos los
factores tienen un efecto significativo en la inhibicion del crecimiento a un nivel de

confianza del 95%.

Tabla7

ANOVA para el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de por efectos de extractos de acetato de etilo

FUENTE 2%1:;[3}1{)51) oS GL 1(\3/[%?)11)(1; ADO RAZON-F VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Medio de cultivo 0,077975 3 0,0259917 19,43 0,0000
B: Cepa Patégeno 0,587505 3 0,195835 146,38 0,0000
C: Cepa Trichoderma 0,0206213 1 0,0206213 15,41 0,0002
INTERACCIONES

AB 0,150223 9 0,0166915 12,48 0,0000
AC 0,0245661 3 0,0081887 6,12 0,0009
BC 0,0162618 3 0,00542059 4,05 0,0101
RESIDUOS 0,0976646 73 0,00133787

TOTAL (CORREGIDO) 0,974817 95

Inhibicion de acuerdo al medio. Este procedimiento de comparacién mdaltiple nos
permitié determinar la diferencia significativa entre las medias a un nivel del 95% de
confianza. Se han identificado 3 grupos homogéneos (Figura 19). El medio Richard’s
tiene una media baja para la produccion de metabolitos secundarios. Se observa que el
mejor medio de cultivo es el Sabouraud Broth, es decir este permitié que exista una mayor
produccion de metabolitos secundarios y por ende la inhibicion de los patdgenos es

mucho mayor.
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Figura 19.

Separacion de medias para porcentaje de inhibicion de acuerdo al medio de cultivo

17,0% — —
C A ]
15,0% [ I -
13,0% —
5 C B ]
o 11,0% — —
o - _ ]
E - BC I :
3 ) C E
7,0% — I I —
50% — —
Cornmeal Broth Richard's Broth Potato Dextrose Broth Sabouraud Broth
Medios de Cultivo
Inhibicion por cepa de patégeno. Se determind la diferencia significativa entre las
medias a un nivel del 95% de confianza. Se formaron 3 grupos homogéneos. En la Figura
20 se observa que no hay diferencia significativa entre el porcentaje de inhibicion para
las bacterias (Ralstonia y Erwinia). En el segundo grupo tenemos a Fusarium que si es
controlado por los metabolitos secundarios. La mayor inhibicion se produjo para el hongo
Pseudocercospora en la mayoria de medios (Figura 16).
Figura 20

Separacion de medias para la inhibicion por patégeno
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Cepas Patoégenos
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Inhibicién por cepa de Trichoderma. Se determiné la diferencia significativa entre las
medias a un nivel del 95% de confianza. En la Figura 21 se observa que existen dos
grupos homogéneos, esto quiere decir, que hay diferencia significativa entre las dos cepas
de Trichoderma utilizadas, siendo la cepa de T. viride la que mas produce metabolitos

secundarios.

Figura 21

Separacién de medias para las cepas de Trichoderma
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T. harzianum T. viride
Cepas de Trichoderma

4.1.3. Presencia de enzimas liticas

En la Tabla 9 se puede observar los resultados de la actividad enzimética. Existe
la presencia de enzimas amiloliticas, celulasas y quitinasas obtenidas a partir del

Sabouraud Broth y Potato Dextrose Broth tanto para la cepa de T. viride y T. harzianum.
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Tabla 8

Evaluacion cualitativa de la actividad enzimatica

EXTRACTO CELULOSA ALMIDON QUITINA
EXTO1 - - :
EXTO02 + + +
EXTO03 + + +
EXTO04 - - -
EXTO05 - - -
EXTO06 + + +
EXTO07 + + +
EXTO08 - - -
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4.2. Discusion

El Ecuador al ser un pais exportador de banano tiene grandes superficies de
cultivos y la cantidad de ingresos que genera para el pais es considerable. En la actualidad
debido al cambio climatico, el uso indiscriminado de agroquimicos y el mal manejo de
este monocultivo ha causado que las enfermedades del banano sean cada vez mas severas.
Por tal motivo, es importante el manejo integral de enfermedades y la investigacion de

nuevas fuentes mas amigables con el ambiente para el control de los patégenos.

Es asi, que se aislaron patdgenos del banano con el objetivo de buscar metabolitos
generados por Trichoderma que puedan ser usados como un bioproducto que ayude a
reducir el efecto negativo que generan los agroquimicos en el suelo, las fuentes de agua

y en la salud de los trabajadores (Ortiz et al., 2020).

Una de las enfermedades de méas importancia en el cultivo de banano es la
Sigatoka negra en la cual el agente causal es un hongo pleomorfico, es decir que tiene un
estado sexual o teleomorfo (Mycosphaerella sp.) y un asexual o anamorfo
(Pseudocercospora sp.) que es la forma en la que es posible aislar a nivel de laboratorio
(Alakonya et al., 2018). El género Pseudocercospora en banano esta compuesto por un
complejo de tres especies con sintomas similares
https://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.1005904 Se logro
aislar una DOS cepa de Pseudocercospora con la que se trabajo para las pruebas in vitro.
Se aislé una cepa agresiva de Fusarium sp. que es el causante del Mal de Panama, este
hongo muy dificil de controlar ya que puede sobrevivir en el suelo por mucho tiempo y
también por ser un patdégeno vascular no puede ser controlado por agroquimicos no
sistémicos (Buddenhagen, 2009). En cuanto a las bacterias Ralstonia y Erwinia fueron

aisladas y caracterizadas para su posterior uso.
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Al realizar la extraccion con solventes organicos para los caldos de Trichoderma
se utilizd acetato de etilo que permitié obtener actividades bioldgicas superiores para la

extraccion de metabolitos extracelulares e intracelulares (Patil & Chakranarayan, 2021).

Los datos del promedio de la tasa de esporulacion de las dos cepas de Trichoderma
muestran que el mejor medio de cultivo para el crecimiento de las cepas es el Sabouraud
Broth (Maurya et al., 2017). Luego de evaluar los datos estadisticos tiene mucha relacion
con la cantidad de metabolitos que se producen en dicho medio, es decir, mientras mayor
es la esporulacion del hongo, mas cantidad de metabolitos secundarios se producen y por

ende la inhibicion del crecimiento de patdgenos es mayor.

También se observa que la cepa de Trichoderma viride esporula mas que la cepa
de Trichoderma harzianum, lo que tiene sentido al momento de realizar la separacion de
medias de las cepas, que nos indica que la cepa de T. viride produce mas metabolitos que

inhiben el crecimiento de los patégenos (Mishra & Khan, s. f.).

Finalmente, se observa que el patdgeno que mas se controld con los extractos de
Trichoderma fue Pseudocercospora sp. seguido del control para Fusarium sp., lo que nos
demuestra la capacidad antifingica de Trichoderma (Mukhopadhyay & Kumar, 2020). El
mejor tratamiento para los hongos es el MT10 que es para el control de Pseudocercospora

con el extracto obtenido de T. viride proviente del medio Sabouraud.

Si lo comparamos con los datos de inhibicion de bacterias no tuvo mucho efecto,
los porcentajes de inhibicion son bajos, pero existen algunos tratamientos especialmente

de la cepa de T. viride que tienen un efecto bactericida.

El ensayo de enzimas amiloliticas, celulasas y quitinasas nos muestra que por esta

razon se obtuvo un mejor desempefio de los extractos con los hongos ya que estas enzimas
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degradan la pared de los hongos que estan compuestas de quitana y glucanos (Gow et al.,

s. f.).
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

1. Laidentificacién de las cepas de microorganismos patégenos con sintomas en el cultivo de
banano es esencial para un control efectivo de las enfermedades. La identificacion de los
patogenos fue posible a partir del diagnéstico microbiolédgico. La informacién recolectada
no solo permite una integracion detallada de la dindmica de las enfermedades, sino que
también proporciona la base para el desarrollo de estrategias de control y prevencion

especificas que generalmente aumentan la produccion y sostenibilidad de este cultivo.

2. El uso de diferentes formulaciones de caldos de fermentacion permitié obtener una mayor
cantidad de biomasa y una cantidad considerable de metabolitos secundarios producidos por
Trichoderma spp. Las cepas utilizadas fueron fundamentales para obtener extractos que de
alguna manera tienen potencial para biocontrol. Esta investigacion promovera la promocién

de practicas agricolas sostenibles en el cultivo de banano.

3. Lainhibicion del crecimiento micelial de microorganismos asociados a enfermedades en el
cultivo de banano, no solo mostré los beneficios de los extractos metabolicos de Trichoderma
spp, sino también su efecto en la disminucién del crecimiento de patdgenos causantes de
enfermedades. Los resultados presentados mostraron principalmente que los metabolitos
secundarios tienen propiedades antifingicas que pueden ser aprovechadas en la formulacion
de productos biol6gicos. Por esta razén, no solo se resalta la importancia de Trichoderma
como un biocontrolador, sino también como una via sostenible para reducir el uso de

agrquimicos.
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5.2.  Recomendaciones

1. Determinar quimicamente los tipos de metabolitos secundarios que se extrajeron en el

presente estudio.

2. Concentrar las moléculas obtenidas y probar distintas dosis a nivel de laboratorio y en

campo.

3. Finalmente, se requiere de técnicas moleculares que nos permitan buscar genes de
inhibicion contra patdgenos con el objetivo de desarrollar un nuevo bioproducto que

puedan ser utilizado eficazmente contra un espectro diverso de infecciones de plantas.
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ANEXOS

Anexo 1

Medios de cultivo

SABOURAUD BROTH
COMPONENTES CANTIDAD
Glucosa 40,00 g
Peptona 10,00 g
Agua destilada 1000 ml

POTATO DEXTROSE BROTH

COMPONENTES CANTIDAD
Almidon de papa 4,00 g
Potato Dextrose Broth 20,00 g
Agua destilada 1000 ml
CORNMEAL BROTH
COMPONENTES CANTIDAD
Extracto de levadura 4,00 g

Fosfato dibasico de potasio 1,00 g

Sulfato de magnesio hepta 0,50 g

hidratado

Harina de maiz 15,00 g

Agua destilada 1000 ml

RICHARD’S BROTH

COMPONENTES CANTIDAD

Peptona 10,00 g

K>HPO4 500g

Mg(S04).7H20 2,50 g

Cloruro de hierro 0,02 g

Sacarosa 50,00 g

Agua destilada 1000 ml

-56-



AGAR NUTRITIVO (AN)
COMPONENTES CANTIDAD
Extracto de carne 3,00 g
Peptona 5,00 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000 ml
AGAR PAPA DEXTROSA (PDA)
COMPONENTES CANTIDAD
Almidon de papa 4,00 g
Potato Dextrose Broth 20,00 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000 ml
MEDIO SMSA
COMPONENTES CANTIDAD
Peptona 10,00 g
Casaminoacidos 1,00 g
Glucosa 500g
Bacto agar 17,00 g
Polimyxin sulfato 100,00 mg
Cristal violeta 5,00 mg
Bacitracina 25,00 mg
Penicilina 0,50 mg
Agua destilada 1000 ml
MEDIO SMSA MODIFICADO
COMPONENTES CANTIDAD
Peptona 10,00 g
Casaminoacidos 1,00 g
Glucosa 500g
Bacto agar 17,00 g
Polimyxin sulfato 100,00 mg
Cristal violeta 5,00 mg
Bacitracina 25,00 mg
Penicilina 0,50 mg
Cloruro de tetrazolio 50,00 mg
Agua destilada 1000 ml
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