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RESUMEN

Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), es un patégeno que afecta el area foliar
de las plantas de banano, afectando la capacidad fotosintética asi mismo los
rendimiento y calidad de la fruta se merman. La presente investigacion se la realizo
en la ciudad de Guayaquil, en condiciones controladas y semicontroladas. El
objetivo de la investigacion fue analizar microorganismos antagonistas Trichoderma
spp Yy Bacillus spp para el control de sigatoka negra en el cultivo de banano (Musa
acuminata x M. balbisiana). En pruebas dual in vitro se evalud el porcentaje de
Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR) y en condiciones semicontroladas la
eficacia de los microorganismos antagonista sobre el indice de infeccién y
severidad de sigatoka negra. Bacillus spp mostré un PICR de 33.75% sobre
Mycosphaerella fijiensis, y Trichoderma spp., presenté un 11,67% de inhibicion
contra el patdgeno. En cuanto a la severidad, los tratamientos evaluados en plantas
de banano indican severidad baja con valores que oscilaron entre. Bacillus spp
registré 8.33% menos severidad que el testigo absoluto con 22.57%, En cuanto al
Promedio ponderado de infeccion (PPI), los valores muestran que hay muy baja
incidencia de la infeccidén, no hay diferencias estadisticas entre tratamientos. Se
concluye que el uso de un consorcio microbiano de Trichoderma spp junto a
Bacillus spp., realizan una sinergia positiva en la planta de banano con
caracteristicas de biocontrol de enfermedades.

Palabras claves: Banano, Microorganismos antagonistas, sigatoka negra.
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SUMMARY

Black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis) is a pathogen that affects the leaf area of
banana plants, affecting the photosynthetic capacity and the yield and quality of the
fruit are reduced. The present investigation was carried out in the city of Guayaquil,
under controlled and semi-controlled conditions. The objective was to analyze
antagonistic microorganisms for the control of black Sigatoka (Mycosphaerella
fijiensis M. Morelet) in banana crops (Musa acuminata x M. balbisiana). In dual in
vitro tests, a Completely Randomized Design (DCA) was used and in semi-
controlled conditions, a Latin Square Design with two replicates (LCD). The
effectiveness of the application of Trichoderma spp and Bacillus spp on the infection
rate and severity of black Sigatoka was evaluated in vitro and in semi-controlled
conditions. Bacillus spp showed a PICR of 33.75% on Mycosphaerella fijiensis, and
Trichoderma spp., presented 11.67% inhibition against the pathogen. Regarding
severity, the treatments evaluated on banana plants indicate low severity with
values that ranged between 14.24 to 22.57%. Bacillus spp registered 8.33% less
severity than the absolute control. Regarding the Weighted Average Infection (PPI),
the values show that there is a very low incidence of infection, there are no statistical
differences between treatments. It is concluded that the use of a microbial
consortium of Trichoderma spp together with Bacillus spp., creates a positive
synergy in the banana plant with disease biocontrol characteristics.

Keywords: Banana, Antagonistic microorganisms, black Sigatoka.
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INTRODUCCION

El banano es considerado una fuente de ingreso, bienestar economico,
seguridad alimentaria y nutricional en zonas rurales de paises en desarrollo,
llegando a alcanzar producciones de 135 millones de toneladas en el 2028,
encontrandose entre las frutas tropicales mas cultivadas, alcanzando el 53% del

total de la produccion mundial de frutas para el afio antes mencionado (FAO 2020).

El cultivo de banano en el Ecuador representa el 17,4% al VAB
Agropecuario, generando divisas que alcanzan USD 3,272 millones. Europa
es el principal consumidor de esta fruta con 28.1%, seguido por Rusia y
Estados Unidos con 20.8% y 11.5% respectivamente; representando 18.1 de
las exportaciones no petroleras. Las principales provincias productoras de
banano son: Los Rios, Guayas y El Oro, con una superficie sembrada a nivel
nacional de 164.085 ha. (SIPA 2023a).

Sigatoka negra en una enfermedad que afecta el area foliar causando dafios
a las hojas, la capacidad fotosintética se ve afectada y como consecuencia
disminuye el rendimiento, merma la calidad de la fruta e incluso el cultivo se ve
afectado si no se toman los correctivos necesarios. Este hongo se reproduce de
forma asexual y sexual, su sintoma empieza con unos puntos pardos que se
convierten en estrias amarillas la cual es beneficiada por las lluvias donde hay mas
presion de la enfermedad. En la fase sexual las ascoporas son las encargadas de
que la enfermedad se disemine en grandes extensiones por las lluvias y el viento

principalmente (FAO s. f.).

Trichoderma harzianum es uno de los microorganismos mas usado por su
amplio rango de antagonismo contra patégenos de las plantas (hongos y
nematodos) y por su novedoso interaccién con la planta.(Singh, Singh, y Prabha
2016). Se ha encontrado que Trichoderma harzianum tiene potencial para controlar
hongos patdégenos de la hoja cuando se aplican con una fuente de alimento y

coadyuvante organico (Samuelian 2016).



Caracterizaciéon del tema

La aplicacion de pesticidas en plantaciones de banano es alta y en época
lluviosa los ciclos de fungicidas se acortan por las condiciones ambientales,
humedad relativa arriba de 90% por tiempo prolongado son favorable para el
desarrollo del hongo Mycospharella fijiensis. Esta carga quimica afecta la
microbiota del suelo, la biodiversidad del ecosistema contamina las fuentes de
agua, la vida acuatica, la salud de trabajadores, y riesgo de residuos en fruta. El
uso de Trichoderma spp., sera una alternativa para que los agricultores bananeros
usen microorganismos antagoénicos para el control de enfermedades de la hoja y

bajen la carga quimica a la que esta sometida el cultivo de banano.
Planteamiento de la situacion problematica

El uso excesivo de pesticidas para el control de enfermedades ha hecho que
muchos de estos pierdan eficacia en el control de sigatoka negra; elevando los
costos de produccién y colocando en una posicién de riesgo quimico tanto al medio
ambiente, salud de los trabajadores y consumidores de esta fruta. El sector
bananero busca bajar costos, elevar la productividad, mejorar la calidad de la fruta

y obtener precios competitivos acorde al mercado internacional.
Justificacion e importancia del estudio

Los microorganismos benéficos son una alternativa agroecolégica que tiene
el sector agricola, numerosas investigaciones avalan la eficacia al controlar
insectos, bacterias y hongos patdgenos. En este contexto los microrganismos
tienen diversos mecanismos de accion al controlar plagas y enfermedades; por

competencia, espacio, alimento, antibiosis, induccion de resistencia y otras.

Con los antecedentes expuestos se busca controlar Sigatoka negra en
plantaciones bananeras del pais con una alternativa agroecoldgica sostenible y
sustentable, buscando siempre mejorar la calidad de vida de las personas
involucradas en este sector productivo de mucha importancia en la economia del

pais por ser fuentes de trabajo y de divisas.
Delimitacion del problema

La presente investigacion se llevé a cabo en condiciones controladas en la

provincia del Guayas con la siguiente ubicacion geografica UTM: 17M X:



621435.76092408 Y: 9756142.6466462. Con una duracién de 6 meses, y se
beneficiar los agricultores de la provincia del Guayas, productores bananeros en

general.
Formulacién del problema

¢ La aplicacion de microorganismos entomopatégenos Trichoderma spp y
Bacillus spp controlara Sigatoka negra Michospharella fijiensis en el cultivo de

banano?
Objetivos
Objetivo General

Analizar microorganismos antagonistas para el control de sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis M. Morelet) en el cultivo de banano (Musa acuminata x M.

balbisiana).
Objetivos especificos

Evaluar el efecto antagonico in vitro de sigatoka negra frente a Trichoderma

spp., y Bacillus spp., en condiciones semi controladas.

Estimar la severidad de la aplicacién de Trichoderma spp., y Bacillus spp.,

sobre sigatoka negra en condiciones de semicontroladas.

Determinar el desarrollo vegetativo a la aplicacion de microorganismos en

los diversos tratamientos de estudio.
Hipotesis o idea para defender

La aplicacion de microorganismos antagonistas Trichoderma spp., y Bacillus
spp., reducira la severidad de M. fijiensis en las plantulas de banano.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Estado del arte

El cultivo de banano en el Ecuador representa el 17,4% al Valor Agregado
Bruto (VAB) Agropecuario, generando divisas que alcanzan USD 3,272 millones.
Europa es el principal consumidor de esta fruta con 28.1%, seguido por Rusia y
Estados Unidos con 20.8% y 11.5% respectivamente; representando 18.1 de las
exportaciones no petroleras. Las principales provincias productoras de banano son:
Los Rios, Guayas y El Oro, con una superficie sembrada a nivel nacional de
164.085 Ha (SIPA 2023a)

Para entender las interacciones que tiene el Trichoderma spp,, con las raices
se realizaron estudios con T. virens y las raices de platano. Concluyendo que tienen
interaccion y esta desencadena una producciéon de un secretoma especifico del
hongo aumentando la inmunidad de la planta frente a patdégenos invasivos,
mediante técnicas de andlisis protedmico identificaron que 27 proteinas estaban
reguladas positivamente cuando entran en contacto con las raices de banano,
mejorando la resistencia natural de la planta frente a hongos patdégenos
(Muthukathan et al. 2020).

Se ha demostrado que T. harzianum es un agente de control ampliamente
estudiado con un gran potencial para su uso en agricultura sostenible, promueve el
crecimiento de las plantas y mejora la tolerancia al estrés abidtico de los cultivos
(Cortes etal. 2023; Hernandez-Melchor etal. 2019). Es considerado un
componente predominante de varios microbiomas del ecosistema del suelo, con

capacidad de colonizar las raices de las planta (Tyskiewicz et al. 2022).

Investigaciones realizadas con T. virens y T. harzianum para evaluar el
efecto bioestimulante de estos hongos endofitos, determinaron que tiene potencial
para mejorar la productividad, calidad nutricional y resistencia a patdgenos de las
plantas y estrés ambiental en condiciones 6ptimas y suboOptimas de niveles de
nitrogeno(N) en dos hortalizas de hojas: lechuga. Iceberg lechuga (Lactuca sativa
L.) y rucula lechuga (Eruca sativa Mill.). ElI rendimiento, caracteristicas

nutricionales, absorcion de nitrogeno(N) y la composicion mineral se analizaron
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para cada cultivo de hortaliza, después de la inoculacion de Trichoderma spp., las
cuales aumentaron significativamente el rendimiento, aumentd la eficiencia del
nitrdgeno incluso cuando se sembro con niveles bajo de nitrégeno (Fiorentino et al.
2018).

Segun (Moreira, Cairo, Borges, L. D. D. Silva, et al. 2021), concluy6 que
combinaciones especificas de suelo, sustrato organico e inoculaciones de Bacillus
spp, junto a T. asperellum, optimiza el crecimiento y el contenido de nutrientes como

nitrégeno, fésforo y potasio, en plantulas de platano.

T. viride, inhibié las esporas de Plasmodiophora brassicae. en el cultivo de
pak choi, proporcionando un potencial prometedor para suprimir la enfermedad de
raiz en este cultivo, redujo la agalla de la enfermedad y mejor6 la biomasa en

plantas infectadas con P brassicae. (Arif et al. 2023).

El uso de microorganismos como el Trichoderma spp y bacterias como
Bacillus spp., tiene un efecto positivo en los cultivos, su combinacién posee un
potencial como promotor de crecimiento y agente biocontrolador, sin embargo esta
sinergia necesita mas investigacion para determinar los mecanismos especificos
de biocontrol convirtiéndose en una alternativa prometedora , para el manejo de los
cultivos y el control de plagas y enfermedades en la agricultura moderna (Poveda
y Eugui 2022a)

Estudios realizados por (Azeem etal. 2022), usando B. subtilis y B.
amyloliquefaciens identificados por secuencia genética, revel6 que estas bacterias
tienen capacidad de sobrevivir en melaza por alrededor de tres meses. Tienen
accion fungicida de amplio espectro, y accion promotora de crecimiento de las

plantas en diferentes cultivos, incluido maiz, trigo y patata.

El género Bacillus es un grupo de bacterias que ha sido utilizado para el
control de enfermedades y plagas en las plantas incluyendo B. subtilis, B. cereus y
B. thuringiensis. La habilidad que tienen estas bacterias para producir enzimas y
metabolitos secundarios es una buena opcion para el control de patégeno en
cultivos como tomate, maiz, arroz, papa, trigo entre otros(Villarreal-Delgado et al.
2018) (Blake, Christensen, y Kovacs 2020).



La sigatoka negra causada por M. fijensis es la enfermedad mas grave en el
mundo, en Brasil investigaron 29 aislados de Trichoderma spp., para el control de
esta enfermedad y cuatro aislados fueron capaces de reducir la gravedad de la
enfermedad y solo T. atroviride fue eficaz como el fungicida azoxistrobin (Cavero
et al. 2015).

1.2 Bases cientificas y tedricas de la temética
1.2.1 Generalidades del cultivo de banano

El banano es originario del sudeste de Asia y constituia un alimento
comestible muy importante en esa region, los datos mas antiguos que se conocen
del platano datan de los afios (600-500 AC) en la India, pero el cultivo existia en el
pais desde muchos milenios, (Reynold, 1951, como se citd en (Alcivar 2015).
Segun la base de datos mundial de la fiscalia europea (Codigo EPPO)

Cdédigo EPPO: MUBPA
Nombre preferido: Musa x paradisiaca

Autoridad: Linnaeus

Tabla N° 1. Otros nombres cientificos del banano
Nombre Autoridad

Musa acuminata x M. balbisiana

Musa paradisiaca Linnaeus

Musa sapientum Linnaeus
Nota. Tomado de (Anén 2023).

1.2.3 Taxonomia

Reino Plantae (1PLAX)

Filo Magnoliophyta (1POP)

Clase  Angiopermas (LANGC)

Categoria Commelinidos (1COMD)

Orden  Zingiberales (1ZINO)

Género Musa (IMUSF)

Especie Musa paradisiaca (MUBPA) (Anon 2023).

1.2.4 Importancia del cultivo de banano

El banano se cultiva en todas las regiones tropicales, es muy importante para
la economia de los paises en desarrollo, es el cuarto cultivo mas importante del

mundo en términos alimentario, después del arroz, trigo y maiz. El banano es un



alimento basico ya que contribuyen en gran medida a la seguridad alimentaria de
millones de personas en el mundo, dando trabajo e ingresos econdmicos en la
poblacion rural en paises que se dedican a sembrar y exportar esta fruta (Pedro

Arias et al. s. f.).

El banano ecuatoriano representa el primer pais exportador con 29% de la
produccion mundial junto a Costa Rica 9%, Filipinas 9% y Guatemala con el 8%.
Con una superficie sembrada de 167.544 Ha, repartidas en las provincias del
Guayas, Los Rios, El Oro, Cotopaxi, Cafiar, Loja y otros. Con un rendimiento de
36.28 T/ha. Contribuy6 con el 17.4% el valor agregado bruto (BAV) agropecuario,
participando con el 14.4% en las exportaciones no petroleras en el afio 2022 (SIPA
2023b).

1.2.5 Enfermedad del banano Sigatoka negra

La sigatoka negra en su ciclo de vida tiene dos estados uno telemorfo o
sexual y otro anamorfo o asexual. M fijiensis es telemorfo y Pseudocercospora
fijiensis (Morelet) Deigton es el anamorfo (Mulder & Estover. 1976; Marin et al.
2003: citado por (Orozco-Santos etal. 2008). De hecho M. fijiensis produce
ascosporas en el interior de pseudotecios sobre lesiones maduras y representa la
principal fuente de inoculo de la enfermedad en cambio P. fijiensis forma conidios
en lesiones jovenes” (Estover, 1980; Marin et al., 2003; citado por (Orozco-Santos
et al. 2008).

Segun la base de datos mundial de la fiscalia europea (Cédigo EPPO)

Cé6digo EPPO: MYCOFI
Nombre preferido: Pseudocercospora fijiensis

Autoridad: (Morelet) Deighton

Tabla N° 2. Otros nombres cientificos de Sigatoka negra

Nombre Autoridad
Cercospora fijiensis Maslet
Mycosphaerella fijiensis Maslet
Mycosphaerella fijiensis var. difformis Mulder & Stover
Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton



Paracercospora fijiensis var, difformis (Mulder & Stover) Deighton

Nota. Tomado de (Anon s. f.)

1.2.6 Taxonomia
Reino  Hongos (1IFUNGK)
Filo Ascomicota (1ASCOP)
Subfilo Pezizomycotina (1IPEZYQ)
Clase  Dothideomycetes (1DOTHC)
Subclase Dothideomycetidae (1IDTHDL)
Orden  Mycosphaerellaceae (1IMYCOF)

Género Pseudocerospora (1IPSCSG)
Especie Pseudocercospora fijiensis (MYCOFI) (Anon s. f.)

El cambio climatico tiene la capacidad de interactuar entre plagas,
enfermedades y huéspedes humanos, animales y vegetales, algunas
investigaciones han proyectado cambio en la distribucion de enfermedades como
la de sigatoka negra en bananeras de América Latina y el Caribe, encontrando que
el riesgo de infeccién a aumentado en una mediana del 44.2%, desde la década de
1960, esto se debe al aumento de la temperatura y humedad, condiciones

favorables para que se desarrolle la enfermedad (Bebber 2019).
1.2.7 Los fungicidas para el control de enfermedades en el cultivo de banano

Investigacion realizada en Machala-Ecuador por Guerrero (2018)
determind que la frecuencia de aplicacion, dosificacién correcta y rotacion de
fungicidas por familia quimica es de importancia para el control de sigatoka negra,
ademas hacen énfasis en que las fincas que usaron proporcién 50/50 de fungicidas
sistémico y protectante presentaron mayor nimero de hojas funcionales y una
menor carga quimica en la fruta, cabe resaltar que en las fincas evaluadas se

realizaron 41 y 54 ciclos al afio.
1.2.8. Préacticas culturales en el manejo de Sigatoka negra

Las practicas culturales realizadas en el cultivo de banano es fundamental
para el manejo de la enfermedad, de hecho luego de la aplicacion de fungicidas o
productos de caracter biologico es necesario realizar el deshoje (Vargas et al.
2009), cirugia y poda temprana. Labores que son importantes para mantener bajo
el inoculo; asi como fertilizacion balanceada, descomposicién de desechos,

drenaje del cultivo, riego, control de plagas y otras labores que contribuyan a



mantener plantas vigorosas (Etebu y Young-Harry 2011; Orozco-Santos et al.
2008; Vazquez-Euan et al. 2019).

1.2.9 Microorganismos antagonicos de patdégenos

T. viride se considera uno de los agentes mas prometedor y efectivos para
controlar una amplia lista de enfermedades de las plantas, asi como fomentar el
crecimiento de estas. Demostrando tener amplia actividad anti microbiana,
ejerciendo una actividad inhibitoria de crecimiento micelial de Fusarium solani,

Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii (Awad et al. 2018; Ferreiray Musumeci 2021).

Estudios realizados por Samuelian (2016), sobre antagonismo de T.
harzianum y T. virens, contra patdogeno de Mycospharella musicola, tiene un
potencial prometedor para combatir los patégenos presentes en las hojas de
banano, combinando con una fuente de alimento y un adyuvante organico, que
aumento la eficacia (Manoharachary, Singh, y Varma 2020). Sugiere la posibilidad
de usar esta estrategia como alternativa sostenible y sustentable, con el medio

ambiente en el manejo de enfermedades de banano.

T. harzianun 1 X 10° en aplicaciones de 5 litros/ha, cada 15 dias, controlé
sigatoka negra, no hubo significancia estadistica con el control quimico,
produciendo un efecto bioestimulante ya que la media en crecimiento foliar tuvo un

aumento en relacion con el tratamiento absoluto (Castro et al. 2015).

Aplicaciones de B. subtilis EA CB0015 y sus metabolitos tuvieron éxitos al
controlar Sigatoka negra en invernadero y campo, siendo tan efectivo como los

fungicidas cloratolonil y mancozeb (Gutierrez-Monsalve et al. 2015).

Investigaciones realizadas con Trichoderma spp y Bacillus spp, ajustada a
una concentracién de 1 x 107 UFC/ml, sugiere que es posible sustituir 25% de
fungicidas convencional en programas de control de sigatoka negra en el cultivo de

banano en época seca y lluviosa (Becker, Esker, y Umafia 2021).

B. subtilis es una bacteria notablemente diversa que muestra muchas
funciones ecoldgicas. Dada su diversidad gendmica, la cepa B. subtilis EA-CB0575,
aislada de la rizosfera de una planta de banano, fue secuenciada y ensamblada
para determinar el potencial genémico asociado con su potencial de promocién del

crecimiento vegetal. Los genes implicados en la produccién de indoles, sideréforos,
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lipopéptidos, compuestos volatiles, fitasa, bacilibaptina y nitrogenasa se predijeron
mediante anotacion génica o mediante prediccion de la via metabdlica por RAST.
Estos rasgos potenciales se determinaron mediante pruebas bioquimicas in vitro,
encontrando que B. subtilis EA-CB0575 produce dos familias de lipopéptidos
(surfactina y fengicina), solubiliza fosfato, fija nitrdgeno y produce compuestos de
indol y sideroforos; (Blake et al. 2020; Wang et al. 2018).

Evaluaciones realizadas para entender el mecanismo de proteccion a las
plantas de banano (Musa AAA cv. Willians) de un producto a base de Bacillus
tequilensis EA-CB0015 contra la severidad de P. fijiensis, confirma que los
lipopétidos reducen significativamente la gravedad de la enfermedad, colonizando
las células bacterianas en la superficie foliar de las plantas de banano inoculadas
con P. fijiensis, implicando una interaccion directa a través de la antibiosis y una
interaccion indirecta compitiendo por nutrientes y espacio (Cuellar-Gaviria,

Gonzalez-Jaramillo, y Villegas-Escobar 2021)

La introduccion de microflora bacteriana benéfica en la rizosfera o mas
conocida como “ingenieria de la rizosfera” es un componente importante para
remodelar la microflora del suelo ya que este protegera a la planta huésped contra
infecciones de patégenos. Trichoderma spp., se ha usado ampliamente para
controlar enfermedades del maiz sin embargo el mecanismo de resistencia
sistémica inducido contra enfermedades del maiz aun se desconoce(Sharma y
Sharma 2020). T. harzianum el beneficio para las plantas incluye inmunidad innata
mejorada, aumenta los niveles de acido salicilico, acido jasmoénico, y fitoalexina en
las planta, confiere proteccién contra una gama de patdgenos foliares (Contreras-
Cornejo et al. 2014). Asi mismo tienen un papel importante en la tolerancia al estrés
bidtico y abibtico, el crecimiento hifal y la promocién del crecimiento de las plantas
(Singh et al. 2014).

1.2.10 Protocolo para la inoculacién artificial de plantas de Musa spp con

Mycosphaerella fijiensis.
Preparacion del material vegetal:

Se sugiere usar material vegetativo de musa spp., de cultivo in vitro, por la
homogeneidad del material vegetativo, a climatizar las plantas por 30 dias,

mantener y cambiar de bandejas minimo 20 cm de altura y que tenga al menos 3
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hojas activas, colocar las plantas en un area de inoculacion una semana antes de

inocular. Realizar previo a la inoculacion una poda de saneamiento, para eliminar

cualquier dafio mecanico o porciones de la hoja que tenga dafos por plagas o

patdgenos y que enmascare los resultados del experimento. El cuarto del

experimento debe estar iluminado y la distancia entre plantas debe estar acorde

con su habito de crecimiento, también el cuarto de inoculacion debe de estar limpio

(Michel et al. 2010).

Preparacion del inoculo: Tomar un fragmento de micelio aislado,
previamente seleccionado, incubar en medio de cultivo por 14 dias. Inocular
Erlenmeyers (250 ml de capacidad) que contienen 100 ml del medio de
cultivo PDB con 5 ml de una suspension micelial con una concentracion en
orden de 10° fragmentos de micelio ml -1). Incubar los Erlenmeyers
inoculados en un agitador orbital (Gerhardt) a26°C y 120 rpm durante 14
dias. Eliminar el medio de cultivo por decantacion y colectar el micelio.
Tomar 1 g de micelio y homogeneizarlo en un tubo de ensayo (FALCON®
de50 ml de capacidad) con 30 ml de agua desionizada estéril en un
homogeneizador (Ultra-turrax T25) durante 1 minuto (Figura 1). Filtrar el
homogeneizado micelial a través de un tamiz (40 um). Determinar la
concentracion de fragmentos de micelio ml -1 mediante Conteo en cadmara
de Neubauer en un microscopio optico (aumento 100x). Ajustar con agua
destilada estéril la concentracion de fragmentos de micelio a un valor
aproximado de 105 fragmentos de micelio ml -1. Afadir gelatina para una
concentracion final del 1% (m/v) (Michel et al., 2010, pp 4-5).

inoculacion y evaluacion: Aplicar el homogeneizado micelial con un
pincel sobre el envés de las tres hojas mas jovenes totalmente extendidas.
Dejar secar las hojas inoculadas durante dos horas y luego mantenerla
humedad relativa entre el 90-100% (mediante aspersion o nebulizacion)
durante los tres primeros dias y después se mantendra por encimad el 70%.
Incluir como controles: plantas inoculadas con agua desionizada estéril
(controles de inoculacion), plantas inoculadas con gelatina al 1% (control de
posible fitotoxicidad del adherente foliar), asi como plantas sin inocular
(controles absolutos). Revisar diariamente las plantas hasta que aparezcan
macroscopicamente los primeros sintomas por el envés(aproximadamente a
partir de los 10-14 dias) (Michel et al., 2010, pp 5-6).

Escala de evolucién de los sintomas de Sigatoka negra. Anexo N° 1

Estadio 1: Inicia los sintomas en el envés de la hoja es visible una pequeiia

mancha blancuzca o amarilla de 0,25 mm de diametro.
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Estadio 2: Las pizcas se agrandan y son visible tanto en el envés como en el haz,
estas son de color café de un tamafio de 1 mm de ancho y 2 mm de largo,

paralelas a las venas de las hojas.

Estadio 3: Las estrias o rayas son mas grandes, alcanzando una longitud de 2 a
3 cmyde 2 mm de ancho

Estadio 4: Una mancha oval en el haz de la hoja, apreciada a simple vista.

Estadio 5: Una mancha eliptica que se vuelve totalmente negra visible en el haz y
en el envés de la hoja. Esta mancha tiene un halo amarillo que la rodea y el

centro comienza a deprimirse.

Estadio 6: El centro de la mancha se seca, adquiere un color blanco grisaceo lo
rodea un anillo bien definido de color negro, rodeado a su vez por un halo de color

amarillo brillante (Cedefio et al. 2017).

Escala evolutiva para la evaluacion del desarrollo de los sintomas en hojas de
Musa spp. Inoculadas con Mycosphaerella fijiensis, segun (Alvarado-Capd et al,
2003 citado por Michel et al., 2010). (ANEXO N° 2)

1.3 Marco legal
Fundamentacion Legal

Esta investigacion esta enmarcada en las Leyes y politicas que rigen el
Ecuador.

Constitucion de la Republica del Ecuador

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano
y ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak
kawsay.

Se declara de interés publico la preservacion del ambiente, la conservacién
de los ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais,
la prevencion del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales
degradados (Asamblea Constituyente del Ecuador, 2008).

Art. 281.- La soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una
obligacion del Estado para garantizar que las personas, comunidades, pueblos y
nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente
apropiados de forma permanente.

El articulo 281 presenta 14 numerales que debe cumplir el estado de los
cuales se mencionan los relacionados en la presente investigacion:
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3. Fortalecer la diversificacion y la introduccién de tecnologias ecologicas y
organicas en la produccion agropecuaria.

8. Asegurar el desarrollo de la investigacion cientifica y la innovacion
tecnologica apropiadas para garantizar la soberania alimentaria.

9. Regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo de biotecnologia,
asi como su experimentacion, uso y comercializacion (Asamblea Constituyente del
Ecuador, 2008).

Ley Orgéanica del Régimen de la Soberania Alimentaria

Art. 7.- Proteccion de la agrobiodiversidad. - El Estado asi como las personas
y las colectividades protegeran, conservaran los ecosistemas y promoveran la
recuperacion, uso, conservacion y desarrollo de la agrobiodiversidad y de los
saberes ancestrales vinculados a ella. Las leyes que regulen el desarrollo
agropecuario y la agrobiodiversidad crearan las medidas legales e institucionales
necesarias para asegurar la agrobiodiversidad, mediante la asociatividad de
cultivos, la investigacién y sostenimiento de especies, la creaciéon de bancos de
semillas y plantas y otras medidas similares asi como el apoyo mediante incentivos
financieros a quienes promuevan y protejan la agrobiodiversidad (Ley Organica del
Régimen de la Soberania Alimentaria, 2009).
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CAPITULO 2

ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 Métodos

Método inductivo: Se observo la informacion obtenida, se establecio patrones a

partir de comparaciones de los datos y se concluira de forma general.

Método deductivo: Permitié concluir de forma I6gica lo observado en la aplicacion

de Trichoderma spp. y Bacillus spp. en el control de Sigatoka negra.

Método analitico: Estuvo basado en hechos comprobables recolectados en los

datos obtenidos en el control de sigatoka usando Trichoderma spp.y Bacillus spp.

Método sintético: Se concluyé y recomendé basados en conocimiento y

metodologia usados en la presente investigacion.
2.1.1 Modalidad y tipo de investigacion

Se la realiz6 de forma experimental en condiciones controladas y
semicontroladas, tomando datos de la infeccion y severidad de la enfermedad de
la Sigatoka negra a la aplicacion de Trichoderma spp. y Bacillus spp., en los
tratamientos planteados en esta investigacion de manera cuantitativa y cualitativa
en el disefio experimental usados para evaluar la eficacia en el control de Sigatoka

negra en el cultivo de banano.
2.2 Variables
2.2.1 Variable independiente:

Désis de Trichoderma spp, Trichoderma spp y Bacillus spp. para el control

de sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en el cultivo de banano.
2.2.2 Variables dependientes:
2.2.2.1 Condiciones controladas

Prueba de antagonismo, los ensayos se realizaron en cajas Petri con PDA
colocando un disco de 5 mm de diametro de los antagonistas en un extremo de la

caja Petri y al lado contrario el hongo patogeno (cultivo dual), luego se tomo el
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crecimiento radial de los hongos y se valoré en porcentaje. Se la realizé con la
formula usada por (Ezziyyani et al. 2004).

PICR = R1-R2 X 100
~ R1

Donde:
R1 : Radio del fitopatégeno
R2 : Radio de fitopatdégeno en prueba antagonista.

Tiempo gque transcurre crecimiento de microorganismos, para inhibir el

crecimiento del hongo.
2.2.2.2 Condiciones semi controladas

Tiempo de evolucién de los sintomas. Se observo diariamente de forma visual,
la aparicion de los sintomas desde los 12 dias después de la inoculacion durante
30 dias.

indice de infeccion. Se lo realiz6 en porcentaje de area de la hoja lesionada,
desarrollada por Stover (1971) y modificada por Gauhl (1994). Citado por (Marin
2018)

Evaluacion de severidad: Se la calculé segun la escala desarrollada por Stover
(1971) y modificada por Gauhl (1994), citado por (Marin, 2018). Anexo, figura 1.

Frecuencia de muestreo: Se lo realiz6 cada semana por 4 semanas después de

haber aplicado los microorganismos.

Emision foliar: Se conté el numero de hojas nuevas cada semana por cinco

semanas después de iniciado la inoculacion de las plantulas.
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2.2.3 Operacionalizacion de Variables

Cuadro N° 1. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

DEFINICION TIPO DE INSTRUMENTO DE
TIPO DE VARIABLE OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES MEDICION MEDICION
Aplicacién de Trichoderma spp.| Evaluacion en |Ddsis de | Porcentaje Cuantitativa |La concentracién de
y Bacillus spp., para el control| laboratorioy |Trichoderma inhibitorio de los microorganismos
g de sigatoka negra en el cultivo campo de spp. y | Mycospharella se ajustard a 1 x 10’
T | de banano Mycospharella | confrontacion | fijensis Morelet en Trichoderma spp.
> fijensis Morelet | con y Bacillus spp.
2 mycosphaerella
Z fijensis en cajas
m petri
Condiciones controladas: Crecimiento Cuantitativa Registro de
Prueba de antagonismo. micelial de los laboratorio y escala
Tiempo de crecimiento de hongos en mm de severidad en
S | microorganismos. campo
m | Condiciones semi controladas .
=2 . Porcentaje de
O |Prueba de antagonismo, infeccion  del
3 |porcentaje  de infeccidn, hongo sigatoka
M | evaluacion de severidad, negra
frecuencia de muestreo, indice de
emision foliar infeccién y
severidad.
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2.3 Poblacion y muestra

2.3.1 Poblacién condiciones controladas. Estauvo conformada por 24
cajas Petri, con 3 tratamientos y 8 repeticiones (cajas Petri).

2.3.2. Poblacion condiciones semicontroladas. Estuvo conformada por
32 plantulas, con 4 tratamiento y 4 repeticiones, duplicado.

2.3.3 Muestra. Cada caja Petri y planta fue considerada una unidad

experimental.
2.4 Técnica de recoleccion de datos

Se observaron y tomaron los datos, en condiciones controladas y semi
controladas, con equipos y herramientas, para evaluar la eficiencia de los
biocontralores como antagonistas de sigatoka negra.

2.4.1 Métodos y técnicas

Se intent6 el aislamiento el aislamiento de Mycospharella fijiensis con la
metodologia de Michel et al., (2010), donde se recogieron hojas enfermas con
sintomas avanzados, se incubaran las hojas en camara humeda a 26 °C, por 72
horas en lugar oscuro, luego se cortaran las hojas en discos de 5mm, y se
colocara en cajas Petri con PDA, pasada las 72 horas se verific6 que el
crecimiento micelial se haya dado, se procedié a inocular en cajas petri. Sin

embargo, la cepa de Sigatoka negra se compré al laboratorio CEBIOCA.

En cuanto al Trichoderma spp y Bacillus spp., se compré en mercado
local, verificando su ficha técnica respectiva y se procedié a sembrar en cajas
Petri con medio de cultivos de PDA, donde se preservara para mantener el

indculo activo.
2.4.1.2 Pruebas de antagonismo in vitro en condiciones semicontroladas

Los aislados fueron sembrados en cajas petri con PDA para su
desarrollo a 1 cm del borde se procedié a colocar un disco de 5 mm de
didmetro de los antagonistas y al lado contrario el hongo patdgeno (cultivo
dual), luego se tomo el crecimiento radial de los hongos y se valoro en

porcentaje.
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La cepa de P. fijiensis se adquirié en Cebioca (Anexo N° 6) no se logro
reproducir en laboratorio, una de las causales puede ser que las muestras de
hojas fueron tomadas de fincas que estan en proceso de cultivos comercial,

con fumigacion periédica de fungicidas sintéticos.
2.4.1.3 Inoculacion y evaluacion

Se inocul6 las plantas de banano con Mycosphaerella fijiensis, la caja Petri
que contiene el hongo patdégeno se disolvié en 300ml de agua desionizada se
agitd y se homogenizé los micelios se contd las esporas en la cadmara de
Neubauer 1 x 10°, luego se procedié con un atomizador la aplicaciéon en el envés
(Anexo N° 5) de la hoja extendida. Se deja secar las hojas por 2 horas y luego
se mantiene la humedad relativa sobre 90% mediante bolsas plasticas, durante
72 horas. (Anexo N° 5)

A partir de los 12 dias aparecieron los primeros sintomas de la enfermedad.
2.5 Estadistica descriptiva e inferencial

El andlisis de datos se llevé a cabo mediante la transformacion de datos
utilizando raiz cuadrada, y bajo el cumplimiento de los requerimientos
paramétricos se procedio a realizar el analisis de varianza de los datos con la

separacion de medias de Tukey al 5% de error en el software Infostat 2020.
2. 6 Disefio experimental

Ensayo in vitro. Se utilizo un disefio completo al azar (DCA) utilizando tres
tratamientos y ocho repeticiones, la unidad experimental estuvo conformada

por una caja Petri (Tabla 3).

Tabla N° 3. Esquema andeva condiciones controladas.

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Tratamientos t-1)@B-1) 2
Error experimental t*(r-1) 3(8—-1) 21
Total (tr-1) (3*8 - 1) 23

Elaborado por Valdez, 2024

Ensayo in vivo. Se utilizo el tratamiento de los datos recolectados para
verificar la normalidad de los datos tanto en el Disefio Cuadrado Latino (DCL)
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con dos replica, los cuales estuvieron conformados por cuatro tratamientos y

cuatro repeticiones, una planta conformo la unidad experimental.

Tabla N° 4. Esquema andeva condiciones semi controladas.

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Fila p-1 3
Columna p-1 3
Tratamientos (p-1) 3
Replica r-1 1
Error experimental [r(p+1)-3](p-1) 21
Total r<p2-1 31

Elaborado por Valdez, 2024
2.6.1 Tratamientos

Se realizaron 3 tratamientos y 8 repeticiones, en laboratorio con cajas
Petri, en pruebas de antagonismo y en condiciones semi controladas con
plantulas de banano, la cual fue inoculado con sigatoka negra y los
microorganismos antagonicos.

Tabla N° 5. Tratamientos para el enfrentamiento dual de Trichoderma
spp.,. Bacillus spp. y P. fijiensis

Tratamientos Descripcién Longitud del Aplicacion
disco
T1 Trichoderma spp Disco 0.5 cm Medio de
cultivo PDA
T2 Bacillus spp. Disco 0.5 cm
T3 Testigo absoluto Sin aplicacion

Elaborado por: Valdez, 2024
La concentracion de los microorganismos usada fue de 1 x 108 en

Trichoderma spp y Bacillus spp (Becker et al. 2021)

Para la fase experimental en condiciones de semicontroladas, los
tratamientos para la evaluacion de los microorganismos antagonicos
Trichoderma spp y Bacillus spp sobre el desarrollo de la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis M. Morelet) en el cultivo de banano, se realizaron

aplicaciones de forma individual de los microrganismos antagénicos, en
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combinacion entre ellos y un testigo absoluto, tal como se describe en la

siguiente Tabla.

Tabla N°6. Tratamientos para usar en condiciones semicontroladas
(plantulas de banano)

Tratamientos Descripcion Dosis Aplicacion
T1 Trichoderma spp 5 ml/L Plantulas
de banano
T2 Trichoderma spp. + 5 ml/L + 5 ml/L
Bacillus spp.
T3 Bacillus spp. 10 ml/L
T4 Testigo absoluto Sin aplicacion

Elaborado por: Valdez, 2024
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3. RESULTADOS

Evaluaciones del efecto antagénico in vitro de sigatoka negra frente a

Trichoderma spp., y Bacillus spp., en condiciones semi controladas.

En el tratamiento 1 los aislados fueron sembrados en cajas Petri con PDA
mas Jugo V8, para su desarrollo a 1 cm del borde se procedi6 a colocar un disco
de 5 mL de didmetro de Mycosphaerella fijiensis y al lado contrario el hongo
antagonista Trichoderma ssp + aceite vegetal 5 mm (cultivo dual), luego se tomé
el crecimiento radial de los hongos y se valoré en porcentaje. El tratamiento 2 se
realiz6 de la misma forma, pero usando Baciilus spp 5 mL (cultivo dual). El
tratamiento 3 fue el testigo donde se midio el crecimiento de Mycosphaerella
fijiensis.

Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR) de Mychosphaerells
fijiensis

En cuanto al porcentaje de inhibicion de sigatoka negra en
confrontamiento con el hongo antagonista Bacillus spp en prueba dual fue de
33,75% (Apéndice No 1), mientras que la inhibicion de Trichoderma spp. sobre
el desarrollo del fitopatégeno del banano Mycosphaerella fijiensis en prueba dual
fue de 11,67%, con diferencia significativa (p<0,01) cuando comparado con el
crecimiento radial del testigo. En base a estos hallazgos, Trichoderma spp y
Bacillus spp inhiben moderadamente el crecimiento de sigatoka negra (M.
fijiensis); aunque es importante resaltar que Bacillus spp, mostr6 mayor
antagonismo que Trichoderma spp (Tabla N°7).

Tabla N°7. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR) de
Mychosphaerells fijiensis

° —
Tratarl:lﬂentos Grupos : Cre(crlnn:rlsznto "PICR%
1 Bacillus spp vs Sigatoka 8 7,84 33,75
2 Trichoderma spp. vs Sigatoka 8 10,45 11,67
Significancia p valor <0,0001 <0,0001

El p<0.01 sefiala diferencia altamente significativa entre grupos, segun prueba T
para muestras independientes suponiendo varianzas iguales (p>0.05).
*Porcentaje de Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial
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Eficiencia de la aplicacion de Trichoderma spp y Bacillus spp en el indice
de infeccion y severidad de sigatoka negra en condiciones

semicontroladas

Los resultados obtenidos demuestran que no hay diferencias estadisticas
entre los tratamientos, sin embargo, mayor severidad se presentd en el testigo
absoluto. Los tratamientos evaluados en plantas de banano con la aplicacién de
los hongos antagonicos mostraron menor severidad en comparacion al testigo,
teniendo al T3 (Bacillus spp) con un valor 14.24%, seguido del T1 (Trichoderma
spp) con una severidad de 15.97%, el T2 (Trichoderma spp+Bacillus spp) con un
porcentaje de 17.36% en la severidad y el mayor porcentaje de severidad se

presento en el testigo con un valor de 22.57% (Tabla N° 8).

Tabla N° 8. indice de infeccién y severidad de sigatoka negra

i 0,
# Trat. Descripcion PPl Severidad %

Media Media

3 Bacillus spp 0.88 a 14.24 a

1 Trichoderma spp 1.00 a 15.97 a

2 Trichoderma spp+bacillus spp 1.03a 17.36 a

4 Test. Abs. 1.35a 2257 a
Significancia tratamientos 0.2363 0.1878
Replica 0.5434 0.6144
Significancia filas 0.6622 0.6226
Significancia columnas 0.2272 0.2932
Coef. variacion % 19.1 25.85

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05)

Desarrollo vegetativo a la aplicaciéon de microorganismos en los diversos

tratamientos de estudio.
Emision foliar

El nimero de hojas fue dependiente del tratamiento aplicado en las
plantas de banano, ya que la aplicacion de Trichoderma+Bacillus y Bacillus spp
muestran mayor cantidad (p<0.01) de hojas seguido del tratamiento a base de
Trichoderma spp. Se podria atribuir que los efectos bioestimulantes en la emisién
de hojas se debe al uso de los mencionados antagonistas (Tabla N° 9). Lo
mejores resultados se mostraron en el T2 (Trichoderma spp + bacillus spp) con

un valor de 7.75 hojas, seguido del tratamiento T3 (Bacillus spp) con una media

de 7.5 hojas, el T1 (Trichoderma spp) con una media en la emision de hojas de
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7.13, teniendo al T4 (Testigo) con la media mas baja en el numero de hojas

emitidos con 6.5 (Tabla N° 9).

Tabla N° 9. NUmero de hojas en la semana 5

# Trat. Descripcién hojas

2 Trichoderma spp + bacillus spp 7.75a

3 Bacillus spp 7.5a
1 Trichoderma spp 7.13 ab

4 Test. Abs. 6.5b
Significancia tratamientos 0.0003
Replica 0.7248
Significancia filas 0.5046
Significancia columnas 0.5046

Coef. variacion % 6.86

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05)
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DISCUSION

Los microorganismos antagonistas inhiben el desarrollo de fitopatégenos,
en el presente estudio se realizdé pruebas duales para conocer el antagonismo
de los hongos Trichoderma spp., y Bacillus spp., sobre el fitopatégeno del
banano Mycosphaerella fijiensis. Los resultados mostraron que al competir en el
medio de desarrollo (PDA) bajo condiciones controladas la bacteria antagonista
Bacillus spp. inhibié en un 33.75% en el desarrollo del fitopatdgeno sigatoka
negra, de acuerdo con la prueba Dual en comparacion al crecimiento radial del
fitopatogeno en el tratamiento testigo. Estos resultados concuerdan con la
investigacion realizada por Venkataramanamma et al., (2022) donde un aislado
de Bacillus sp. exhibié porcentaje de inhibicion de 74,36% sobre el control del

fitopatdgenos del banano Fusarium oxysporum f.sp.ciceris.

Los resultados en el analisis de la prueba dual con el hongo Trichoderma
spp. mostroé una reduccion en el crecimiento micelial del fitopatdgeno sigatoka
negra en un 11.67%. En trabajo realizado por Yassin et al., (2022) se analiz6 la
accion antagonica de Trichoderma viride y T. harzianum sobre el fitopatégeno
Alternaria alternata, mostrando para el primer caso una inhibicién de 75,04% y
para el segunda prueba dual 65,83%. De igual manera en trabajo realizado por
Chauiyakh et al. ( 2024) se evalu6 la capacidad inhibidora de Trichoderma spp.,
mostrando gran capacidad de inhibir el crecimiento radial de patdgenos en el

medio de cultivo con porcentajes de colonizacién de 81,21%.

En cuanto a la severidad, en el presente trabajo los tratamientos
evaluados en plantas de banano indican severidad baja cuando se aplicé los
hongos antagonistas con valores que oscilaron entre 14.24 a 17.36% y en el
testigo la severidad fue del 22.57%. Bacillus spp registr6 menor grado de
severidad 14.24% seguido de la severidad presentada por el tratamiento con
Trichoderma spp. en un 15.97% de severidad. Estos resultados tienen relacion
a los presentados por Castillo-Arévalo (2022), donde un bioformulado a base de
Bacillus subtillus y Trichoderma spp., para el control de sigatoka negra en el
cultivo de platano (Musa paradisiaca L.) presentdé un 36% de severidad sin
diferencias significativas entre control quimico y biologico. Asi mismo Andrade-

Hoyos et al. (2023) concluye que Trichoderma spp., es una alternativa para el
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manejo fitosanitario en cultivos y amigable con ambiente. En trabajo realizado
por Guzman-Guzman et al. (2024); Poveda y Eugui (2022b), determinan que la
combinacion de hongos del género Trichoderma con bacterias beneficiosas
desencadenan un efecto sinérgicos de ambos microorganismos formando una
biopelicula, la cual es un aspecto clave para control de enfermedades y promotor

de crecimiento de las plantas.

Los resultados en el desarrollo vegetativo del cultivo de banano con la
aplicacion de Trichoderma spp. y Bacillus spp. en condiciones semicontroladas,
muestran mayor cantidad de hojas se presentdé en el tratamiento con la
combinacion de bacteria y hongos antagonistas Trichoderma spp. + Bacillus
spp., con una media de 7.75 hojas, seguido del tratamiento con Bacillus spp.,
con 7.5 hojas, siendo la estimulacion de los microorganismos mayor en la
emision foliar cuando comparado con el testigo que presentd un nimero de 6.5
hojas emitidas. En trabajo realizado por Samuelian (2016), se mostr6 que dentro
de los atributos que posee Trichoderma spp., como de biocontrol de
enfermedades, mejorar la salud de los suelos, también promueve el desarrollo
de las plantas. Para Moreira, Cairo, Borges, L. D. da Silva, et al. ( 2021) y Prasad
etal. (2023), la aplicacibn de sustratos inoculados con Bacillus spp y
Trichoderma spp., solos o juntos contribuyen al incremento y asimilacion en el
contenido de fosforo y potasio en las raices, mostrando un potencial para

promover el crecimiento de las plantulas de banano.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se
concluye que el uso de los hongos antagonistas de Trichoderma spp. y Bacillus
spp. mostraron tener un efecto inhibidor sobre el desarrollo del fitopatdgeno del
banano Mycosphaerella fijiensis, esto con la aplicacion de forma individual de

cada hongo antagonistas o en la aplicacion en conjunto.

Los microorganismos antagonistas Trichoderma spp. y Bacillus spp.
mostraron resultados positivos en cuanto a la manifestacion en la severidad del
fitopatdgeno de la sigatoka negra y se evidencio un estimulo en el desarrollo en
el cultivo de banano en cuanto a la produccion del area foliar, mostrando un
incremento mayor en el numero de hojas cuando se aplicaron los

microorganismos de forma combinada.

El uso de microorganismos antagonistas de enfermedades es una
alternativa valida para bajar la carga quimica y formar parte de un programa
fitosanitario donde se lo rotaria con los pesticidas convencionales que en la

actualidad usan los productores bananeros.
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RECOMENDACIONES

En base a la presente investigacion, se recomienda realizar ensayos a
nivel comercial en plantaciones de banano establecidas, aplicados en conjunto
Trichoderma spp., mas Bacillus spp., de forma individual en el follaje y de forma

edafica en el cultivo de banano.

Se sugiere realizar ensayos in vitro de sensibilidad fungicida, ya que el
lento crecimiento de Sigatoka impide estimar el mejor antagonista bajo dichas

condiciones.

Es necesario investigar los diversos mecanismos de accion, asociado a
los microorganismos antagonicos Trichoderma spp., y Bacillus spp., para el
control de fitopatbgenos y como promotor o estimulante en el desarrollo

morfologico de las plantas.
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ANEXOS

Mancha (E4) Mancha clorotica (E5)  Mancha grisacea (E6) \

ANEX0 No 1. Escala de evolucién de los sintomas de Sigatoka negra segun fouré
(1985) citado por (Cedefio et al. 2017).

Estado 0 Hoja sin sintoma

Estado 1 Hoja con pequenas lesiones puntiformes de
coloracion rojiza por el envés y sin sintomas por el haz.

Estado 2 Hoja con manchas de contornos regulares o
irregulares de coloracion pardo-rojiza por el envés de la
hoja y sin sintomas por el haz.

Estado 3 Hoja con manchas de contornos regulares o
irregulares de coloracion pardo-rojiza por el haz.

Estado 4 Hoja con manchas negras (elipticas o
circulares) con bordes cloréticos y halo acuoso. La hoja
mantiene dreas de tejido verde.

- .

ot 1 25 Estado 5 Hoja con manchas negras con centros secos
& o grises, las hojas pueden estar completamente
necrosadas y colgar del pseudotallo.

Anexo No 2. Escala evolutiva para la evaluacion del desarrollo de los sintomas
en hojas de Musa spp. Inoculadas con Mycosphaerella fijiensis
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ANEXO NO 4. Inoculacién de plantas de banano de 16 semanas 3 dias antes de
inoculacién de Sigatoka negra, con Trichoderma spp y Bacillus spp.
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ANEXO No 5. Inoculacion de Sigatoka negra a plantas de banano, en las 3
primeras hojas.

Anexo No 6. Cepa de P. fijiensis, conseguida en Cebioca.
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ANEXO No 7. Preparacidn de cajas Petri para pruebas dual.

Anexo No 8. Prueba dual Sigatoka negra vs Bacillus spp
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Anexo No 9. Tratamientos, prueba dual Siatoka negras Bacillus spp,
Sigatoka negra vs Trichoderma spp. Testigo absoluto (Sigatoka negra)

Anexo No 10. Prueba dual, Trichoderma spp vs M. fijiensis a los 8 dda
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Anexo No 12. Evaluacién de infeccion de sigatoka negra.
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Anexo No 14. Etiqueta Bacillus spp
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Anexo No 15. Etiqueta Trichoderma spp
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FICHA DE ENTREGA DE MICROORGANISMO

Microorganismo: Pssudocercospora Cédigo cepario: CCMCIBE- H629

Sfijiensis I —
Fecha de entrega del microorganismo:
27/02/2024 B
CATEGORIA:

Patogeno: X R - Endéfito:
Hospedante: . A o -
DATOS DEL HOSPEDERO:

Cultivar: Banano ) " Provincia: Guayas

Tejide vegetal: Hoga
CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO:

Medio de cultivo: PDA con antibidtico

Nivel de bioseguridad: tipo | ;
Temperatura de incubacién: 28°C i -

"DATOS DE ENTREGA DEL MICROORGANISMOS:

Numero de cajas/tubos: 1 caja petri
Fecha de siembra: 08-02-2024

“Medio de cultivo: PDA con antibidtico
CONDICIONES DE CONSERVACION:
Medio para conservacién: PDB+ glicerol 20%
Temperatura: -80°C

Molecular: X e
Porcenlaje de identidad: 100%

Secuencax

Feotiz = obiencién: 2019
TIPOS DE IDENTIFICACION DEL MICRGORGCARISMO:
= Regién secuenciada: ITS

ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGOGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGA
GTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGARAATCTGGCGTAAGCCCGAGTTGTAATTTIGTAGAGGATGCTTCOGG
GGTAGCGGCCGGICTAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTACGTGACTGGCTT
GCACCCTCCACGTAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGAGGTAAATTT
CITCTAAAGCTAAATACCGGLCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTT
TGCAAGAGAGTTAALAAGCACGTGAAATTIGT TGAAAGGGAAGCGCCCGCAALCAGACTTTGLGGCGGTG
TTICGGCCGGICTTCTGACCGGTTTACTCGCCGOCGTGAGGLCATCATCGTCTGGGACCGCTGGATAAGAC
COGAGGAATGTAGCTCCCTTOGGGG TG TG TTATAGUCTCGGGTGATGCAGCGCGTCCCGGGOGAGGTCCG
CGCTTCGGCAAGGATGATGGC

Anexo No 16. Ficha técnica de cepa de P. fijiensis.
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V483+CPQ, AvIsidro Ayora, Guayaquil 090508, Ecuador

Latitude Longitude

-2.1341441° -79.8956264°

Local 06:58:06 | Altitude 7 metr
GMT 11:58:06 p. martes, 21

Anexo N° 17. Seguimiento del tutor
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Apéndice No 2. Porcentaje de infeccion y severidad externa de sigatoka negra
de banano

FFIR

Variable W E* ER®= Rj CW
FFIE 32 0.26 0.00 15.10

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicidn des la 5C
egpecifiquse los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. S5C gl CM F p—valor
Modelo 0.59 10 0.06 0.72 0.69E83
Descripcion 0.24 3 0.08 0.9%% 0.41e2
Eeplica 0.03 1 0.03 0.34 0O.5688
Fila>Replica O.1le 3 0.05 0.685 0.5%03
Columna 0.1 32 0.05 O.64 0.5%&8
Error 1.72 21 0.08
Total 2.31 31

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.0818 gl: 21

Descripcion Medias n E.E.
Bacillus 1.42 8 0.10 A
Tricho+bacillus 1.45 8 0.10 A
Trico+aceite wv. 1.47 &8 0.10 &
Test. Lbs. l.64 8 0.10 A

Medias con una letra comin neo son significativamente difersntes (p = 0.05)

Apéndice No 3. Andlisis de varianza para la variable Promedio Ponderado de
Infeccion (PPI)
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sesR

Variable N Rf R* A3 CV
se%R 32 0.26 0.00 25.85

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidn de la S5C
espacifique loz contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9.95 10 0.99 0.72 0.6%54
Descripcion 4.49 3 1.50 1.09 0.3%7¢61
Replica 0.32 1 0.32 0.23 0.6341
Fila>Replica 2.71 3 0.90 0.65 0.5888
Columna 2.43 3 0.81 0.59 0.6297
Exxor 28.91 21 1.38
Total 38.86 31

Test:Duncan Alfa=0.05
Erroxr: 1.3768 gi: 21

Descripcion Medias n E.E.
Bacillus 4.22 8 0.43 A
Trico+aceite v, 4.37 8 0.43 A
Tricho+bacillus 4.3 8 0.43 A
Test. Abs. 5.18 8 0.43 A

Med:ias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0%5)

Apéndice No 4. Analisis de varianza para la variable severidad externa
Anaglisis de la varianza

Variable W k= R® Aj CW
Hojas 32 0.62 0.43 6.86

Datos desbalanceados =sn celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
egpecifique los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. sSC gl CHM F p—valor
Modelo 8.31 10 0.83 3.39 0.008%5
Descripcion T7.09 3 2.36 5.63 0.0003
Replica 0.03 1 0.03 0.13 0.7248
Fila>Replica ©0.5% 3 0.20 0.81 0.5046
Columna 0.59 3 0.20 0.81 0.5046
Error 5.1e 21 0.25
Total 13.47 31

Test:Tokey Alfa=0.05 DHE=U.69058I
Error: 0.2455 gl: Z1

Descripcion Mediazs n E.E.
Test. Abs. 6.50 8 0.18 A
Trico+aceite wv. 7.13 88 0.18 A B
Bacillus 7.50 8 0.18 B
Trichot+bacillus T7.75 8 0.18 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Apéndice No 5. Andlisis de varianza para la variable nUmero hojas



COLUMNAS

HLAS 1 3 4
1 TIR1 T2R1 T3R1 T4R1
2 T3R2 TIR2 T4R2 T2R2
3 T2R3 T4R3 TIR3 T3R3
4 TARA T3R4 T2RA TIRA

REPLICA2
COLUMNAS

HLAS 1 3 4
1 TIR1 T2R1 T3R1 T4R1
2 T3R2 TIR2 T4R2 T2R2
3 T2R3 T4R3 TIR3 T3R3
4 T4R4 T3R4 T2R4 TIRA

Apéndice No 6. Esquema del ensayo in vivo bajo un disefio Cuadrado Latino

Replicado (DCLR).

SIGATOKA + TRICHODERMA SIGATOKA + BACILLUS SP
SIGATOK | SIGATOK SIGATOK | SIGATOK
A A A A TESTIGO SIGATOKA
Tratamiento ) Tratamiento ) Tratamiento . 12
S 1 DIA 10DIAS S 1 DIA 12 DIAS |s 1DIA| DIAS
mm mm mm mm mm mm
T1-R1 5mm 9.5 T2-R1 5mm 8.5 T3-R1 5mm 13.5
T1-R2 5mm 11.2 T2- R2 5mm 7 T3-R2 5mm 14
T1-R3 5 mm 10.4 T2-R3 5 mm 8.4 T3-R3 5mm 12
T1-R4 5mm 10.5 T2-R4 5mm 7.5 T3-R4 5mm 11.9
T1-R5 5mm 11 T2-R5 5mm 7 T3-R5 5mm 12
T1-R6 5mm 10 T2- R6 5 mm 7.8 T3-R6 5mm 11.5
T1-R7 5mm 11.1 T2-R7 5mm 8.9 T3-R7 5mm 10.7
T1-R8 5mm 9.9 T2 -R8 5mm 7.6 T3-R8 5mm 9

Apéndice No 7. Matriz de datos de la variable crecimiento radial in vitro.

45



Columna
Replica | TRATAMIENTOS Fil 1 2 3 4
1 A 1 30.56 5.56 8.33 25.00
1 B 2 22.22 19.44 19.44 16.67
1 C 3 16.67 11.11 11.11 8.33
1 D 4 30.56 13.89 13.89 38.89
2 A 1 13.89 11.11 16.67 16.67
2 B 2 0.00 22.22 16.67 22.22
2 C 3 22.22 8.33 19.44 16.67
2 D 4 25.00 19.44 22.22 16.67
Apéndice No 8. Matriz de datos de la variable severidad externa
Columna
Replica | TRATAMIENTOS Fil 1 2 3 4
1 A 1 1.83 0.40 0.50 1.53
1 B 2 1.33 1.17 1.19 1.00
1 C 3 1.20 0.67 0.67 0.50
1 D 4 1.83 0.85 0.85 2.33
2 A 1 1.00 0.67 1.02 1.02
2 B 2 0.00 1.36 0.86 1.36
2 C 3 1.33 0.50 1.17 1.02
2 D 4 1.53 1.19 1.22 1.00
Apéndice No 9. Matriz de datos de la variable promedio ponderado de infeccion
PPI
Columna
Replica | TRATAMIENTOS Fil 1 2 3 4
1 A 1 7 7 7 7
1 B 2 8 8 8 8
1 C 3 7 8 8 7
1 D 4 6 6 7 I
1 A 1 7 7 7 8
1 B 2 7 8 7 8
1 C 3 8 7 8 7
1 D 4 6 7 6 7

Apéndice No 10. Matriz de datos de la variable nimero de hojas

46




