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Resumen

La sigatoka negra es una enfermedad altamente destructiva causada por
Mycosphaerella fijiensis Morelet. que afecta la produccién y calidad del banano con
impactos econémicos, sociales y ambientales significativos. La gestion y el control de
esta enfermedad es crucial para la sostenibilidad de la industria bananera. Por tanto,
el objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar molecularmente con la region
ITS-5.8S de DNArn de 10 cepas nativas de Trichoderma spp. y una cepa de M. fijiensis
de varias zonas bananeras convencionales como organicas alrededor del Pais. Asi
mismo evaluar in vitro el ritmo de crecimiento radial y efecto antagonico de las cepas
de Trichoderma spp. frente a M. fijiensis. Todas las cepas de Trichoderma spp.
crecieron superiormente frente al patdégeno, no obstante, la cepa CCECH-Pasaje
correspondiente a Trichoderma harzianum fue significativamente superior en
crecimiento y antagonismo frente a M. fijiensis la cual sirve de control biolégico
alternativo contra sigatoka negra en cultivos de banano. En base a este estudio se
incentiva a futuras investigaciones para la evaluacion de otras cepas de Trichoderma
Spp. Y SuU uso en combinacion con otras practicas de manejo integral de plagas,
ademas de poder realizar estudios de campo para confirmar la eficacia de
Trichoderma harzianum CCECH-Pasaje evaluar el impacto ambiental y desarrollar

estrategias para optimizar su aplicacion.

Palabras Clave: Trichoderma, sigatoka negra, Mycosphaerella fijiensis, biofungicida,

control biologico, ITS-5.8S.
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Abstract

Black sigatoka is a highly destructive disease caused by Mycosphaerella fijiensis
Morelet. that affects banana production and quality with significant economic, social
and environmental impacts. The management and control of this disease is crucial for
the sustainability of the banana industry. Therefore, the objective of this research was
to isolate and molecularly identify with the ITS-5.8S region of DNArn of 10 native
strains of Trichoderma spp. and one strain of M. fijiensis from several conventional
and organic banana zones around the country. Also to evaluate in vitro the rate of
radial growth and the antagonistic effect of the strains of Trichoderma spp. against M.
fijiensis. All the strains of Trichoderma spp. grew superiorly against the pathogen,
nevertheless, the strain CCECH-Pasaje corresponding to Trichoderma harzianum was
significantly superior in growth and antagonism against M. fijiensis which serves as an
alternative biological control against black sigatoka in banana crops. Based on this
study, future research is encouraged for the evaluation of other strains of Trichoderma
spp. and their use in combination with other practices of integrated pest management,
besides being able to carry out field studies to confirm the effectiveness of
Trichoderma harzianum CCECH-Pasaje to evaluate the environmental impact and to

develop strategies to optimize its application.

Keywords: Trichoderma, black sigatoka, Mycosphaerella fijiensis, biofungicide,

biological control, ITS-5.8S.
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Introduccion

La Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es una de las
enfermedades mas devastadoras que afectan a los cultivos de banano Musa
paradisiaca a nivel mundial. Esta enfermedad puede reducir significativamente el
rendimiento de los cultivos y afectar la calidad de la —fruta. A pesar de los esfuerzos
por controlar esta enfermedad, su control sigue siendo un desafio debido a la rapida
propagacion del hongo y la resistencia que ha desarrollado a muchos fungicidas
convencionales. (Espinoza Mendoza, 1986)

La severidad de este patdgeno se magnifica en un sistema agricola como el de las
Musaceas, en el cual la propagacion vegetativa (reproduccion asexual) y el cultivo en
grandes extensiones de tierra de un cultivar genéticamente uniforme, lo hace
altamente vulnerable. (Espinoza Mendoza, 1986)

La industria de produccién de banano ha aumentado a nivel nacional incluso mundial
debido a las caracteristicas nutricionales e industriales que ofrece esta planta, por
esta razon los agricultores al buscar soluciones rapidas y econdmicas a los problemas
fitosanitarios los ha llevado al uso erréneo de productos quimicos, que en lugar de
mejorar sus cultivos solo causan una mayor contaminacion ambiental.

Esta enfermedad se controla principalmente con la aplicaciéon de fungicidas por medio
de avionetas, helicopteros u otros medios; lo que implica hasta el 40,0% del costo total
de la produccién y un aumento en el grado de contaminacién ambiental y dafios en la
salud humana.

En Ecuador, la produccion de banano es la actividad agricola mas significativa para
la economia del pais, con una exportacion anual de 4 millones 828 mil toneladas y la
creacion de empleo para mas de un millén de familias. Estos 2,5 millones de personas,
gue representan aproximadamente el 17 % de la poblacién actual, dependen de la
industria bananera de una u otra manera. (INIAP 2010).

Ademas de ser la practica mas natural y eficaz, el uso de antagonistas para la
prevencion, erradicacion y control de enfermedades contribuira significativamente a la
economia de los agricultores y contribuird a la conservacion y rehabilitacion de los

suelos en beneficio de la naturaleza y el hombre. (Espinoza Mendoza, 1986)

-
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El hongo Trichoderma es uno de los agentes de biocontrol mas eficaces debido a que
posee una serie de mecanismos contra patégenos, no solo como microorganismo
antagonico, debido a su gran capacidad de antibiosis, competencia, e
hiperparasitismo frente a microorganismos, sino también como estimulador de
crecimiento y desarrollo de las plantas debido a la secrecion de fitohormonas y la
produccion de enzimas hidroliticas. Ademas, tiene altas tasas de crecimiento,
capacidad para adaptarse a condiciones de estrés y altas temperaturas (Andrade-
Hoyos et al., 2019)

Existe una variedad de férmulas comerciales que se basan en las especies de
Trichoderma para combatir hongos patdgenos, en su mayoria de origen en el suelo.
Sin embargo, debido a las diversas condiciones ambientales de la naturaleza, estos
biofungicidas pueden ser mas o menos efectivos en cada regién agricola. Es por esta
razon que es necesario buscar cepas nativas de Trichoderma que puedan controlar
los hongos patogenos de plantas en las condiciones ambientales de Ecuador, asi
como identificar los mecanismos que se utlizan para controlarlos. (Espinoza
Mendoza, 1986)

El control biolégico de Sigatoka negra, mediante la utilizacion de Trichoderma, busca,
aparte del control, lograr la seguridad alimentaria al proporcionar alimentos libres de
compuestos toxicos. Ello representaria una alternativa viable basada en sus
caracteristicas de ser eficaz contra fitopatégenos foliares y del suelo en algunos

cultivos. Como antecedentes existen estudios realizados a nivel in vitro e invernadero

gue han evidenciado la posibilidad de su uso en el control de la enfermedad.
(Espinoza Mendoza, 1986)
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1. Planteamiento del problema

Mycosphaerella fijensis, es la enfermedad mas devastadora de los cultivos de banano
a nivel mundial (Poveda, 2021), por ello en Ecuador siendo uno de los principales
productores de esta plantacion, la sigatoka negra es una amenaza para la produccion
y economia agricola, por ellos las medidas tradicionales para el control de esta
enfermedad ha incluido el uso masivo de sustancias quimicas, causando
consecuencias negativas en el ambito econdémico, salud y medio ambiente por los

residuos toxicos.

Con este antecedente, el uso de bio controladores representa una alternativa
prometedora y sostenible, siendo Trichoderma la mas conocida por su alta accion
antagonista contra algunos fitopatbgenos, ademéas de ser promovedora del
crecimiento de las plantas a través del mico parasitismo, productora de metabolitos

antifangicos e induccién de resistencia en el sistema de las plantas.

Sin embargo, después de revisar estudios preliminares de la potencialidad de
Trichoderma como biocontrolador frente a Mycosphaerella fijiensis en cultivos de
Ecuador no han sido las investigaciones muy exploradas ni documentadas, es ahi
donde entra la importancia de los factores que influyen en la accion antagonista de

este microorganismo, sean propios de él o del medio ambiente.

Por esta razon surge la necesidad de investigar de manera sistematica la accion
antagonica de Trichoderma spp. frente a Mycosphaerella fijiensis en las plantas de

banano bajo condiciones especificas que se dan en los cultivos ecuatorianas.

El presente estudio busca identificar cual es la cepa de Trichoderma mas eficaz para
su aplicacion a la Sigatoka Negra en los cultivos, la reproduccién de estos resultados

contribuira al manejo de esta enfermedad, ademas de contribuir a una agronomia

bioamigable.
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1.2. Delimitacion del problema

La Sigatoka negra es la enfermedad foliar mas destructiva y de mayor impacto
econdémico en los cultivos de banano y platano a nivel mundial, pudiendo causar
pérdidas de hasta el 50% en el rendimiento si no se aplican medidas de control. El
hongo Mycosphaerella fijiensis, agente causal de la enfermedad, es altamente

virulento y tiene un periodo de incubacién corto, lo que dificulta su manejo.

Debido a los problemas ambientales y de salud asociados al uso excesivo de
fungicidas quimicos para el control de la Sigatoka negra, se han evaluado alternativas
bioldgicas como el uso de antagonistas naturales. Trichoderma spp. es un hongo
saprofito que posee mecanismos de accidén directa e indirecta para regular el
crecimiento de hongos fitopatbgenos, como competencia por nutrientes,

micoparasitismo y antibiosis.

Varios estudios han demostrado el efecto antagoénico in vitro e in vivo de cepas nativas
de Trichoderma spp. sobre M. fijiensis. Sin embargo, se requiere generar mas
informacion sobre la efectividad de estos biocontroladores en condiciones de campo

para el manejo integrado de la Sigatoka negra.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar in vitro el efecto antagonico de diez cepas
de Trichoderma spp. contra Mycosphaerella fijiensis. Estas cepas podrian utilizarse
como un medio alternativo para controlar la Sigatoka negra. Para llevar a cabo una
identificacion molecular, se examinaron los ritmos de crecimiento radial de diez cepas

nativas de Trichoderma spp.

1.3. Formulacion del problema

Como Mycosphaerella fijiensis es un patdégeno que ataca plantaciones de banano
reduciendo la productividad de este. El uso de biocontroladores como hongos del
género Trichoderma pueden ser efectivos contra este patdogeno. Nuestro disefio
evaluara 10 cepas nativas de Trichoderma por triplicado probandose in vitro contra
Mycosphaerella fijiensis. El ritmo de crecimiento radial marcara la accion del
porcentaje de inhibicion de especies de Trichoderma contra el patdbgeno. Esperamos
obtener un alto porcentaje de inhibicion de todas las cepas de Trichoderma spp. contra
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Mycosphaerella fijiensis y asi promover combinados de esporas de estas cepas

nativas de Trichoderma spp.
1.4. Preguntas de investigacion

¢ Trichoderma spp. nativas de la Costa son antagonistas en el crecimiento radial de

Mycosphaerella fijiensis?
1.5. Determinacion del tema

Trichoderma spp. es biocontrolador de Mycosphaerella fijiensis, agente causal de
Sigatoka negra en banano, presentando caracteristicas inhibitorias permitiéndole

competir con agroquimicos téxicos.

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo general

e Evaluar 10 cepas de Trichoderma spp. con efecto antagonico in vitro frente a

Mycosphaerella fijiensis.

1.6.2. Objetivos especificos

° Caracterizar a nivel molecular mediante el marcador ITS-5.8S 10 cepas de

Trichoderma spp.

° Analizar el ritmo de crecimiento radial de las cepas antagonicas de Trichoderma

spp. contra la cepa patégena Mycosphaerella fijiensis.

° Establecer el mejor porcentaje de inhibiciébn de crecimiento para las cepas de

Trichoderma spp. (biofungicida) contra la cepa Mycosphaerella fijiensis.
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1.7. Hipotesis

° Hipdtesis alternativa: Todas las cepas de Trichoderma spp. tiene efecto
antagonico (biofungicida) para inhibir el crecimiento de Mycosphaerella
fijiensis.

° Hipdtesis nula: Todas las cepas de Trichoderma spp. no tienen efecto
antagonico (biofungicida) para inhibir el crecimiento de Mycosphaerella
fijiensis.

1.8. Declaracion de las variables (operacionalizacion)

1.8.1. Variables independientes

Tabla 1: Operacionalizacion de variables independientes

Variable Definicidon Indicador Escala
Crecimiento de | Incremento del tamafio | Diametro de la | Continua
Trichodermaspp. |de la colonia de | colonia (mm)

Trichoderma en el medio

de cultivo.
Tiempo de | Periodo durante el cual | Dias Continua
incubacion las colonias se incuban

en el laboratorio.

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024
1.1.1. Variables independientes
Tabla 2: Operacionalizacion de variables dependientes

Variable Definicion Indicador Escala
Crecimiento de | Incremento del tamafio | Diametro de la | Continua
Mycosphaerella de la colonia de | colonia (mm)
fijiensis Mycosphaerella fijiensis

en el medio de cultivo.
Inhibicion del | Reduccion del tamafio | Porcentaje de | Continua
crecimiento de|de la colonia de | inhibicion (%)

Mycosphaerella fijiensis
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Mycosphaerella en presencia de
fijiensis Trichoderma.

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024

1.9 Justificacion

Es necesario desarrollar alternativas ecolégicas y economicamente sostenibles para
el control de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet), ya que esta
enfermedad es una de las principales causas de la disminucion de la produccion
bananera en Ecuador. Estos productos de baja toxicidad y de origen organico a base
de Trichoderma, ademas de reducir la incidencia de la enfermedad, brindan rigor y
resistencia a la planta. Ademas de ser la practica mas natural y efectiva, el uso de
antagonistas para la prevencion, erradicaciéon y control de enfermedades contribuira
significativamente a mejorar la economia de los agricultores y ayudard a la
conservacion y rehabilitacion de los suelos en beneficio de la naturaleza y el hombre.

Trichoderma es un agente protector del suelo. (Poveda, 2021)

En Ecuador, se cultivan 180 301 hectareas de banano. El cultivo se enfrenta a
importantes desafios fitosanitarios como los causados por hongos y nematodos. La
enfermedad foliar mas limitante y destructiva de los hongos es la Sigatoka negra

causada por Mycosphaerella fijiensis. (Palacios et al., 2019)

Después de todo, la sensibilidad de M. fijiensis a ciertas moléculas quimicas ha
disminuido debido a su gran plasticidad genética debido a su doble tipo de
reproduccion vegetativa, y la necesidad de competir en el mercado nacional e
internacional con productos de alta calidad y con una menor cantidad de desechos
toxicos hacen gue se busquen métodos para disminuir los dafios causados por esta

enfermedad. (Palacios et al., 2019)
1.10. Alcancey limitaciones

Evaluar la capacidad de Trichoderma spp. para inhibir el crecimiento de
Mycosphaerella fijiensis, un hongo patdgeno que causa la enfermedad de la Sigatoka
negra en el cultivo de platano. El objetivo principal es determinar si Trichoderma spp.
puede ser utilizado como un agente de biocontrol para combatir esta enfermedad y

-
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reducir la necesidad de utilizar fungicidas quimicos, que pueden tener efectos nocivos

en el medio ambiente.

Se espera poder identificar cepas de Trichoderma spp. que presenten un alto grado
de antagonismo contra este patdgeno y que puedan ser utilizadas como agentes de

control biologico.

Entre las limitaciones de esta investigacion se encuentran la dificultad de reproducir
las condiciones exactas del campo en un entorno de laboratorio, lo que puede afectar
la validez de los resultados obtenidos. Ademas, el estudio se centra Unicamente en el
antagonismo entre Trichoderma spp. y Mycosphaerella fijiensis a nivel de laboratorio,
por lo que se necesitarian pruebas adicionales en condiciones mas realistas, como
ensayos de campo, para validar la eficacia de Trichoderma spp. como agente de

biocontrol en la agricultura.

Otra limitacién importante es la variabilidad genética tanto de Trichoderma spp. como
de Mycosphaerella fijiensis, lo que puede influir en la capacidad de Trichoderma spp.
para inhibir el crecimiento de diferentes cepas de este hongo. Por lo tanto, es
necesario realizar pruebas con diferentes cepas de Trichoderma spp. Vy
Mycosphaerella fijiensis para determinar la efectividad de esta interaccion en

diferentes contextos.
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CAPITULO II: Marco tedrico referencial

2.1. ANTECEDENTES

En el Ecuador la produccién bananera es importante para el area social y comercial,
ya que representa el 2% del producto Interno Bruto, representando el empleo y
beneficio para 2,5 millones de familias, aproximadamente el 6% de la poblacion

ecuatoriana. (Palacios et al., 2019)

La industria bananera es clave en el desarrollo de la economia del pais, por ende, es
una causa de preocupacion ya que la incidencia enfermedades y plagas a causa del
medio ambiente afectan el rendimiento de los cultivos de banano y su viabilidad a
largo plazo como lo indica la FAO mediante un estudio de sostenibilidad y cambio
climético del banano en Ecuador en el 2015. (Palacios et al., 2019)

Segun esta institucion los cultivos estan limitados por enfermedades ya que se invierte
gran cantidad de dinero en investigacion y control de estas, en la mayor parte de
Latinoamérica como en Ecuador las enfermedades es el principal obstaculo de
produccién, actualmente; las principales enfermedades en los cultivos de banano son
las manchas foliares o Sigatoka, mismas que son causadas por dos tipos de
patégenos conocidos como (Mycosphaerella musicola y fijensis Morelet). (Rivera-
Méndez et al., 2016)

La sigatoka negra es el principal problema fitosanitario y la mayor limitante en la
produccion sostenible de bananas a nivel mundial, ya que repercute en el ambito
econdmico de las contrataciones de las fumigaciones aéreas, ademas que la

frecuencia de las fumigaciones causa un valor negativo para el medio ambiente.

(Castillo-Arévalo, n.d.)
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Se puede indicar que el uso de agentes bioldgicos son una parte importante en la
agricultura sostenible, siendo importante en la produccion organica, ya que se aplican
practicas encaminadas al control de patdogenos de forma natural. ElI género
Trichoderma contiene especies que son de importancia biotecnolégica. Algunas de
estas se emplean como métodos de biocontrol para combatir enfermedades en las
plantas, mientras que otras se emplean para fabricar enzimas y antibiéticos, en la
biorremediaciéon de entornos contaminados, y como fuente de genes para la creacion

de plantas transgénicas. (Castillo-Arévalo, n.d.)

Por esta razén en los ultimos afios debido a los altos porcentajes de contaminacién
tanto agricultores como investigadores dirigieron sus proyectos al desarrollo de
sistemas bioamigables, siendo una de las especies mas usadas como ingrediente
bioactivo especies del género Trichoderma, siendo su mecanismo de accidén para
combatir mediante micoparasitismo, competencia, antibiosis o induccién de

resistencia.

Mecanismo de control biolégico, ademas de contribuir al medio ambiente también
logra un resultado de seguridad alimentaria, ya que se obtienen productos libres de
sustancias toxicas. Esto nos lleva a desarrollar sustancias a base de
macroorganismos antagonicos, que actuen frente a las enfermedades foliares, siendo
las especies de Trichoderma efectivos en el control biolégico de enfermedades aun
cuando hay epidemias, siendo una de las alternativas mas viables disponibles en este

sector. (Castillo-Arévalo, n.d.)

Sanchez Lépez, V. (2006) lleva a cabo una investigacibn de campo descriptiva
llamada "Aislamiento y caracterizacion de Trichoderma spp. de varios ecosistemas en
la regiébn de Papaloapan, México". El objetivo de esta investigacion es aislar y
caracterizar las cepas de Trichoderma presentes tanto en ecosistemas naturales
como cultivados en la Cuenca del Papaloapén. Esta investigacion representa el primer

paso hacia la creacién de un programa de control bioldgico.

El trabajo de grado de Sanchez Pérez, M. (2009) en el Instituto Politécnico Nacional
de México se centro en el aislamiento y caracterizacion molecular y agrondmica de
Trichoderma spp. nativo del norte de Tamaulipas. El objetivo del trabajo de grado fue

obtener aislados de Trichoderma spp. nativos de la regién, estimar su adaptaciéon a
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las condiciones de la zona, luego determinar su especie y evaluarlos. Ademas,
determinar si Trichoderma spp. sintetiza fitohormonas que estan relacionadas con la
promocion del crecimiento vegetal o el aumento de la biomasa de las plantas.

(Mexicana De Fitopatologia et al., 2006)

Los primeros estudios realizados en Ecuador, en la provincia de Chimborazo, por
ESPOCH y el Departamento de Sanidad Vegetal incluyen Cazco (2005) y Aimacafia
(2007), que aislaron e identificaron cepas de Trichoderma y Mycosphaerella fijiensis

y las probaron con resultados satisfactorios a nivel in vitro.

2.2. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1. Generalidades del cultivo de banano

La actividad agricola mas significativa para la economia ecuatoriana es el cultivo de
banano (Musa AAA). En 2010, Ecuador exportdé 265 millones 587 mil 828 cajas de
18.14 kg, lo que equivale a alrededor de 4 millones 828 mil toneladas. Ecuador es
responsable de un tercio de las exportaciones globales, lo que genera un ingreso de
$1900 millones en moneda extranjera y otros $90 millones en impuestos al estado en
la actualidad. La actividad bananera representa el 3,84 % del PIB nacional, representa
el 50% del PIB agricola y representa el 20% de las exportaciones privadas del pais.
Més de un millén de personas son empleadas por el cultivo de banano y sus industrias

secundarias.

La superficie de siembra de 230000 hectareas se concentra principalmente en tres
provincias del litoral, Guayas, Los Rios y El Oro, y entre otras 7 provincias (8%). El
nivel de tecnificacion, la zona de produccion y el tamafio de la explotacion son factores
que estan relacionados con los rendimientos. Existe tres niveles de manejo del cultivo
bananero: tecnificado, semitecnificado y no tecnificado. El manejo que se implementa
en cada nivel esta relacionado con el rendimiento. Actualmente, el rendimiento
nacional reportado es de aproximadamente 1700 cajas/ha/afio, lo que es muy bajo en

comparacion con nuestros principales competidores, como Colombia, Costa Rica y

Filipinas, que alcanzan una productividad.
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2.2.2. Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet)

Es una enfermedad foliar destructiva que afecta principalmente a los bananos y los
platanos del género Musa. El principal problema fitopatologico en estos cultivos es el
hongo Ascomycete Mycosphaerella fijiensis Morelet, también conocido como
anamorfo Pseudocercospora fijiensis. (Jaramillo Aguilar et al., 2017)

El ciclo de vida de M. fijiensis esta caracterizado por dos estados: el estado perfecto
y el imperfecto (Alexopulus y Mins, 1979). Ambos estados son importantes en la
infecciobn a su hospedante. La fase asexual se presenta en el desarrollo de las
primeras lesiones de la enfermedad (pizca y raya) en donde se observa la presencia
de un nuamero relativamente bajo de conidiéforos (estructura donde se producen las
esporas asexuales llamadas conidios) que salen de los estomas, principalmente en la
superficie inferior, en el envés de la hoja (Meredith y Laurence, 1969). Las ascosporas
0 esporas de origen sexual se encuentran dentro de las ascas, las cuales, a su vez,
se producen en el interior de los seudotecios o seudoperitecios que aparecen como
puntos negros sobre las manchas cenizas, especialmente en hojas que estan parcial
o totalmente necréticas (Meredith y Laurence, 1969). Las hojas densamente
infectadas liberan ascosporas durante dos a cuatro semanas mas que cuando se
cortan y se colocan en el suelo. Las ascosporas diseminadas por el viento se
depositan en las hojas mas jovenes, especialmente en la hoja cigarro y en las cuatro
hojas mas jovenes, lo que las convierte en las principales fuentes de inéculo de la

enfermedad. (Jaramillo Aguilar et al., 2017)

La enfermedad del banano mas grave a nivel mundial es la Sigatoka. Su nombre
proviene del Valle de Sigatoka, que fue identificado por primera vez en 1912, en las
Islas Fiji. La enfermedad se propag6 en todos los paises productores de banano
durante los préximos cuarenta afios. En América Central, la Sigatoka negra surgioé en
1934 y en solo dos afios arrasé mas de 8900 hectareas de banano en Honduras y
Surinam. Para controlar la enfermedad, en 1936 se desarrollaron programas de
fumigacion con fungicidas utilizando una mezcla de Burdeos (cobre y cal). (Camilo &
Correa, 2017)

La Sigatoka Negra se encuentra presente en todos los paises de produccion bananera

y se considera de gran impacto econOmico porque disminuye los rendimientos,
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afectando la productividad de las plantaciones, y por los altos costos para su manejo.
(Camilo & Correa, 2017)

2.2.2.1. Factores climaticos en el desarrollo de Sigatoka Negra

La naturaleza heterotalica de este microorganismo es el causante de que posea un
elevado potencial de cambios genéticos adaptativos dentro las poblaciones de
Mycosphaerella fijiensis Morelet, siendo esta la razon de su alta variabilidad

patogénica detectada.

Su epidemiologia depende tantos de factores bibticos y abi6ticos, ademas la relacion
entre temperatura, precipitacion, humedad y el patdgeno son los factores que

condicionan su incidencia y severidad en la aparicion de la enfermedad.

El desarrollo de este microorganismo se desarrolla en un rango de 10° a 38° C, siendo
lo 6ptimo 27 °C, en donde se observa que la velocidad de crecimiento en tubos de
germinacion se acelera, mientras que a 20 °C decrece la velocidad fuertemente.
(Camilo & Correa, 2017).

llustracion 1: Ciclo de vida del hongo Mycosphaerella fijiensis

Fuente: (Gonzélez, 1975)
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2.2.3. Generalidades de Trichoderma sp.

Trichoderma sp. es un hongo filamentoso, saprofito, anamdérfico y aerobio que tiene
una pared celular compuesta principalmente por quitina. Se reproduce de forma
asexual y tiene una alta densidad poblacional en el suelo. También se adapta
facilmente a diferentes sustratos, tanto sélidos como liquidos. Este hongo puede
desarrollarse en una variedad de temperaturas, pH y niveles de humedad, entre otras

condiciones. (Hernandez-Melchor y colaboradores, 2019)

El Trichoderma es un hongo que se caracteriza por su rapido crecimiento sobre varios
sustratos, donde su esporulacion puede ser beneficiosa dependiendo de varios

factores. (Hernandez-Melchor y colaboradores, 2019)

2.2.3.1 Taxonomia Trichoderma sp.

e Reino: Fungi

e Filo: Ascomycota

e Clase: Sordariomycetes
e Orden: Hypocreales

e Familia: Hypocreaceae

e Género: Trichoderma

e Especies: T. harzianum, T. longibrachiatum, entre otros. (Camilo & Correa,
2017)
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llustracion 2: Morfologia de Trichoderma vista al microscopio

Fuente: (Beatriz Riveron, 2022)

2.2.3.2. Mecanismos de accion de Trichoderma sp.

Las diversas especies de Trichoderma controlan a través de la competencia directa
(por espacio y nutrientes), la produccién de metabolitos antibiéticos, la inactivacion de
enzimas del agente patdgeno, la modificacion de las condiciones ambientales, la
produccion de sustancias que fomentan el crecimiento vegetal y el micoparasitismo.

Los tres principales son los siguientes (Hilda et al., n.d.):

Competencia: Se cree que uno de los mecanismos clasicos de biocontrol de este tipo
es la competencia por espacio y/o nutrientes. Se vuelve un rival fuerte en la
colonizacion de la rizésfera debido a su rapido desarrollo. Ademas, tiene una mayor
capacidad de movilizarse y absorber los nutrientes del suelo, asi como una gran
versatilidad en el uso de sustratos como fuente de carbono y nitrégeno. Esto le permite
colonizar un medio rapidamente y evitar la propagacion de otros microorganismos en

el mismo habitat. (Hilda et al., n.d.)

Produccion de metabolitos (Antibiosis): El género Trichoderma produce
compuestos organicos volatiles y no volatiles, que son esenciales para detener el
crecimiento y desarrollo de microorganismos patdégenos. Estas interacciones

involucran enzimas liticas extracelulares, antibioticos y compuestos de bajo peso
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molecular de esporas, que ayudan a la colonizacién de varios sustratos y suelo.
Guiédez et al. (2012)

Micoparasitismo: es una compleja interaccién antagonista-patégeno que ocurre en
cuatro etapas: crecimiento quimiotréfico, reconocimiento, adhesion y enrollamiento, y
actividad litica. En la ultima etapa, se producen enzimas liticas extracelulares como
quitinasas, glucanasas y proteasas. Estas enzimas descomponen las paredes
celulares del patdégeno y permiten que las hifas de Trichoderma entren. Se ha
descubierto que algunas especies de este hongo, particularmente Trichoderma
harzianum, tienen la capacidad de mejorar el crecimiento y el desarrollo de las plantas.
La produccion de factores que estimulan el crecimiento de la planta y favorecen la
toma de nutrientes, asi como la inhibicion de patégenos menores, pueden explicar

esto (Hernandez-Melchor et al., 2019)

\ s TSN
. ) L0V

llustracion 3: Representacion de micoparasitismo de Trichoderma sp.

Fuente: (Danay, 2009)

2.2.4. Agente de control biolégico

El éxito como agente de control biologico se debe a su alta capacidad reproductiva,
capacidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales desfavorables, capacidad
para modificar la rizésfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatégenos, capacidad
para fomentar el crecimiento de las plantas e inducir mecanismos de defensa. El
rapido crecimiento micelial y la abundante produccion de esporas de las diferentes
especies ayudan a la colonizacion de diversos sustratos y del suelo. (Hernandez-
Melchor et al., 2019)
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Varios mecanismos, como la competencia por nutrientes y espacio, la antibiosis, el
hiperparasitismo y la hipovirulencia, pueden provocar una resistencia a patdogenos y
actuar de forma sinérgica. La eficacia de Trichoderma spp. para combatir Botrytis spp.,
Colletotrichum spp., Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, Phytophthora capsici,
Pythium spp. y Rhizoctonia solani entre otros patdgenos de plantas hace que se utilice

como antagonico. (Hernandez-Melchor et al., 2019)

2.2.5. Problematica actual de fitopatégenos en cultivo y alternativas de control

Los fitopatdbgenos causan pérdidas en cultivos en términos de calidad biologica
(tamafio, color, textura, sabor, calidad nutricional, etc.) y econdmicas. Segun Palacios
et al. (2019) Estos fitopatdgenos pueden incluir virus, bacterias, nematodos,
fitoplasma, viroides y, en su mayoria, hongos, lo que provoca graves pérdidas
agricolas. Estas pérdidas reducen la produccién agricola y aumentan los precios de

los alimentos. (Mexicana De Fitopatologia et al., 2006)

Trichoderma spp. posee una capacidad micoparasitica a fitopatégenos tanto de raiz,
como aéreos. (Poveda, 2021). Es el microorganismo mas utilizado como agente de
control biolégico, debido a que es tolerante a la aplicacién de agroquimicos, ayudando
a la reduccion de la aplicacion de plaguicidas y fertilizantes o compuestos de origen
guimico, que tienen efectos altamente negativos en el medioambiente y en la salud

humana. (Ménaco et al., n.d.)

2.2.6. Interaccion Mycosphaerella fijiensis y Trichoderma spp.

2.2.6.1. Efectividad de Trichoderma sp. en el control de Mycosphaerella fijiensis

a. En el estudio Efectividad antagénica In Vitro de Trichoderma sp., frente a
Stemphylium lycopersici del afio 2022 se concluye que las cepas A-53, A-34 y
TS-3 de Trichoderma sp. presentan antagonismo in vitro frente al patdgeno

Stemphylium lycopersici. (Pozo-Serrano et al., 2019)

b. En el estudio Efecto de cepa ecuatoriana de Trichoderma harzianum Rifai como

antagonista de Mycosphaerella fijiensis Morelet en condiciones de casa de
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cultivo, se concluye la capacidad de la cepa nativa (Ecuador) T. harzianum
CCECH-p1 para reducir el inéculo de M. fijiensis y su potencial como antagonista

de este patogeno. (Castro et al., 2015)

C. El estudio eficiencia de Trichoderma harzianum en el control de enfermedades
fungicas del arroz dando como conclusion una eficiencia del 60% y 93.2 % en el

control de enfermedades manchas pardas. (Pérez-Torres et al., n.d.)

2.2.7. Filogenia

Estudio de las relaciones evolutivas, que ademas permite ver las relaciones entre las
especies, cuales son los que descienden con ancestros comunes o también puede

indicar la diferencia entre las mismas. (Molina et al., 2016)

2.2.7.1. Filogenia de Trichoderma

Hace referencia al estudio de la relacién evolutiva entre organismos, siendo la base
para entender la variedad genética y funcional dentro del género Trichoderma spp.,
mediante este analisis es posible clasificar e identificar las cepas de Trichoderma con
precision, atribuir el potencial de biocontrolador en cepas nuevas con su parentesco

a cepas ya conocidas. (Molina et al., 2016)

2.2.7.2. Aplicaciones de la filogenia de Trichoderma

La identificacion de cepas de manera precisa permite diferenciar entre especies y
variantes dentro de un grupo de microorganismo, siendo crucial en el desarrollo de
agentes de biocontrol efectivos. Los estudios filogenéticos muestran las relaciones
filogenéticas que pueden estar relacionadas con la capacidad de biocontrol. Ademas,
nos permite entender la variedad genética y la relacion evolutiva de las especies de

Trichoderma. (Torres-De La Cruz et al., 2015)
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2.2.8. Uso de marcadores de DNA en hongos fitopatégenos

Las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y aloenzimas de los hongos
fitopatdgenos han sido la base de los estudios de biologia y genética. Sin embargo,
en afos recientes, estos métodos han demostrado ser insuficientes (Df et al., 2016;
Zambrano Bullones et al., 2002), y las técnicas de hibridacion de DNA y las basadas
en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se han utilizado para identificar y
taxonomizar enfermedades causadas por hongos, determinar los modos
reproductivos de hongos asexuales, Sin embargo, los marcadores son una de las
herramientas disponibles para llevar a cabo investigaciones genéticas en las

poblaciones de patégenos. (Garcia Romero, 2019; Zambrano Bullones et al., 2002).
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CAPITULO IlI: Disefio metodolégico

3.1. Tipo y disefio de investigacion

3.1.1. Por el tipo de investigacion

Aplicada, debido a que se busco6 un objetivo directo e inmediato. Para mejorar el uso
de Trichoderma spp. y reducir el uso de agroguimicos téxicos, se propuso determinar
el efecto antagénico de las cepas nativas de Trichoderma spp. frente a
Mycosphaerella fijiensis Morelet a nivel de laboratorio.

3.1.2. Por el disefio de investigacion

Experimental

3.1.3. Diagrama de disefio metodologico

RECOLECCION DE VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

MUESTRAS 1 . .
Torna de muestras de suelo de 10 ﬂ Crecimeinto
haciendas (ORO,ESMERALDAS, RIOS, radial

GUAYAS)

SELECCION DE
AISLAR

2 CEPAS
+Proceso de aislamiento de 5 Crecimiento
microorganismos de suelos Trichoderma spp. mas rapido

contamidados

{

ANALISIS ESTADISTICO

IDENTIFICAR AN

% de inhibiciéon de
crecimiento

Biocontrolador

*Mycosphaerella
fijiensis 7 FILOGENIA
«Trichoderma spp. Caracteristicas que
influyen antagonismo

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024
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3.2. La poblacion y la muestra

Diez cepas de Trichoderma sp. y una cepa de Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) fueron aisladas de muestras de suelo, asi como una cepa de
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) de muestras vegetales de varios
lugares en las provincias de El Oro, Guayas, Los Rios y Esmeraldas.

3.2.2. Caracteristicas de la poblacién

Las muestras de suelo y muestras vegetales seleccionadas fueron obtenidas de varias
haciendas sin uso de quimicos o incorporacion de cepas externas de hongos
pertenecientes a los hongos analizados de este estudio de cepas nativas, las mismas
son dedicadas al cultivo organico y convencional, es importante verificar que las
muestras obtenidas no contengan impurezas o plagas que puedan llegar a contaminar
las muestras, ademas de establecer una linea base con toda la informacion de la

plantacién de banano.

3.3.3. Delimitacion de la poblacién

3.3.3.1. Tipo de muestra

Las muestras son probabilisticas ya que cada elemento tiene la misma probabilidad
de ser seleccionado, lo que reduce el riesgo de sesgos y garantiza que todos los

subgrupos tengan una oportunidad equitativa de estar representados en la muestra.

3.3.3.2. Tamafno de la muestra

e 10 cepas de Trichoderma

° Una cepa de Mycosphaerella fijiensis
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3.3. Proceso de seleccion de la muestra

Para la recoleccion de muestras se realizo el recorrido descrito en la tabla 3.

Tabla 3: Cddigos y localidades de recoleccion de muestras de suelo y vegetales de
diferentes fincas bananeras para el aislamiento de 10 cepas de Trichoderma spp. y

una de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

Caddigo Localidad Sector Manejo Variedad Provincia
CCECH- Hcda. Pio IV Pasaje - Buena Organico Williams El Oro
Pasaje Vista
CCECH- [ Hcda. Grupo Marun | Carretera a Jijan Orgénico Williams Los Rios
TIM
CCECH- Hcda. Lilita Pasaje Convencional Filipino El Oro
M11
CCECH- Hcda. Kimberly La Union Convencional Cavendish El Oro
Tung
CCECH- La lzquierda Buena Vista Organico Cavendish El Oro
M18
CCECH- Carretera Puerto Inca Convencional Cavendish El Oro
Ju 13
CCECH- | Hcda. Los Angeles Pasaje - Buena Orgénico Williams El Oro
Ju 27 Vista
CCECH- | Agricola El Rosario | Guabo - 5 de junio Convencional Cavendish El Oro
T5
CCECH- San Lorenzo San Lorenzo Convencional Cavendish Esmeraldas
THSL
CCECH- | Hcda. Agricola del Marcelino Transicion Williams Guayas
Ca36-3 Pacifico Mariduefia

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024
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3.4. Determinacion del ritmo de crecimiento del antagonista

Los esquemas elaborados se utilizaron para registrar los datos relacionados con el
ritmo de crecimiento radial de las colonias, cuyos valores se expresaron en milimetros
(mm). Los datos se tomaron a intervalos de 0, 24 y 48 horas de 4 radios marcados

en cruz de cada colonia.
3.5. Identificacion a nivel de especie.

Para determinar a qué especie de Trichoderma pertenece cada una de las cepas, se
compararon las secuencias de la caracterizacion molecular con las secuencias de
referencia depositadas en la base de datos TrichOkey de ISTH principalmente y en
GenBank del NCBI.

3.6. Los métodos y las técnicas

3.3.1. Fase de campo

La recoleccién de hojas de banano infectadas con Mycosphaerella fijiensis Morelet se
llevd a cabo en varios lugares de la provincia de ElI Oro, Guayas, Los Rios y
Esmeraldas. Las hojas se colocaron en fundas de papel y se etiquetaron
adecuadamente. Luego, se enviaron al laboratorio de Fitopatologia para su

aislamiento segun la metodologia sugerida por Aimacafia, Castro y Pesantez en 2005.
Se recolectaron ademas las 10 muestras de suelo, las que fueron colocadas en fundas
plasticas, debidamente etiquetadas, que luego fueron trasladadas al laboratorio y con

ellas se procedieron al aislamiento de Trichoderma sp.

3.3.2. Fase de laboratorio

3.3.2.1 Aislamiento, purificacion e identificacion del patogeno
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Se utilizaron las técnicas de Alvarado et al. (2003) para elegir las partes de la planta
afectada. Se cortaron trozos de 7x5 cm en la cAmara de aislamiento, se sujetaron con
grapas al papel filtro y se depositaron sobre la tapa de un recipiente plastico. Se
prepararon portaobjetos con agar-agua al 3%, se dejo solidificar y se colocaron sobre
soportes de vidrio dentro de recipientes plasticos con agua. Luego, se cerro la tapa
plastica que contenia el tejido mencionado. Para la descarga de esporas, estos
recipientes se llevaron a la estufa por 24 horas a 27°C (mas o menos 1°C). Después
de este tiempo, se examinaron las placas al microscopio para identificar las
estructuras distintivas de Mycosphaerella fijiensis Morelet, que se capturaron con
aguja fina y se depositaron en cajas petri con medio de cultivo PDA, las cuales se
llevaron a la estufa de crecimiento a 27+1°C hasta la aparicion de colonias

caracteristicas.
3.3.2.2 Aislamiento, purificacion e identificacion del antagonista

Se secO y tamizé una porcion de suelo de cada muestra a temperatura ambiente,
luego se pesaron 10 g de suelo y se colocaron en un Erlenmeyer con 90 ml de agua
destilada estéril; esta suspension se agité durante 20 minutos y se dejé reposar por 5
minutos. En una camara de aislamiento desinfectada, se prepararon cajas Petri
"madres" con 1 ml de la suspensién y 12 ml de medio selectivo para Trichoderma spp.,
distribuyendo la suspensién uniformemente con movimientos circulares. Una vez
solidificado el medio, se obtuvieron aproximadamente 90-100 circulos por caja Petri
"madre” utilizando un sacabocados de 4 mm de diametro; alrededor de 30 circulos
fueron transferidos a 3 cajas Petri "hijas" con el mismo medio selectivo y se incubaron
a 27+1°C en oscuridad por cinco dias, y luego a la luz por dos dias. Al séptimo dia se
verificaron las colonias de Trichoderma spp. presentes en los circulos y se
identificaron mediante microscopio y claves correspondientes. Una vez identificado el
antagonista, se reactivo en cajas Petri con medio PDA para realizar pruebas de ritmo

de crecimiento y antagonismo segun la metodologia de Castro y Pesantez (2005).
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3.3.38. Determinacion del ritmo de crecimiento del antagonista

De las diez cepas de Trichoderma spp, se retiraron discos de 4 mm de didmetro de
micelio joven con un sacabocados para inocularlos en el centro de cajas con
aproximadamente 15 ml de PDA, registrandose el ritmo de crecimiento radial de las
colonias en esquemas elaborados con valores expresados en mm; los datos se
tomaron a intervalos de 24 horas durante 120 horas en 4 radios marcados en cruz de
cada colonia, con cada prueba constituida por tres repeticiones.

3.3.4. Identificaciéon molecular de Trichoderma spp.

Para la secuenciacion de ADN de las muestras fungicas utilizando los marcadores
ITS1/ITS4, se prepararon cajas Petri con cultivo puro de cada una de las diez cepas

seleccionadas para el ensayo.

3.3.5. Extraccion de ADN

Se utilizo el protocolo descrito por Plaza et al. (2004), con modificaciones, para extraer
ADN de las muestras fungicas. Para aislar el ADN, se recolectaron de 200 a 400 mg
de micelio de hongo fresco en microtubos de 2 mL. Luego, la muestra se resuspendio
en 500 pL de buffer de extraccion (0,1 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI, pH 8,0, 5% de SDS),
se macerd con arena de cuarzo por 10 minutos, se centrifugé a 13.000 rpm y se
recupero sobrenadante. Se agrego 500 uL de buffer de extraccion de nuevo al pellet
formado y se repitié el proceso de maceracién y centrifugacion. Se agregé el mismo
volumen de fenol al sobrenadante recuperado: El alcohol isoamilico de cloroformo es
de 25:24:1. Se agitd con fuerza en vortex; se centrifug6 por cinco minutos a 13.000
rom y se extraia la fase acuosa con cuidado. Se agregd el mismo volumen de
cloroformo como el alcohol isoamilico (24:1), se mezcld bien y se centrifugd por 5
minutos a 13.000 rpm. Se colocé la fase acuosa en un nuevo tubo, se afladieron 600
uL de isopropanol (-20°C) para precipitar el ADN, se mezcldé por inmersion y se
almacené en hielo por una hora. Posteriormente, se centrifugé por 10 minutos a

maxima velocidad. El pellet de ADN se lavo dos veces con etanol al 70% y se seco
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por 20 minutos a 37°C. Finalmente, se resuspendido en 50 pL de buffer TE (0.1M,
pH3).

3.3.6. Cuantificacion ADN

Se utilizo el espectrofotometro Epoch®, con el software Gen5 2, para medir la

concentracion de ADN.

3.3.7. Secuenciacion

En el proceso de secuenciacion, se requirieron réplicas de la amplificacion para cada
muestra, se llevaron a cabo cuatro repeticiones para asegurar una concentracion
adecuada de amplificacion, ya que se habia purificado. El kit de purificacién de
producto PCR PureLink® PCR Purification Kit - Life Technologies (no. catk3100-01)

se utilizé para este procedimiento de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

El kit de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 CycleSequencing se utilizé para
realizar la reaccion de secuencia con un volumen de 10 uL de reaccion, siguiendo las
especificaciones del fabricante, y se utiliz6 el método de precipitacion con
EDTA/Etanol para purificar el producto PCR purificado.

Las muestras se secuenciaron en ABI PRISM 310 y se analizaron con el software de

secuenciacion.

3.3.8. Pruebas de Antagonismo

Con la ayuda de sacabocados, las diez cepas seleccionadas de Trichoderma sp. y
una cepa del patégeno Mycosphaerella fijiensis se resembraron en cajas petri con
alrededor de 15 mililitros de medio PDA. Se extrajo un disco de micelio joven de la

periferia de la caja y se inoculd el antagonista y el patégeno en los extremos de las

cajas petri con el mismo medio de cultivo.
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Se registraron datos del crecimiento radial de cada una de las diez cepas de
Trichoderma sp. y del patégeno Mycosphaerella fijiensis. Cada 24 horas se tomaron

mediciones en mm y se incub6 durante 120 horas a 27 + 1°C.

Pasaje vs Mycosphaerella fijiensis

llustracién 4: Antagonismo hiperparasitario

Elaborado por: Calero L. & Flores V. 2024

Se determiné la fuerza antagonica en estos grupos en funcion del aumento que
experimento el patbgeno como resultado de la accion contraria del antagonista en

comparacién con su nivel normal.
Para evaluar, se utilizaron las siguientes escalas:

++ Elevada intensidad de antagonismo (el patdégeno es inhibido en méas del 25%

durante el desarrollo).

+ Intensidad de antagonismo intermedio (el patdgeno es inhibido en menos del 25%

durante el desarrollo).

- Intensidad nula de antagonismo (el patégeno no es inhibido durante el desarrollo).
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3.3.9. Arbol filogenético de Trichoderma spp.

El arbol filogenético se obtuvo mediante el programa MEGA, comparando 10 cepas
de Trichoderma sp. con secuencias similares descargadas del Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica; para cada cepa se descargaron 3 secuencias similares,

sumando un total de 30 secuencias. El proceso fue el siguiente: se elaboré un
documento en formato texto que se convirti6 a formato FASTA para su lectura en
MEGA, se alinearon las secuencias y se realizé un corte debido a una desigualdad en
las colas, transforméandolas posteriormente en proteinas. El documento se exportd
nuevamente en formato FASTA, se selecciond la opcién de filogenia en MEGA para
el archivo alineado de proteinas y se construyé el arbol filogenético utilizando
maximum likelihood con 1000 réplicas de bootstrap, obteniendo un arbol con las 10

cepas de Trichoderma y las 30 secuencias similares.
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Elaborado por: Calero L. & Flores V. 2024
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3.4. Procesamiento estadistico de la informacion.

3.4.1 Fuente de datos

Los datos manipulados del presente estudio provienen del experimento en el que se
midié en mm los halos de crecimiento de Mycosphaerella fijiensis vs Trichoderma.
Estas mediciones tienen tres repeticiones para poder tener una fiabilidad en los
resultados, las condiciones usadas en el laboratorio fueron controladas evitando la

variacion externa.

3.4.2 Programa estadistico utilizado

El andlisis estadistico de los datos se realizé con el programa R studio, debido a su
amplia gama de analisis estadistico, en donde se pudo realizar comparaciones de
datos de los halos de crecimiento mediante el uso de las medias de la toma de datos

desde las 0 hasta las 48 horas y la obtencion de los porcentajes de inhibicion.

3.4.3. Técnica usada en el analisis

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R, version 4.3.3.
primero se realizO test para verificar si los datos son normales y presentan
homocedasticidad, en el caso que no cumplan los 2 supuestos se aplicé la prueba de
Kruskal-Wallis, ademas se realizé grafico de boxplot para corroborar las diferencias

significativas entre los tratamientos.

3.4.4. Filogenia

El arbol filogenético obtenido se elaboré con el programa Mega mediante la opcion
Likelihood un algoritmo de alta verosimilitud y con un bootstrap de 1000 réplicas, para
este andlisis se evalu6 las 10 cepas de Trichoderma aisladas en el laboratorio

juntamente con cepas similares descargadas de la pagina Centro nacional de

Informacion biotecnoldgica (NCBI).
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3.4.5. Alcance y limitacién del andlisis

Como alcance de la investigacion se identificaron las diferencias significativas entre
el enfrentamiento de crecimiento de los halos de Micosphaerella fijiensis y
Trichoderma spp. bajo condiciones de laboratorio anteriormente descritas. A pesar de
esto, una de las limitaciones en el desarrollo de la investigacion fueron el tamafio de
la muestra para obtener un mayor numero de repeticiones, otra limitante fue realizar
bajo condiciones totalmente controladas que van a diferir con lo que pueda suceder

en el medio natural en donde los microorganismos interactdan.

3.4.6. Interpretacion de resultados

En esta investigacion, al ser de enfoque experimental involucrando observaciones y
medicion de variables dependientes, permite la obtencion de datos de interés para las
distintas formulaciones aplicadas; con el fin de validar los resultados se realizaron 3
repeticiones y controles continuos. Se utilizaron métodos estadisticos para asegurar
una buena interpretacion de los datos obtenidos mediante el software R, version
4.3.3.con un andlisis de varianza ANOVA que permite determinar si al menos un grupo

difiere significativamente de los demas en términos de sus medias en los tratamientos

aplicados.
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CAPITULO IV: Analisis e interpretacién de resultados

4.1. Aislamiento y purificacion de 1 cepa de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

Se aislé e identificd el hongo de Mycosphaerella fijiensis Morelet de las muestras de

suelo recolectadas del cultivo de banano.

llustracion 6: Aislamiento e identificacion de Mycosphaerella fijiensis Morelet. a)
Cultivos monosporicos y cultivos puros. b) Preparacion de indculos de
Mycosphaerella fijiensis ¢) Mycosphaerella fijiensis vista al microscopio

Elaborado por: Calero L.&, Flores V. 2024

4.2. Aislamiento y purificacion de las cepas de Trichoderma spp.

En el proceso de identificacion de las cepas de Trichoderma spp. se establecié que

de las 10 cepas nativas son: 3 cepas nativas provenientes de el Oro y Guayas
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pertenecen a la especie Trichoderma harzianum, 3 cepas del Oro y Esmeraldas son
de la cepa Trichoderma pseudokoningii, 2 cepas de la provincia del Oro Trichoderma
viride y 1 cepa de El Oro es Trichoderma longibrachiatum.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en un estudio de la universidad Espe de
Santo Domingo quienes también buscaron identificar qué especies predominan en los
cultivos de banano teniendo como resultado las cepas harzianum, viride y

longibrachiatum.

B T. harzianum

H T.pseudokoningii
T. viride

H T. koningii

m T. longibranchiatum

llustracion 7: Distribucion por Especies de las Cepas de la Coleccién de Cultivos microbianos
de la ESPOCH.
Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

4.3. Anélisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R, version 4.3.3.

4.3.1. Ritmo de Crecimiento radial de Trichoderma spp. por tratamientos

Se realizo una prueba para verificar si los datos de crecimiento radial son normales y
siguen una homocedasticidad, porque el p-valor es mayor a 0.05.

Dado que los datos de la variable RCA_RCP (Radio de Crecimiento Antagonista vs
Radio de Crecimiento Patdégeno) no siguen una distribucidn normal y son no

paramétricos, se empled la prueba de Kruskal-Wallis.
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Verificamos que el p valor es menor a 0.05, es decir si hay diferencia significativa entre

los tratamientos.
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llustracién 8: Crecimiento radial Trichoderma spp. vs Mycospharella fijiensis

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

En el grafico podemos corroborar la diferencia de crecimiento radial entre los
tratamientos, es asi como C1 valor de control de Trichoderma spp. Se observa que
crece aproximadamente 21 mm, mientras que la primera prueba antagonica (T1_A)
indica que crecid6 mas que el primer control ya que crecié 24 mm vy la (T1_P) crece
aproximadamente 6mm. Por lo tanto, podemos decir que existen diferencias
significativas entre los tratamientos con relacién a la variable crecimiento radial,
ademas podemos mencionar que las variaciones de crecimiento radial entre las cepas
pueden atribuirse a variaciones genéticas y fisiolégicas entre estas, por ende, este es

un factor que va a influir sobre la eficacia como agente de biocontrol.
4.3.2. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Mycospharella fijiensis
Para este apartado se utilizé la formula:
PICR = (R1-R2) /R1 x 100
Donde:

R1 = es el radio mayor (radio patégeno testigo)
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R2 = es el radio menor (radio del patdgeno en enfrentamiento con el antagonista)

Para el realizar el analisis estadistico primero se verifico que los datos sean normales,

para lo cual se obtuvo un valor de p=0.1803, por lo tanto, se aplic6 ANOVA.

oT Sum g Mean 5q F value Fri=Fj
TEATAMIENTOS 9 3037.2 337.5  7.247 G0
Residuals 20 931.4 46 . B

signif. codes: Q ***" 0,001 ***" Q.01 **" 0.05 "." Q.1 " " 1

Teniendo un valor de 0.00012, que nos indica que hay diferencias significativas con
respecto a la variable porcentaje de inhibicion, y para corroborar estos resultados se
realizo un diagrama de box plot.
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o
1

]

[=]
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Porcentaje de inhibicion (PICR)

Y
=)
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
TP T2P T3P T4P T5P T6P T7P T8P T9P TI0P
Aislamientos de Trichoderma spp. VS Micosphaerella fijensis

llustracién 9: Boxplot del porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR%) de
Micosphaerella fijiensis

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

En lailustracion podemos verificar que T1_P Y T6_P, son las que presentan un mayor

porcentaje de inhibicién del crecimiento de Mycosphaerella fijiensis, correspondiendo
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a las cepas Trichoderma harzianum A (CCECH_Ca 36-3) y Trichoderma
pseudokoningii A (CCECH-M11)

> Kruskal_PLCR <- KrusKal.tTest( PICR % ~ TRATAMIENTOS, data = data_PLCR)
> print(kruskal_PICR)

Kruskal-wallis rank sum test

data: PICR % by TRATAMIENTOS
Kruskal-wallis chi-squared = 22.118, df = 9, p-value = 0.008512

Una vez que se aplic6 ANOVA debemos verificar si cumplen los dos supuestos de
homocedasticidad y normalidad, en donde se verifica que el valor de p-valor de
homocedasticidad es menor a 0.05, por lo cual aplicamos un test de Kruskal-Wallis g
ue determiné que existen diferencias significativas entre los tratamientos dando un p-

valor significativo de 0.008512, menor al establecido.

La significancia reportada por el Kruskal Test, fue contrastada por un Dunn Test,

representada en la Tabla 4, donde se indica que existen diferencias significativas entre

el tratamiento T3_P vs T6_P, ya que presentd un valor de significancia menor (p-
valor= 0.034)

Tabla 4: Valor de significancia de Trichoderma spp.

Comparison P.adj | Significance
T1_P-T10_P 1.00000 | Non-Significant
T1_P-T2_P 0.55888 Non-Significant
T10_P-T2_P 1.008(5)3 Non-Significant
T1_P-T3_P 0.34288 Non-Significant
T10_P-T3_P 1.00358 Non-Significant
T2_P-T3_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T4 P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T4_P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T4 P 1.00888 Non-Significant
T3_P-T4_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T5_P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T5_P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T5 P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T5 P 1.00888 Non-Significant
T4 P-T5 P 1.00§§§ Non-Significant
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T1_P-T6_P 1.00000 | Non-Significant
T10_P-T6_P 1.00888 Non-Significant
T2_P-T6_P 0.06?22 Non-Significant
T3 _ P-T6_P 0.0322(15 Significant (Trichoderma
633 | harzianum C, Trichoderma
pseudokoningii A)
T4 P-T6_P 1.00000 | Non-Significant
T5 P-T6_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T4 P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T5_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T6_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T8 P 1.00388 Non-Significant
T10_P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T2_P-T8_P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T8 P 1.00388 Non-Significant
T4 P-T8 P 1.00388 Non-Significant
T5 P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T6_P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T7_P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T2_P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T4 P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T5_ P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T6_P-T9 P 0.152(2)g Non-Significant
T7_P-T9 P 1.00383 Non-Significant
T8 P-T9 P 1.00§§§ Non-Significant

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

En la tabla 4 se determind también que hay significancia en las cepas 3 y 6 que
corresponden a Trichoderma harzianum C, Trichoderma pseudokoningii A, lo mismo

gue se vuelve a corroborar en el grafico de Dunn.
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Tabla 5: Valor de significancia de Trichoderma spp.

Comparison P.adj | Significance
T1_P-T10_P 1.00000 | Non-Significant
T1_P-T2 P 0.55838 Non-Significant
T10_P-T2_P 1.0088?) Non-Significant
T1_P-T3_P 0.34283 Non-Significant
T10P-T3 P 1.00358 Non-Significant
T2 P-T3 P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T4 P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T4_P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T4 P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T4 P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T5_P 1.00888 Non-Significant
T10P-T5 P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T5 P 1.00388 Non-Significant
T3 P-T5 P 1.00888 Non-Significant
T4 _P-T5_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T6_P 1.00888 Non-Significant
T10_ P-T6_P 1.00388 Non-Significant
T2_P-T6_P 0.06?22 Non-Significant
T3_P-T6_P 0.03%(13 Significant (Trichoderma
633 | harzianum C, Trichoderma
pseudokoningii A)
T4 P-T6_P 1.00000 | Non-Significant
T5 P-T6_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T2_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T4 P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T5_ P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T6_P-T7_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T10_P-T8_P 1.00888 Non-Significant
T2_P-T8_P 1.00888 Non-Significant
T3 P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T4 P-T8 P 1.00888 Non-Significant
T5 P-T8 P 1.00§§§ Non-Significant
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T6_P-T8_P 1.00000 | Non-Significant
T7_P-T8_P 1.00888 Non-Significant
T1_P-T9_P 1.00888 Non-Significant
T10.P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T2 P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T3_P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T4_P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T5 P-T9 P 1.00888 Non-Significant
T6_P-T9 P 0.152(2)2 Non-Significant
T7_P-T9 P 1.00883 Non-Significant
T8_P-T9 P 1.00§§§ Non-Significant

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024
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llustracion 10: Valores de significacncia de Trichoderma spp. con la prueba Dunn para
el porcentaje de inhibicién de crecimiento de Mycospharella fijiensis

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024




4.3.3. Indice de crecimiento radial del Trichoderma spp. frente a Mycosphaerella

fijiensis

Para esta variable se realiz6 un boxplot para determinar las diferencias entre los

tratamientos del indice de crecimiento radial.
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llustracién 11: indice de crecimiento radial antagénico

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

grafico nos indica los valores de crecimiento radial del hongo Trichoderma. El
estadistico de Kruskal Test determind que existen diferencias significativas entre los

tratamientos dando un p-valor significativo de 0.002933, menor al establecido.

> Kkruskal_PICR <- Kkruskal.test(ICRA~ MICROORGANISMO, data = data)
> print(kruskal_PICR)

Kruskal-wallis rank sum test

data: ICRA by MICROORGANISMO
Kruskal-wallis chi-squared = 25.035, df = 9, p-value = 0.002933




> Kruskal_PICR <- Kkruskal.test(ICRA~ MICROORGANISMO, data = data)
> print(kruskal_PICR)

Kruskal-wallis rank sum test

data: ICRA by MICROORGANISMO
Kruskal-wallis chi-squared = 25.035, df = 9, p-value = 0.002933

También se puede observar en el grafico de Dunn la diferencia significativa:
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llustracién 12: indice de crecimiento radial -Prueba de Dunn

Elaborado por: Calero, L.& Flores, V. 2024

4.4. Identificacién Molecular de Trichoderma spp.

Se estudiaron diez cepas biocontroladoras nativas de Trichoderma spp, cada una con

Sus propios requerimientos nutricionales y una alta similitud genética.

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

presentaron la precipitacion del acido como se muestra en la ilustracion 13.
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llustracion 13: a) Cultivos de hongos frescos para extraccion de ADN. b) Obtencién de
micelio fresco mediante raspa para extraccion de ADN. c) Finalizacion de la extraccion de
ADN, precipitacion del acido (pellet) con isopropanol.

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024

4.4.1. Cuantificaciéon de ADN:

El detalle de la cuantificacion pureza del ADN de los aislados fungicos se detalla en
la tabla 5.
Tabla 5: Cuantificacion y pureza de ADNs extraidos

Caddigo _
Muestras Pureza | Concentracion ng/uL
#1 2.008 174
#2 2.287 322
#3 2.258 167
#4 2.282 127
#5 2.166 158
#6 1.986 283
#7 2.078 215
#8 2.036 67
#9 1.924 113
#10 1.994 105

Fuente: (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias INIAP, 2013)
Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024
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4.5. Identificacion molecular de Trichoderma spp. por secuenciacion.

Tabla 6: Identificacion molecular de Trichoderma spp. por secuenciacion.

Muestr SECUEN SECUEN VAL BLAST
a CIAITS 1 VAL CIAITS 4 OR SECUEN
(PB) OR (PB) Q CIA %
Q (%) (%) CONSEN IDENTID
SO (PB) AD
Trichoderma 100
longibrachiatum
100
Trichoderma
viride 100
Hypocrea sp. 100
Hypocrea 100
pseudokoningii
1 100
Hypocrea
jecorina 99
Hypocrea 100
koningii
Trichoderma
harzianum
537 89,9 500 80,2 445 Trichoderma sp
Trichoderma 99
longibrachiatum
99
Trichoderma
viride 99
Uncultures 99
Hypocrea clone
99
Hypocrea sp.
99
Hypocrea
2 pseudokoningii 99
Hypocrea 99
jecorina
99
580 90 575 84,5 556 99




Hypocrea

orientalus

Hypocrea rufa

strain

Trichoderma
cf.longibrachiatu

m

Hypocrea

cerebriformis

Trichoderma 100
longibrachiatum

100
Trichoderma
viride 100
Uncultured 100
Hypocreaceae
clone 100
Hypocrea sp. 100

3 Hypocrea 100

pseudokoningii

100
Trichoderma sp.

100
Hypocrea

99

pseudokoningii

Hypocrea

jecorina

Hypocrea

orientalis

Trichoderma
504 90,6 529 85,4 436 harzianum
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Trichoderma 99
longibrachiatum
99
Trichoderma
viride strain 98
Uncultured
Hypocreaceae
clone Bo-Arch- o8
F1
98
Hypocrea
sp.SHWO6 9%
98
Hypocrea
koningii strain
4 98
Trichoderma sp.
98
Hypocrea
T
pseudokoningii
strain S 08
Hypocrea sp.
Hypocrea
pseudokoningii
Hypocrea
orientalis
Trichoderma cf.
634 82,4 548 51,5 555 longibrachiatum
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Trichoderma 100
longibrachiatum
100
Trichoderma
viride 100
Uncultured 100
Hypocreaceae
100
Hypocrea sp.
100
Hypocrea
5 koningii 100
Trichoderma sp. 100
Hypocrea 100
pseudokoningii
99
Hypocrea
jecorina
Hypocrea
orientalis
Trichoderma
500 83,8 523 89,3 421 harzianum
Trichoderma 99
longibrachiatum
99
Trichoderma
viride strain 99
Uncultures 99
Hypocreaceae
99
Hypocrea sp.
99
Hypocrea
koningii 99
6 Trichoderma sp. 9
Hypocrea 99
pseudokoningii
99
Hypocrea
jecorina
617 82 554 81,2 524




Hypocrea

orientalis

Hypocrea rufa

Trichoderma 99
longibrachiatum
99
Trichoderma
viride 99
Trichoderma sp. 99
Hypocrea sp. 99
Hypocrea 99
koningii
7 99
Hypocrea
- 99
pseudokoningii
Hypocrea 99
jecorina
99
Hypocrea
orientalis
Hypocrea lixii
713 74,1 556 80 558 Hypocrea rufa




Trichoderma 97
longibrachiatum

97
Hypocrea
orientalis 96
Trichoderma 97
harzianum

97
Hypocrea rufa

97
Trichoderma
viride o7

8 Trichoderma sp 97
Hypocrea sp. o7
Hypocrea lixii %
Hypocrea o7
cerebriformis
Uncultured
fungus clone
LXHO05
Trichoderma
583 87,8 547 82,3 532 pseudokoningii
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Trichoderma 99
longibrachiatum
99
Trichoderma
viride 99
Uncultures
Hypocreaceae
clone Bo-Arch- 29
F1
99
Hypocrea sp.
SHWO06 9
9 99
Hypocrea
koningii
9 99
Trichoderma sp.
99
Hypocrea
yp 99

pseudokoningii

Hypocrea

jecorina

Hypocrea
orientalis

626 82,7 552 83,7 535 Hypocrea rufa
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Trichoderma 99

longibrachiatum
99

Trichoderma
viride 99
Uncultures 99

Hypocreaceae
99

Hypocrea sp.
SHW06 9

10 99

Hypocrea
koningii
99

Trichoderma sp.
99

Hypocrea

pseudokoningii 9

Hypocrea

jecorina

Hypocrea
orientalis

Trichoderma
555 89 548 65,9 504 harzianum

Fuente: (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias INIAP, 2024)
Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024

En general, al utilizar marcadores moleculares, se encontr6 una relacion entre el
agrupamiento de los aislamientos con la procedencia de cada uno de ellos, y se
demostro la variabilidad existente entre los mismos, lo que indica que es una técnica
confiable para la caracterizacion de aislamientos de Trichoderma spp. Estos hallazgos
corroboran los de Latha y Mukherjee (2002), quienes mencionaron que los
marcadores RAPD mostraron una gran variabilidad intra e interespecifica entre las
cepas de Trichoderma examinadas. De igual manera, Goes et al. (2002) sefialaron

gue el uso de RAPD permiti6 la variabilidad entre los aislamientos de Trichoderma.

La ubicacion taxondmica de las cepas en estudio es crucial porque proporciona un
punto de partida que permitira un mejor disefio de experimentos, evaluar su actividad

biolégica en diferentes condiciones de crecimiento, determinar sus mecanismos de
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accion y establecer interacciones con la planta. La identificacion de organismos
potenciales como antagonistas patdgenos e inductores de resistencia en las plantas

sera mas facil con la ayuda de esta informacion combinada.

El analisis molecular de Trichoderma spp. demostro que los rasgos genéticos pueden
usarse para organizar los aislados en grupos o relacionarlos por areas geogréficas
similares. Sin embargo, si la intenciébn es seleccionar a Trichoderma spp. como
inductores de resistencia o como agentes de control biologico, se deben realizar
pruebas bioquimicas y fisioldgicas para determinar si esta diversidad esta relacionada

con mecanismos de accion y luego compararla con los respectivos.

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

Trichoderma ha sido objeto de numerosas investigaciones, desde aislamientos y
multiplicacién en los afios 80 (Zambrano 1981) hasta caracterizaciones moleculares
realizadas por Pavone (2012), quien identifica las especies de Trichoderma utilizando
las mismas secuencias de los espaciadores transcritos internos del DNA ribosomal
(ITS 1y 2) y el factor de elongacion de la traduccion 1la (tefl) con los programas
TrichOKEY, TrichoMARK y TrichoBLAST (www.isth.info) que se utilizaron en esta
investigacion y los resultados fueron certeros; ademas, se debe evaluar la capacidad
biocontroladora en cultivos duales en medios soélidos y liquidos; Jiménez et al. (2008)
realizaron un analisis molecular con marcadores RAPD, caracterizaron 12
aislamientos de Trichoderma agrupando las procedencias del pais por especies; y
Bautista et al. (2008) evaluaron los perfiles enziméticos de Trichoderma en diferentes

aislamientos.

Castro (2014) sugiere que los estudios a nivel de ADN (moleculares) son los mas
reproducibles. Actualmente, se requiere al menos un método molecular para
caracterizar adecuadamente un aislado, y en la fase de registro de un producto

internacionalmente, esta condicion es requerida por paises lideres en biocontrol.

Los estudios moleculares utilizados en esta investigacion son los mas comunes en la

caracterizacion de hongos, en los que se crean cortes de enzimas de restriccion en el
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http://www.isth.info/

ADN, generando fragmentos de diferentes tamafnos. Estos fragmentos se colocan en
sondas especificas marcadas con un cromégeno o un isétopo radiactivo, que pueden
0 no acoplarse a los fragmentos creados por complementariedad de bases

(hibridizacion) y luego se realiza una electroforesis. Castro (2014)

4.6. Analisis e interpretacién de los resultados de la filogenia de las 10 cepas de

Trichoderma sp.

Data Edit Search Algnment Web Sequencer Display Help
O3S EBmE | we|r i «DXBxG+Fapr Q& Q
DNA Sequences  Translated Protein Sequences
SpeclesiAbbey 0 lssssssasissssisssesesasiens
1. Secoencis Consensa Muestra 1 Codigo CCECH Pasaje 1 PraPABBrPEPN? FrLBvasby
2. Trichoderma pseudokoningd strain FSFCCSAZ3 IP7TAPA PEPHN?FFLEVAAPY
3. Trichoderma ongbrachiatum strain SEMAFES2 IP2APA PREPH?FFrLEBVAARY
4. Secuencia Consenso Musstrs 2 IP7APA PEPH?FFLEVAARY
5. Trichoderma pseudokonings strain FSFCCSEZI 2 amall subunt rbcsomal RNA gene(2 IPZAPRPA PEPR?FFLEBVAAPY
&. Trichoderma vinde isclate OLPANTS 1 smal subunt ribosomal RNA gene IPZAPA PREPH?FFLEVAAPY
7. Trichoderma 39 stran 18ASMADZ2 small subtent rbcsomal RNA gene(2) IP2APA PEPH?>FFLEVAAPY
8. Secuenca Consenso Muestra S Cdigo N18 IPZAPA PEPNIFFLEVAAPRY
9. Trichoderma harzianum isolate EOD Afe2 s smal subunk rikosomal RRA gene(2) IPTARA PREPR?FFLEVAAPY
10 Trichoderma psaudokoningt siran FSFCCSEZS 2 amal subunt ribcsomal RNA geceCIRE | P2 AP A PEPHIFFLEVAAPY
11, Trichoderma longibrachiatum strain SEHAFE22 internal transcribod spacer|Rl | P2 APAGOGP TPN?FFLSVAAPRY
12 Secuencia Consenso muestra 3 Cdigo CCECH M11 IP2APA PREPH?FFLEBVAAPRPY
13 Trichoderma harzisnum solste EOD AEe2 5 small sabunt rbosomal RNA gene IPTAPA PTP FLEVAARPV
14, Trichoderma sp isclate y11176 1 nternal ranscrved spacer | IPTAPA PTP FLEBVAAPYV
15. Trichoderma bissettd stirain SZNC20810 nternal ranscribed spacer IRZAPA L FLEBVAARY
18. Trichoderma sp isclate SDAS204029 miernal trasacribed spacer 1 I1P2APA PYP FLEVAARY
17 Trichoderma lonpdrachiatum internal transcribed spacer 1 IP?APA PITP FLEVAAPV
18. Trichoderma pseudokoningl strain FSFCCSEZY 2 small subunk rbcsomal RNA gene IP2APA TP FLEVAAPYV
19 Trichoderms sp mclate yi1070 1 ntermal ranscribed spaces | IP?2APA PP FLEBVAARY
20. Trichoderma 3o isclate yiD145 1 nternal ranscrided spacer 1(2) IPTAPA PTP FLEVAARV
21 Trichoderma bissetts strain SZMC20610 nternal transcribed spacer 1 IP?APA PYP FLEVAAPY
22 Trichoderms sp strain 18ASMAO22 small subent rbosomal RNA gene IPTAPA PT P FLEBVAARPYV
23 Trichoderma 3p stran 13ASMADZ1 small scdunt rbosomal RNA gene IP2APA PTP FLEVAAPY
24 Trichoderma sp strain COCF2842 intemal transcribed spacer t IP?APA PP FLEVAAPYV
25 Trichoderms crientale strain CTCCS) A SDI2589 internal transcribed spacer 1 IP2APA PRP FLEVAAPRPY
26. Trichoderma 3p TA W1101 BC imternal transcrded spacer 1 IP?APA PT P FLEVAAPRPYV
27. Trichoderma crientale strain S157 185 rbosomal RNA gene IP?APA PP FLEVAAPV
28 Trichoderma 3p molate SDAS204029 IP2APA PYP FLEVAARY
29. Trichoderma 5o sclate yiD 145 1 nternal transcrived spacer | IPTAPA PP FLEVAAPYV
30. Secuencia Consenso Moestra & Cdigo CCECH Jut3 IP?APA PP FLEVAAPY
31. Secuencia Consenso Muestra 9 Cdigo CCECH THSL VP 2APA PP FLEVAAPRYV
32 Secuenca Consenso Muestrs 4 Cdigo CCECH Tung IP7TAPA PT P FLEVAAPY
honngt stran FSFCCSEZI2 smal subunk rdosomal RNA gene I1PZAPA FPYP FLEVAAPYV

llustracion 14: Cuadro de secuencias alineadas, convertidas a proteinas

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024
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4.6.1. Arbol filogenético de las 10 cepas aisladas de Trichoderma spp.

Trichoderma longibrachiatum internal transcribed spacer 1

Trichoderma sp isolate yi1070 1 internal transcribed spacer 1

Trichoderma sp strain 18ASMA021 small subunit ribosomal RNA gene
Trichoderma orientale strain S187 18S ribosomal RNA gene

Trichoderma bissettii strain SZMC20810 internal transcnbed spacer 1
Trichoderma orientale strain CTCCSJ A SD32599 internal transcribed spacer 1
Trichoderma bissettii strain SZMC20810 internal transcribed spacer
Trichoderma longibrachiatum strain SEHAFE22 internal transcribed spacer 1
Trichoderma harzianum isolate EOD AEe2 s small subunit ribosomal RNA gene
Trichoderma bseudokomngu strain ES_FC(_SSQB 2 small éubunnurnbosomél_FiNA gené(a)(2)
Secuencia Consenso muestra 3 Cdigo CCECH M11

Trichoderma sp isolate yi1176 1 intemal transcribed spacer 1

Trichoderma sp isolate SDAS204029 internal transcribed spacer 1

Trichoderma sp strain 18ASMA022 small subunit nbosomal RNA gene

Trichoderma sp strain CDCF2842 internal transcribed spacer 1

Trichoderma sp isolate SDAS204029

Trichoderma sp isolate yi0145 1 internal transcribed spacer 1(2)

Trichoderma sp isolate yi0145 1 internal transcribed spacer 1

87%

Trichoderma pseudokoningii strain FSFCC58Z3 2 small subunit ribosomal RNA gene
Secuencia Consenso Muestra 8 Cdigo CCECH T5

Trichoderma sp TA W1101 BC internal transcribed spacer 1

Secuencia Consenso Muestra 6 Cdigo CCECH Ju13

Secuencia Consenso Muestra 4 Cdigo CCECH Tung

Trichoderma pseudokoningii strain FSFCC58Z32 small subunit ibosomal RNA gene
Secuencia Consenso Muestra 10 Cdigo CCECH Ca36 3

Secuencia Consenso muestra 7 Codigo CCECH Ju27

Trichoderma sp BAB 3735 18S ribosomal RNA gene

Secuencia Consenso Muestra 9 Cdigo CCECH THSL

Trichoderma harzianum isolate EOD AEe2(2)
100°4|" Trichoderma sp isolate GM 6
Trichoderma harzianum isolate EOD AEe2

—

91%

1.00

llustracién 15: Arbol filogenético Trichoderma spp. en comparacién con otras cepas

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024

En el soporte de bootstrap la rama del 91% se puede observar la presencia de las
cepas de Trichoderma correspondientes a los cddigos CCECH-Tung, CCECH-Jul3,
CCECH-Ju27, CCECH-T5, CCECH-THSL y CCECH-THSL, nos muestra una elevada
relacion filogenética entre estas especies, indicando que son genéticamente cercanas

y que pueden compartir caracteristicas genotipicas y fenotipicas similares.
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El soporte de bootstrap en la rama del 87% indica una alta probabilidad de la muestra
3 correspondiente al codigo CCECH-M11 con la especie de Trichoderma sp isolate,
sin embargo, en comparacion con las cepas de anteriores hay una ligera disminucion
de confianza.

En la rama del 100% esta presente la especie de Trichoderma sp. isolate GM6 y
Trichoderma harzianum, esto nos muestra una certeza absoluta de relacion
filogenética entre las dos cepas, el alto nivel de confianza se debe a la conservacion
de secuencias que definen estas especies.

Este andlisis filogenético nos proporciona una base fundamentada para seleccionar
las cepas de Trichoderma con alto potencial de inhibir el crecimiento de Mycospharella
fijensis, por lo cual las cepas agrupadas en las ramas del 91 y 100% de bootstrap es
posible que compartan mecanismos biolégicos efectivos para inhibir el crecimiento
organismo patégeno. Especialmente las especies de Trichoderma harzianum vy
Trichoderma isolate sp. GM6 se destacan por la alta relaciéon filogenética, por ello
estas sepas serian las mejores especies para la inhibicion del crecimiento del
patdgeno, sim embargo las especies del presente estudio serian las cepas de
Trichoderma Coddigo CCECH-Tung, CCECH-Jul3, CCECH-Ju27, CCECH-TS5,
CCECH-THSL y CCECH-Ca36-3.

Este analisis filogenético nos ha permitido obtener una herramienta de gran valor para
identificar las cepas con alto potencial biocontrolador, es te caso los valores de
bootstrap 87%, 91% y 100% nos muestra un alto nivel de confianza en la relacién
filogenética de las especies de Trichoderma agrupadas, siendo esto una base futura

para deducciones sobre la relacion de trichoderma y su accion biocontroladora.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



4.6.2. Arbol filogenético para las cepas aisladas de Trichoderma sp.

Secuencia Consenso Muestra 4
100%

100% |' Secuencia Consenso Muestra 8
100% - Secuencia Consenso Muestra

100% '
°l Secuencia Consenso muestra 7

Secuencia Consenso Muestra 6
100%

— Secuencia Consenso Muestra 1

100% || Secuencia Consenso Muestra 9

100% _
Secuencia Consenso Muestra 10

Secuencia Consenso Muestra 2

100%

Secuencia Consenso muestra 3

10.00

llustracion 16: Arbol filogenético de las 10 cepas aisladas de Trichoderma spp.

Elaborado por: Calero, L. & Flores, V. 2024

El arbol filogenético realizado con las 10 cepas de Trichoderma sp, mediante la opcion
Likelihood, un algoritmo de alta verosimilitud y con un bootstrap de 1000 réplicas,
siendo este un indicativo de que todas las cepas tienen un alto nivel de confianza en
las diferentes agrupaciones, sin embargo, hay diferencias minimas entre las mismas.

El valor de bootstrap es del 100% para todas las especies de Trichoderma, por ende,
las secuencias génicas de todas estan muy conservadas, las diferencias existentes
gue se observan en el arbol puede ser el resultado de diferencia en regiones o

mutaciones puntuales en el genoma.

La elevada conservacion genética de las cepas aisladas comparte caracteristicas
fenotipicas, mecanismos bioldgicos que son factores que pueden influir en la

capacidad de inhibir el crecimiento de Mycosphaerela fijiensis.
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Las pequefias diferencias de escala en el arbol también pueden deberse a factores
especificos de la funcién biolégica de cada especie aislada, afectando también su

eficacia como biocontrolador de patégenos.

En resumen, las cepas de Trichoderma revelan una elevada conservacion genética al
tener un valor de bootstrap del 100% en todas las ramas, las minimas diferencias
genéticas pueden deberse a variaciones la funcionalidad de cada especie o la

capacidad de biocontrolador contra el hongo Mycosphaerella fijiensis.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

e De las 10 cepas aisladas de Trichoderma se identific6 a nivel molecular de las
cuales el 30% pertenecen a T. harzianum, el 30% a T. pseudokoningii, el 20% a

T. viride, el 10% a T. koningii y el 10% a T. longibranchiatum.

e Se analizo el ritmo de crecimiento radial de las cepas antagonicas de Trichoderma
spp. contra la cepa patdogena Mycosphaerella fijiensis, demostrando que la cepa

CCECH-THSL de T. pseudokoningii muestra la mayor velocidad de crecimiento.

e EIl andlisis estadistico realizado después de hacer multiples comparaciones y en
base al test de Kruskal se observé una diferencia significativa en las cepas
Trichoderma pseudokoningii A y Trichoderma harzianum C, mostrando una
interaccion especifica que puede influenciar en poseer un mayor potencial como

biofungicida.

e Aunque se observaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de M. fijiensis, Unicamente los tratamientos T3 P y T6 P
mostraron un comportamiento distinto entre si, lo que podria estar relacionado con

las caracteristicas especificas de estos tratamientos.
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5.2. Recomendaciones

e Evaluar el uso de los hongos Trichoderma spp., en particular Trichoderma
harzianum, en el biocontrol fitopatoldgico de otras especies vegetales, ya que es

el hongo mas antagonico en pruebas de laboratorio.

¢ Realizar ensayos in vivo para evaluar la capacidad de inhibicién de crecimiento de
las cepas que se destaco en el arbol filogenético, ademas de investigar los genes
especificos que pueden estar relacionados a la actividad antagonista de

Trichoderma.

e Aprovechar al maximo los microorganismos beneficiosos de nuestro pais y sus
diversos mecanismos de accién dentro de la agricultura. Esto servird como base
para la implementacion de tecnologias en la produccion de bioformulados a base
de Trichoderma, manteniendo el cuidado del ambiente y la salud humana,

alcanzando la tan anhelada agricultura sustentable.

e Se recomienda llevar a cabo ensayos de campo con cepas de Trichoderma spp.
con los porcentajes mas altos de inhibicibn para confirmar su eficacia en

condiciones naturales y evaluar su impacto a largo plazo en el control de la

sigatoka negra.
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