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Resumen

Mediante la presente investigacion se busco identificar diferencias en la efectividad
de los microorganismos dependiendo de su nicho ecologico y del fitopatogeno enfrentado.
El cultivo de banano (Musa spp.) es una de las principales actividades econdémicas de
Ecuador, contribuyendo significativamente al sector comercial y a la generacion de empleos
locales. Sin embargo, este sector afronta una problematica debido a la incidencia de
fitopatdgenos como Ralstonia solanacearum causante de la enfermedad del Moko,
Colletotrichum musae responsable de la Antracnosis y Pseudocercospora fijiensis agente
causal de la Sigatoka negra. Estas enfermedades generan altas pérdidas en las ganancias
economicas al reducir la calidad de produccion. En este contexto, el presente estudio evalud
la capacidad inhibitoria de microorganismos benéficos como bacterias provenientes de
suelos antarticos, bacterias extraidas de fermentados de cacao y hongos aislados del Bosque
Protector Prosperina con el objetivo de identificar cepas que actuen como agentes de
biocontrol y sean consideradas como alternativas sostenibles en reemplazo de agroquimicos
convencionales. Se implementaron ensayos in vitro de confrontacion directa entre los
microorganismos seleccionados y los fitopatdgenos mencionados, utilizando metodologias
especificas para cada tipo de interaccion (bacteria-bacteria, hongo-bacteria, y hongo-hongo).
Los resultados reportaron que el efecto antagonista se halld principalmente en las cepas
bacterianas provenientes de la fermentacion del cacao y hongos, de los géneros Bacillus spp.,

Lactiplantibacillus sp., Acetobacter sp, Ralstonia sp. y Trichoderma spp.

Palabras clave: Banano, Biocontrol, Fitopatogenos, Microorganismos benéficos.



Abstract

This research sought to identify differences in the effectiveness of microorganisms
depending on their ecological niche and the phytopathogen faced. The cultivation of bananas
(Musa spp.) is one of the main economic activities in Ecuador, contributing significantly to
the commercial sector and the generation of local jobs. However, this sector faces a problem
due to the incidence of phytopathogens such as Ralstonia solanacearum causing Moko
disease, Colletotrichum musae responsible for anthracnose and Pseudocercospora fijiensis
causal agent of black Sigatoka. These diseases generate high losses in economic profits by
reducing the quality of production. In this context, the present study evaluated the inhibitory
capacity of beneficial microorganisms such as bacteria from Antarctic soils, bacteria
extracted from cocoa ferments and fungi isolated from the Prosperina Protective Forest with
the aim of identifying strains that act as biocontrol agents and are considered as sustainable
alternatives to conventional agrochemicals. In vitro assays were implemented for direct
confrontation between the selected microorganisms and the aforementioned phytopathogens,
using specific methodologies for each type of interaction (bacteria-bacteria, fungus-bacteria,
and fungus-fungus). The results reported that the antagonistic effect was found mainly in
bacterial strains from the fermentation of cocoa and fungi, of the genera Bacillus spp.,

Lactiplantibacillus sp., Acetobacter sp., Ralstonia sp. and Trichoderma spp.

Keywords: Banana, Biocontrol, Phytopathogens, Beneficial Microorganisms.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1 Introduccion

La exportacion de banano (Musa spp.) es una de las principales fuentes de ingreso
economico para Ecuador, convirtiendo al pais en uno de los lideres en la exportacion de esta
fruta. De acuerdo con datos registrados por el Banco Central del Ecuador (BCE), tan solo en el
primer trimestre del 2023 hubo un valor exportado equivalente a USD 1.055,4 millones,
convirtiendo al banano en un pilar econdémico para el pais (Ilich Aguirre S et al., 2024). Sin
embargo, las exportaciones de banano se ven severamente afectadas afio a afo por la presencia
de plagas. En Ecuador, los cultivos de banano se ven afectados por enfermedades como el Moko
causada por la bacteria Ralstonia solanacearum, o enfermedades de origen fingico como la
Antracnosis y la Sigatoka negra causada por Colletotrichum musae y Pseudocercospora

fijiensis.

De acuerdo con el Ministerio de Produccion, Comercio Exterior, Inversiones y Pesca,
el banano orgéanico ecuatoriano se posiciona como el principal producto exportado hacia
mercados significativos, incluyendo la Union Europea. Segin el BCE, este producto represent6
el 51,3% del total de exportaciones en su categoria durante el 2023. En este sentido, la presencia
de plagas que ocasionan pérdidas totales del cultivo o reducen su calidad afecta de forma directa
la cantidad de banano apto para ser exportado a mercados internacionales (Ilich Aguirre S et

al., 2024.; Ministerio de Produccion, 2024).

Dentro de los desafios intrinsecos en la erradicacion de patdgenos se encuentra un nuevo
factor, la preferencia a productos orgénicos y libres de quimicos. Esto gracias al creciente
interés en la poblacion sobre inocuidad alimentaria, lo que ha generado una percepcion negativa
sobre uso de agroquimicos (Wolf et al., 2020). Se ha demostrado que su uso indebido es
causante de dafios al medio ambiente y salud de los humanos, motivo por el cual la industria

agricola se ha visto impulsada a buscar alternativas para estos (The Food Tech, 2024).

Por varias décadas la comunidad cientifica ha explorado el uso de microorganismos
como agentes de control frente a fitopatdgenos, entre estos, bacterias y hongos que se

encuentran en todo tipo de entorno. Los microorganismos catalogados como agentes de



biocontrol poseen propiedades antagonistas, principalmente inhibiendo la accioén patdogena de

otro agente en los cultivos a nivel global (Ayaz et al., 2023).

En base a lo expuesto, la presente investigacion busca identificar especies de
microorganismos que funcionen como una alternativa de biocontrol y estrategias de manejo
fitosanitario en cultivos de importancia econémica. Asegurando sostenibilidad con el medio
ambiente y alta productividad para el sector agropecuario obtenidas a partir de la fermentacion
del cacao, suelo antartico y de zonas protegidas como el Bosque protector Prosperina frente a
los fitopatogenos causantes del Moko, Antracnosis y la Sigatoka negra, (Churchill, 2011;
Ochoa-Jiménez et al., 2024; Ramos-Veintimilla et al., 2024).

1.2 Planteamiento del problema

Tradicionalmente, las practicas de manejo intensivo asociado a plagas en cultivos de
banano se han basado en la aplicacion directa de insumos quimicos. Estos tltimos han generado
un alto impacto antrdpico, tales como la contaminacion de suelos y la induccion de mecanismos
de resistencia en los patdgenos, lo que representa una desventaja para su control (Regalado et

al., 2019).

Frente a esta problematica, la industria agricola busca implementar alternativas de
control dptimas y sostenibles brindando como estrategia principal la aplicacion de bioinsumos.
Se definen como compuestos derivados de microorganismos vivos capaces de mejorar el
rendimiento, sanidad y seguridad de un cultivo (Mamani & Filippone, 2019). Los bioinsumos
presentan diferentes mecanismos, como el crecimiento, diferenciacion y desarrollo vegetal,
solubilizacién de nutrientes vitales, liberacion de metabolitos secundarios que estimulan a la

defensa de las células vegetales frente a fitopatogenos (Pedraza et al., 2021).

En este sentido, explorar fuentes de microorganismos provenientes de diversos
entornos, como zonas protegidas, ecosistemas psicrofilos o procesos de biotransformacion, se
posicionan como una alternativa prometedora para el control de patdgenos que se manifiestan
en la poscosecha (Zapata et al., 2018). Estudios reportan géneros como Bacillus, Pseudomonas
y Trichoderma como agentes clave para el biocontrol, capaces de enriquecer el entorno
enzimatico y nutricional de la especie vegetal tanto en condiciones in vivo como in vitro (Vera,
2018). La riqueza en biodiversidad y condiciones climaticas Unicas de nuestro pais favorecen

el desarrollo de microorganismos nativos con un alto potencial como herramientas



biotecnoldgicas para la agricultura, contribuyendo a una produccion agricola local mas eficiente

(Viera-Arroyo et al., 2020).

1.3 Justificacion

La incorporacién de microorganismos promisorios en las practicas agricolas contribuye
a la seguridad alimentaria y del consumidor (Moreno, 2016). Ademas, impulsa la investigacion
acerca de las interacciones microbiologicas que se manifiestan a nivel in vitro como in situ,

facilitando un conocimiento mas profundo de su papel en el agroecosistema (Cruz et al., 2021).

Las bacterias que participan en la fermentaciéon de semillas de cacao producen
compuestos antifiungicos como el acido fenilacético (PLA) y etanol o péptidos de bajo peso
molecular, esenciales en la interrupcion de funciones celulares vitales para la supervivencia del
patogeno en el huésped (Ruggirello et al., 2019). La Antartida alberga microorganismos con
adaptaciones unicas, capaces de generar enzimas de interés biotecnologico como la quitinasa,
que ha reportado actividad antifiungica contra hongos fitopatdgenos como Fusarium spp.,

Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani (Liu et al., 2019).

Los hongos aislados del Bosque protector Prosperina comprenden diversos géneros
como Trichoderma, Talaromyces, Cladosporium (Carrefio et al., 2023) los cuales se
especializan por secretar metabolitos con propiedades especificas. Por ejemplo, el género
Talaromyces produce la gliotoxina y el acido citrico, que reportan actividad antimicrobiana. El
género Cladosporium produce policétidos como el cladosporol A, un metabolito secundario

asociado a la inhibicion directa en presencia de patdgenos (Espejo, 2022).

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad inhibitoria de microorganismos benéficos para el biocontrol de

enfermedades en el cultivo de banano (Musa spp.).



1.4.2 Objetivos especificos

Realizar ensayos de confrontacion directa en placa Petri para identificar cepas con
posible accion antagonista para el control de patdgenos en banano causantes de Sigatoka negra,

Moko y Antracnosis del banano.

Determinar el efecto inhibitorio de las cepas promisorias provenientes de suelos
antarticos, fermentados de cacao y hongos benéficos del Bosque Protector Prosperina para el
control de los patogenos Ralstonia solanacearum, Pseudocercospora fijiensis y Colletotrichum

musae.



Capitulo 2

Marco Teorico

2.1 Cultivo de banano (Musa spp.)

El banano (Musa spp.) es una hierba perenne monocotiledonea gigante, pertenece a la
familia Musaceae y al orden Zingiberales. Su origen se da en zonas con clima tropical himedo
como el sudeste asiatico, pero es distribuida en la gran mayoria de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Israeli & Lahav, 2016). Dentro de la familia Musaceae ademas del
género musae se encuentra el Ensete, originario de Africa tropical y Asia del sur. De forma més
especifica podemos decir que el banano se origind en las selvas himedas de Melanesia y las
regiones monzonicas a partir del sur de China hasta el noreste de la India (Israeli & Lahav,

2016; Omar Andrés Velez Chang et al., 2024).

Debido a la dificultad de distincion entre variedades silvestres y comestibles diploides
o poliploides la taxonomia de Musa se encuentra en constante cambio, su clasificacion se
determina segun la cantidad de cromosomas presentes dando lugar a cuatro secciones; Eumusa,
actualmente Musa y Rhodochlamys, que cuentan con 11 pares de cromosomas, y Callimusa y
Australimusa con 10 pares, factores para su clasificacion dentro de las cuatro secciones, es su
color y morfologia de su semilla (Israeli & Lahav, 2016). En la seccion Eumusa se encuentran
variedades triploides productos del cruce que se da entre Musa acuminata (AA) y Musa
balbisiana (BB), este cruce resulta en la creacion de los musaceos comestibles mas reconocidos

como, AAA Cavendish, Gros Michel AAB, Curraré y Dominico ABB (Velez, 2021).

2.2 Distribucion global

El banano se ha esparcido a nivel global en regiones tropicales y subtropicales como lo
son el sur de Asia, que cuenta con una gran variedad de especies de Musa, entre las mas
populares M. balbisiana, M. itinerans, M. acuminata, and M. yunnanensis (Jenny et al., 2024).
En los estados del noreste de India es donde se encuentra la mayor diversidad, 30 taxones de
los cuales 19 son endémicos (Sabu et al., 2016). Musa ademas es cultivada en Africa, donde la
poblaciéon depende de este fruto para su alimentacion, y en Latinoamérica donde se cultivan
mayormente hibridos para su comercializacion. La produccion anual de Musa ronda los 145
millones de toneladas, de las cuales el 85% proviene de pequeiios productores en paises en

desarrollo (Burgos-Hernandez et al., 2017; Ortiz & Swennen, 2014).



2.3 Importancia econémica

En alrededor de 120 paises el banano es cultivado como un alimento esencial, su siembra
se encuentra principalmente en América Latina, Asia, Africa y las Islas del Pacifico. destinadas
para el consumo local. Sin embargo, la region latinoamericana se enfoca mas en el comercio
internacional (Israeli & Lahav, 2016). El banano se posiciona como la fruta de mayor
exportacion, su valor y volumen destacan en el comercio internacional, originario de paises
como Ecuador, Costa Rica y Filipinas considerandolos lideres en la exportacion de esta fruta.
Ecuador aporta el 27% de la oferta global como comerciantes, generando millones de empleos
a comunidades rurales y estableciéndose como un pilar fundamental para la economia de

muchos paises (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2024).

2.4 Morfologia y ciclo de vida

El banano se encuentra bajo la clasificacion de plantas herbaceas monocarpicas
gigantes, cuentan con un rizoma subterraneo que produce brotes o también conocidos como
chupones para formar nuevas plantas. Cuentan con un pseudotallo conformado por vainas
florales apretadas, hojas con peciolos robustos e inflorescencia terminal que surge al finalizar

el ciclo de vida como se observa en la figura 1 (Israeli & Lahav, 2016).

Figura 1. Morfologia de la planta de banano Musa spp. (A) Lamina, (B) Racimo, (C)
Inflorescencia, (D) Pseudotallo, (E) Hijuelo, (F) Raices y rizoma y (G) Peciolo.



Las raices adventicias pueden alcanzar entre 60 cm a 80 cm de profundidad y se pueden
extender en direccion horizontal de tres a cinco metros. El desarrollo del banano se encuentra
dividido en 3 etapas vegetativa, reproductiva y de fructificacion. La planta del banano cuenta
con flores femeninas en las manos proximales de la espiga, seguidas de flores neutras y
masculinas. La fructificacion partenocarpica ocurre por produccion auténoma de auxina en el
ovario. El crecimiento del banano inicia con el crecimiento de la céscara, posterior a esto se
produce la pulpa, el peso del racimo dependera del nimero de manos, dedos y del tamafio del
racimo en si. La cosecha del banano se realiza en la semana 9 o 10 cuando la fruta ain se
encuentra verde. Para su comercializacion se suelen emplear métodos como el control de
temperatura, mantener el fruto a alta humedad y reducir el etileno para ralentizar el proceso de

maduracion (Israeli & Lahav, 2016).

2.5 Principales fitopatogenos que afectan al cultivo de banano

2.5.1 Ralstonia solanacearum

Bacteria Gram- negativa perteneciente a la clase Proteobacteria dentro de la familia
Ralstoniaceae. A nivel morfologico se presentan como colonias fluidas (mucoides) virulentas
de coloracion blanca y no fluidas de color rosa menos virulentas (Zaquicela et al., 2025). Esta
caracteristica estd asociada a la produccion de exopolisacarido, los cuales desempefian un papel

clave en su virulencia y rol bioldgico.

Los sintomas asociados a la infeccidbn son marchitamiento, pigmentacion amarilla
anormal (epinastia), malformacion en follaje y formacion de raices adventicias. A nivel interno,
se observa una decoloracion gradual del tejido vascular, especificamente en la xilema, hasta
alcanzar necrosis completa. La bacteria ingresa al huésped a través de sus raices o heridas,
desplazandose hacia el sistema vascular interfiriendo en el transporte de agua y nutrientes

(Biosca et al., 2010).



Figura 2. Ciclo de vida de Ralstonia solanacearum (A) Bacteria patdogena situada en
suelo, (B) Fijacion y penetracion a través de raices y aberturas naturales, (C) Colonizacion del
tejido xilema causando obstruccion y desencadenando marchitez progresiva.

2.5.2 Pseudocercospora fijiensis

El agente causal de la Sigatoka negra, considerada la enfermedad mas agresiva del
banano. Es un hongo ascomiceto de la clase Dothideomycetes cuya reproduccion se puede
manifestar de forma sexual (Mycosphaerella fijiensis) y asexual (Pseudocercospora fijiensis).
Sexual por medio de ascosporas producidas en estructuras llamadas pseudotecios, que facilitan
su propagacion a largas distancias y se manifiestan principalmente en lesiones maduras, en
cambio, asexual por medio de conidios asociados a su dispersion en distancias cortas (Orozco,

2024).

Los sintomas asociados a su infeccion derivan en estrias necrdticas de color rojizo a
marrdn, pérdida de capacidad fotosintética, maduracion prematura en sus frutos y bajo
rendimiento en la calidad del cultivo. Al tener un ciclo de vida corto en su forma sexual deriva
en una alta tasa de variabilidad genética por cada generacion (Noar et al., 2022;

MariduefiaZavala et al., 2024).



Figura 3. Ciclo infeccioso de Pseudocercospora fijiensis. (A) Diseminacion de
ascosporas por medio del viento. (B) Infeccion y desarrollo en planta hospedera. (C)
Colonizacion interna en célula vegetal que producira estrias necréticas en hojas.

Pseudocercospora fijiensis

Figura 4. Pseudocercospora fijiensis en medio de cultivo. Se observa micelio de textura
algodonosa color rosa después de 3 semanas de incubacién a 28°C en medio PDA.

2.5.3 Colletotrichum musae

Hongo ascomiceto de la familia Glomerellaceae, cuya reproduccion ocurre solo de
forma asexual mediante conidioforos albergado en acérvulos dentro del tejido de su hospedero
(raquis, pseudopeciolos y hojas). A nivel in vitro se observa un crecimiento de formal radial

uniforme y la formacion de micelio de textura algodonosa en su fase aérea, con tonalidades que
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varian del pardo al naranja figura 5. La temperatura 6ptima para su desarrollo oscila entre los
27°C y 30°C, a un intervalo de pH entre 4 y 5,5. Sus sintomas se manifiestan como lesiones
necroéticas en los tejidos del fruto, las cuales incrementan de tamafio a medida que avanza su
estado de maduracion. Ocurre en la etapa de postcosecha, durante el almacenamiento, transporte
y comercializacion del banano resultando en altas pérdidas econdémicas y rechazo en el
mercado. Cabe destacar que la lluvia actia como el principal vector de propagacion de la

enfermedad, favoreciendo su diseminacion (Mejia, 2022).

Colletotrichum musae

Figura 5. Colletotrichum musae. Micelio de apariencia algodonosa color naranja después de 4

dias de incubacion a 28°C en medio PDA.

2.6 Control biologico mediado por microorganismos

El antagonismo microbiano hace referencia a las interacciones entre microorganismos
en las que uno de ellos se ve afectado por accion de otro, provocando su deterioro o muerte
(Pérez et al., 2014). El empleo de microorganismos como agentes de biocontrol constituye un
enfoque innovador y sostenible dentro del manejo de plagas que afectan cultivos de importancia
econdmica, que prometen un alto potencial para transformar las practicas agricolas

convencionales.

Se han reportado cepas con actividad biocontroladora que implementan mecanismos
frente a patdgenos que incluyen la biosintesis de metabolitos secundarios con actividad

citotoxica, la induccion de respuestas de defensa sistémica en las plantas, y la competencia por
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nutrientes esenciales y espacio (Moreno et al., 2018). De este modo contribuyen al equilibrio
de la comunidad microbiana del suelo y de la biosfera sin incidencias de compuestos quimicos
sintéticos (Moreno et al., 2018). Algunos de los principales microorganismos identificados y
promovidos en formulaciones como bioinsumos para el control de patégenos se detallan a

continuacion.

2.6.1 Hongos del género Trichoderma spp.

Trichoderma spp. ha sido utilizado en formulaciones comerciales, posicionandose como
una alternativa biotecnoldgica esencial con una participacion superior al 50% en el mercado
global de biofungicidas (Conrado Meyer et al., 2022). Dentro de las especies mas aplicadas se
encuentran Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Trichoderma koningiopsis y
Trichoderma stromaticum cuya actividad antifingica ha sido reportada para el manejo de

patogenos en cultivos de soja y tomate.

Este género sobresale como el principal antagonista en el enfrentamiento contra
fitopatdogenos gracias a su habilidad reflejada en la competencia eficiente por nutrientes
esenciales, la produccién de metabolitos bioactivos especificos asociados a antibiodticos y
enzimas hidroliticas (antibiosis), y el micoparasitismo, un proceso en el que el hongo se
enfrenta directamente al patdogeno en distintas etapas de su desarrollo, finalizando con su
colonizacion (Campanioni et al., 2019). La aplicacion de Trichoderma no solo potencia la salud
de las plantas y la productividad de las cosechas, sino que también promueve la preservacion
ecoldgica y el equilibrio de los agroecosistemas, proporcionando una respuesta sostenible y
efectiva ante los retos agricolas actuales. Ademads, existen investigaciones que reportan su
capacidad biorremediadora, siendo capaces de descomponer compuestos organicos y

contaminantes persistentes del ambiente fijados en el suelo (Rojas, 2024).

2.6.2 Bacterias del género Bacillus spp. y Pseudomona spp.

Estas bacterias constituyen un componente esencial de la microbiota del suelo y la
rizésfera, funcionando como promotores del crecimiento vegetal y como mecanismos de
biocontrol de fitopatdgenos (Gaviria, 2023). Dentro de sus mecanismos fundamentales

presentan la produccion de metabolitos secundarios.
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El género Bacillus produce sustancias como surfactinas, fengicinas e iturinas, que son
efectivos antifingicos. Por otro lado, el género Pseudomonas induce la produccion de
sideroforos y compuestos orgéanicos volatiles (VOCs) capaces de frenar el desarrollo de agentes
patogenos. Ambos géneros muestran conductas parasiticas a través de la liberacion de enzimas
hidroliticas como quitinasas y glucanasas, que desintegran las paredes celulares de los
fitopatdgenos. Especies bacterianas como Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens han
probado su efectividad frente a hongos fitopatogenos como Fusarium spp., Rhizoctonia solani

y Botrytis cinérea manifestados en una amplia gama de cultivos (Ali et al., 2022).

2.6.3 Bacterias aisladas de la fermentacion del cacao: diversidad y potencial bioactivo

Las bacterias que participan en la fermentacion del cacao son microorganismos
esenciales en el proceso de convertir las semillas de cacao en un producto con las propiedades
organolépticas caracteristicas del chocolate. Trabajan de la mano con las levaduras en diferentes
etapas de la fermentacion, sintetizando diferentes compuestos a través de rutas metabolicas que

daran lugar al producto final (Essia Ngang et al., 2015; Ruggirello et al., 2019).

Se clasifican principalmente en bacterias de acido lactico (BAL) y bacterias de acido

acético (BAA). Las BAL, como Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum, participa
en la etapa inicial de fermentacion acidificando el medio gracias a la conversion de los azlicares
esenciales hallados en la pulpa. Han sido reconocidas por sus propiedades antifiingicas y
actividad metabolica de compuestos bioactivos como bacteriocinas, exopolisacaridos y

fenillactico (Peralta et al., 2021).

Por otro lado, las BAA, como Acetobacter spp. y Gluconobacter spp., actuan en las
etapas finales oxidando el etanol producido por las levaduras para generar acido acético, un
compuesto clave en el control de microorganismos fitopatogenos ademas de la sintesis de
polihidroxialcanoatos, actuando como agentes protectores a la planta huésped (Ruggirello et

al., 2019).
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2.6.4 Microorganismos antarticos

Las bacterias de origen antartico son microorganismos que han encontrado formas de
sobrevivir en las condiciones extremas presentes en el continente antdrtico como bajas
temperaturas, alta radiacion ultravioleta, ciclos de congelacion y descongelacion, desecacion,
falta de nutrientes y fuertes vientos (Ramasamy et al., 2023). Estas bacterias son fundamentales
para los ecosistemas polares y desempefian un papel vital en el ciclo biogeoquimico para
adaptarse, han desarrollado varias estrategias, como modificar sus membranas celulares,
producir proteinas de choque frio y anticongelante, acumular solutos compatibles y generar
enzimas que funcionan a bajas temperaturas (Jorge et al., 2019). Ademas, han desarrollado
mecanismos para sobrevivir en las duras condiciones del continente, estos mecanismos incluyen
adaptacion a bajas temperaturas, produccion de pigmentos e incluso generaciéon de compuestos

antimicrobianos y biosintesis de nanoparticulas (Silva et al., 2018).

Al necesitar competir por recursos y sobrevivir en el ambiente hostil, algunas bacterias
antarticas producen compuestos antimicrobianos. Yong (2024) encontr6 25 cepas de bacterias
antarticas con efecto inhibidor sobre una o més bacterias patégenas de prueba. Este efecto
inhibidor se lo atribuy6 a compuestos bioactivos generados por las bacterias al ser enfrentadas,
estos compuestos incluyen moléculas como péptidos antimicrobianos, metabolitos secundarios
y enzimas hidroliticas, estos son los responsables de inhibir el crecimiento de patégenos, por
lo que tienen el potencial de ser utilizados como alternativas a los antibioticos convencionales

(Yong et al., 2024).

2.7 Medios de cultivo
2.7.1 Medio casamino acid peptone glucose (CPG)

Medio selectivo empleado para el aislamiento e identificacion de la bacteria patogena
Ralstonia solanacearum. Su composicidon nutricional incluye glutamato y citocromos esencial
para su metabolismo. Ademas, si se emplea este medio sus colonias virulentas se manifiestan
con una coloraciéon blanca a crema, fluidas de forma irregular, pero varian dependiendo del

medio utilizado (Garcia et al., 2019).
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2.7.2 Medio trypticase soy agar (TSA)

Medio no selectivo empleado para el crecimiento de una amplia variedad de
microorganismos no exigentes (bacterias y hongos). Su composiciéon nutricional posee
péptidos, vitaminas, hidratos de carbono ademas del agente solidificante agar-agar derivado

de algas marinas (Zepeda, 2015).

2.7.3 Medio potato dextrose agar (PDA)

Medio no selectivo para el aislamiento de hongos filamentosos incluyendo de tipo
patégeno y levaduras. Su composicion nutricional se basa en carbohidratos, vitaminas y
azucares. Ademas, este puede ser suplementado con antibioticos para inhibir el crecimiento de
microorganismos no deseados. Este medio de cultivo se usa para monitorear la respuesta

metabolica bajo diferentes condiciones experimentales (Rodriguez et al., 2017).

2.8 Prueba de enfrentamiento dual

Es una técnica experimental que consiste en inocular de forma simultinea un
microorganismo fitopatogeno y un antagonista dentro de la misma placa en condiciones in vitro,
distanciados a una medida especifica para observar su interaccion directa. El objetivo principal
es evaluar el efecto inhibitorio del antagonista sobre el patdgeno, ya sea mediante competencia
por sustrato, produccion de metabolitos inhibitorios (antibiosis) o interaccion fisica
(micoparasitismo). Como ventaja principal permite establecer una preseleccion de

microorganismos benéficos previo aplicacion in situ (Martinez et al., 2014).
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

El presente trabajo de titulacion forma parte del proyecto externo denominado CIBE600-
2018: “Establecimiento, Conservacion y Preservacion de una Coleccion de Cultivos
Microbianos del Ecuador con fines de investigacion”. La metodologia empleada se llevo a
cabo en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) de la escuela superior
politécnica del Litoral (ESPOL) en el laboratorio de Bioseguridad nivel 2 (BSL-2) (Maridueia
etal., 2021).

3.1 Tipo de disefio: Exploratorio

Un disefio experimental de tipo exploratorio se enfoca en analizar, explorar un tema
poco estudiado o del que no existe informacion suficiente de manera cualitativa. Busca
identificar variables relevantes y recopilar informacion base para futuros estudios. No tiene
como objetivo final presentar conclusiones de manera objetiva, sino mas bien generar hipotesis
0 guias para investigaciones posteriores mas profundas (Mousalli-Kayat, 2015). Este disefio se
aplicard para explorar las interacciones entre microorganismos benéficos y patégenos asociados
al cultivo de banano, con énfasis en identificar cepas como estrategias de biocontrol para

experimentos futuros.

Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos benéficos segtin su fuente y ntimero de cepas.

Microorganismos y fuentes Total (nimero de cepas)
Bacterias extraidas del suelo antartico 25
Hongos provenientes del Bosque Protector Prosperina 6
Bacterias provenientes de la fermentacion del cacao 30

Tabla 2. Nombre cientifico de los patdgenos de banano estudiados y el nombre comun de

la enfermedad que producen.

Patogenos Nombre Comiin de la enfermedad
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Ralstonia solanacearum Moko
Pseudocercospora fijiensis Sigatoka Negra
Colletotrichum musae Antracnosis

Se realizard un ensayo preliminar con enfrentamientos multiples para los patdgenos:
Ralstonia solanacearum y Colletotrichum musae contra las cepas promisorias benéficas con el
fin de seleccionar los microorganismos con mejor desempeiio inhibitorio frente al patégeno
para su evaluacion final de caracter individual. En el caso del patdégeno Pseudocercospora
fijiensis, debido a sus prolongados tiempos de crecimiento, se realizara un unico enfrentamiento
de tipo multiple para evaluar la actividad inhibitoria. Cada ensayo final se realizara por

triplicado, garantizando la reproducibilidad de los resultados.

3.2 Reactivacion de microorganismos

3.2.1 Condiciones de siembra de microorganismos

Bacterias extraidas de la fermentacion del cacao

Para realizar la siembra de las bacterias extraidas de la fermentacion del cacao se
empleara Agar Tripticasa Soya (TSA) y para su incubacion se mantendran a 28°C por un

periodo de tiempo de 24 horas.

Bacterias antarticas

Se utilizdo medio TSA para la siembra de bacterias provenientes de suelos antarticos, se

incubaran a una temperatura de 4°C por un periodo de incubacion de 72 horas.

Bacteria patogena Ralstonia solanacearum

Para el cultivo de la bacteria fitopatogena Ralstonia solanacearum se emple6 el medio

Caseina-Peptona-Glucosa agar (CPG) y serdn incubadas durante 48 horas a una temperatura de 28°C.
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Hongos promisorios del Bosque Protector Prosperina y hongos patogenos

Los hongos por emplear durante los ensayos seran sembrados en Agar Papa Dextrosa (PDA) y

se incubaran a 28°C por un periodo de 7 dias.

3.2.2 Proceso de reactivacion de bacterias y hongos

Los microorganismos de la coleccion de cultivos microbianos seleccionadas se
encontraban conservadas mediante la técnica de ultracongelacion a -80 °C en crioviales que
contenian caldo yeast extract peptone dextrose (YPD) para hongos y caldo Luria-Bertani (LB)
para bacterias, ambos suplementados con glicerol al 20 %, para garantizar su viabilidad. Bajo
la metodologia de Rocha et al. (2019) se llevd a cabo la reactivacion de cada cepa en
condiciones estériles. Cada microorganismo fue sembrado bajo las condiciones estipuladas

segun sus caracteristicas (figura 6).

Tras obtener crecimiento del microorganismo en placa Petri, se inoculd el
microorganismo en 15 ml de caldo Luria-Bertani (LB) en tubos Falcon de 50 ml autoclavados.
Se aplicaron las mismas condiciones de temperatura y tiempo de incubacidén previamente

descritos para cada cepa.
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Figura 6. Proceso general de reactivacion de microorganismos (1) Extraccion de
microorganismos crioconservado a -80°C. (2) Toma de muestra con asa de siembra estéril. (3)
Siembra por estriado en medio de cultivo. (4) Incubacion en condiciones dptimas.

3.3 Metodologias para los enfrentamientos antagonicos preliminares y finales

3.3.1 Enfrentamientos preliminares Ralstonia solanacearum

R. solanacearum vs bacterias

Siguiendo el protocolo de Imanbayeva (2024) para el enfrentamiento de la bacteria patdgena
R. solanacearum frente a las bacterias benéficas, se empled la siguiente metodologia. En primer
lugar, se sembro la bacteria patdgena en toda la caja Petri utilizando un hisopo. Luego, se
realizaron cuatro huecos con el sacabocado en cuatro puntos de los extremos de las cajas, donde

se colocd 50 pul del inoculo de cada cepa bacteriana benéfica.

Bacteria
Patégena

. e

7

Figura 7. Evaluacion preliminar entre R. solanacearum frente a bacterias benéficas (1)
Siembra por estriado de bacteria patogena, (2) Preparacion de los pocillos, (3) Inoculacion de
la cepa benéfica.

Bacteria
Benéfica
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R. solanacearum vs hongos

Tomando como referencia la metodologia propuesta por Nysanth et al. (2022) se llevo
a cabo la siguiente metodologia para la evaluacion de la bacteria patdégena frente a los hongos
benéficos. Se realizo enfrentamientos duales. Para ello, se inoculd una linea central de 4 cm de
longitud de R. solanacearum. Seguido, se colocara un disco de micelio de cada hongo a una

distancia de 1.5 cm del borde de la placa de manera centrada frente al patogeno.

Figura 8. Ubicacion de microorganismos para el enfrentamiento preliminar de R.
solanacearum contra hongos benéficos.

3.3.2 Enfrentamientos finales de Ralstonia solanacearum

Se seleccionaran los microorganismos benéficos que demuestren un mejor halo de
inhibicion en el ensayo preliminar para realizar enfrentamientos individuales frente al patdogeno

siguiendo las metodologias mencionadas.

3.3.3 Enfrentamientos preliminares Colletotrichum musae

C. musae vs bacterias

Siguiendo la metodologia de Nysanth et al. (2022) en esta evaluacion, se inocula un disco de
agar del patogeno en el centro de la placa Petri empleando un sacabocados, mientras que las
bacterias benéficas se siembran trazando una linea paralela a 1.5 cm de distancia de cada lado

del hongo como se observa en la figura 9.
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Bacteria
1.5¢cm | Benéfica

Bacteria
Benéfica

Bacteria
Benéfica

Hongo Patégeno

Bacteria
1.5cm | genéfica

Figura 9. Ubicacion de los microorganismos para evaluacion del hongo patdgeno y bacterias
benéficas.

C. musae vs hongos

La metodologia fue modificada segun el protocolo descrito por Nysanth et al. (2022).
Durante la evaluacion de C. musae frente al agente benéfico, el hongo patdégeno se sembro en
el centro de la placa Petri, mientras que la cepa benéfica se inoculard en el extremo opuesto

manteniendo una distancia de 1 cm.

Figura 10. Ubicacion de los microorganismos para la evaluacion preliminar del hongo C.
musae, contra los hongos benéficos.



21

3.3.4 Enfrentamientos de Pseudocercospora fijiensis

Entre una de las principales caracteristicas morfologicas mas destacadas de P, fijiensis
(conocida de manera imperfecta como Mycosphaerella fijiensis) incluye un crecimiento tardio,
ademas el crecimiento del micelio se produce de manera compacta e irregular (no radial) en
condiciones in vitro (Rodriguez Garcia et al., 2005). Por lo tanto, se sembraron trozos del hongo
de 0.8 mm de didmetro en el centro de placas Petri utilizando el medio PDA, permitiendo su

crecimiento Optimo tres semanas antes previo al ensayo final.

P. fijiensis vs bacterias

Siguiendo la metodologia modificada descrita por Nysanth et al. (2022) a partir del eje
central de la placa Petri con el patdogeno sembrado, se midieron cuatro lineas radiales hacia el
exterior, a una distancia de 1.5 cm (figura 11). Sobre estas lineas, se sembr6 cada cepa benéfica.

Dicho ensayo fue realizado por triplicado.

Figura 11. Esquema del enfrentamiento de P. fijiensis contra bacterias benéficas.

P. fijiensis vs hongos

En este enfrentamiento se seguird la metodologia modificada de Nysanth et al. (2022)
que sugiere sembrar al patdgeno en un extremo de la placa a una distancia de 1.5 cm. Seguido,
se inocular un disco de micelio activo de cepa benéfica tomando la misma distancia hacia el

exterior, como se observa en la figura 12.
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Figura 12. Esquema del enfrentamiento de P. fijiensis contra hongos filamentosos.

3.4 Criterios de seleccion preliminar

La seleccion de cepas bacterianas y fungicas se evaluaran bajo criterios cualitativos y
de observacion directa, en placa Petri donde se refleje efecto antagonista o inhibitorio por parte
del microorganismo promisorio a partir de las 48 horas. Un ejemplo de este tipo de ensayo es
el realizado por Cesa et al. (2020) quien reporta halos de inhibicién simultdneos por parte de
bacterias productoras de compuestos antimicrobianos como Bacillus, Enterococcus,
Burkholderia frente a fitopatdgenos asociado a distintos cultivos como R. solanacearum y

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum agente causal de la gomosis en la cafa de azlcar.

3.5 Registro de datos

A partir de cada enfrentamiento final se llevaran tratamientos y controles por triplicado

registrando los siguientes parametros durante un periodo de 7 dias:

* Para Ralstonia solanacearum contra bacterias mediremos el didmetro del halo de
inhibiciéon en milimetros (mm) cuando esté presente empleando una regla y para su
enfrentamiento contra hongos se medira el diametro del hongo y la distancia desde el

borde micelial hasta la colonia bacteriana estriada de forma vertical.

* Para Colletotrichum musae contra bacterias mediremos el diametro del fitopatogeno
(mm) y la distancia desde el borde micelial hasta la colonia bacteriana seleccionada. En
el enfrentamiento hongo-hongo se mediré el diametro de crecimiento micelial de forma

horizontal de cada uno.
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* En el caso de Pseudocercospora fijiensis, se realizard un unico ensayo por triplicado
basado en los mismos criterios que el patdogeno C. musae tanto para bacterias antarticas,

fermentados de cacao y hongos del Bosque protector.

3.6 Analisis estadistico

Para el analisis preciso de los datos registrados durante el ensayo se realizaran pruebas que se
ajusten a la dispersion de los datos y segun las combinaciones de las metodologias empleadas

(bacteria - bacteria), (bacteria - hongo) y (hongo - hongo).

* Para el enfrentamiento del fitopatogeno R. solanacearum contra bacterias proveniente
de la fermentacion de cacao se aplicara la prueba t pareada para estimar los valores de
las cepas que presenten un mejor grado de significancia, considerando el valor de p <

0.05 en base a sus dias de enfrentamiento.

* Para el enfrentamiento C. musae enfrentadas contra bacterias proveniente de la
fermentacion de cacao se realizard una prueba ANOVA para evidenciar si existen

diferencias significativas entre las medias registradas por dia de evaluacion.

* Para enfrentamientos como C. musae contra hongos provenientes del Bosque protector
se evaluara un promedio de crecimiento y porcentaje de inhibicion del agente benéfico

sobre el fitopatogeno.

Todos estos analisis se respaldan con graficas visuales de cada enfrentamiento y su
respuesta en funcion del tiempo utilizando el programa R-Studio. Las evaluaciones que no

presenten resultados considerados favorables serdn justificadas de manera textual.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Resultados contra el patégeno Ralstonia solanacearum

4.1.1. Enfrentamiento de bacterias antarticas contra el patégeno R. Solanacearum

Enfrentamiento Preliminar

Durante la seleccion preliminar se reportaron 10 de las 25 cepas antarticas con presunta accion
inhibitoria Anexo 1. No obstante, estds presentan halos apenas perceptibles y fueron
seleccionadas con el proposito de explorar el didmetro de inhibicidon en su ensayo de

confrontacion final contra la bacteria R. solanacearum.
Enfrentamiento Final

La confrontacion final no report6 halo de inhibicién alrededor del pocillo de inoculaciéon como
podemos observar en la figura 13 entre la bacteria patogena Ralstonia solanacearum y las

bacterias extraidas del suelo antartico.

Figura 13. Ensayo de antagonismo entre cepas bacterianas antarticas y Ralstonia
solanacearum. Se observan las placas sembradas con R. solanacearum enfrentada a diferentes
cepas antarticas: (a) Leifsonia antartica, (b) Chryseobacterium sp., (c) Psychrobacter
glacincola, (d) Pseudomonas brenneri, (€) Filibacter sp. y (f) Pseudomonas psychrophile,
inoculadas en el centro.
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Al ser microorganismos provenientes de ecosistemas de bajas temperaturas y
condiciones de estrés ambiental especificas su expresion metabolica se ve limitada por la
ausencia de estas (Jorge et al., 2019). Estudios indican que R. solanacearum posee una
resistencia muy marcada a diversos agentes antimicrobianos debido a su compleja regulacion
genética y a su capacidad para formar biopeliculas, lo que podria haber contribuido a su
prevalencia frente a las bacterias antarticas (Alvarez et al., 2022). La falta de competencia
natural, e interaccion con comunidades microbianas, podrian ser factores que limiten su
actividad metabdlica antagonista en condiciones artificiales (Patry, 2021). Los resultados
obtenidos subrayan la relevancia de optimizar las condiciones experimentales y de llevar a cabo
pruebas complementarias para una evaluacion exhaustiva del potencial biotecnologico de las

bacterias antarticas en su interaccion con fitopatogenos, tales como R. solanacearum.

4.1.2 Enfrentamiento de bacterias extraidas de la fermentacion del cacao contra el patogeno

R. Solanacearum

Enfrentamiento preliminar

Tras la evaluacion preliminar siguiendo el criterio de inclusién de Antonia Vazquez et
al (2022), se seleccionaron 9 cepas de bacterias fermentadoras de cacao que presentaron un halo
de inhibicién en el enfrentamiento realizado contra el patdogeno Ralstonia solanacearum. Los

detalles especificos de estas cepas se encuentran en el Anexo 3.
Enfrentamiento final

En el enfrentamiento entre R. solanacearum y bacterias provenientes de la fermentacion
de cacao, se observa actividad inhibitoria. Se realizé la comparativa de los didmetros entre el

dia uno y el dia 3 debido a que este fue el dia en el que present6 el mayor nivel de inhibicion.

Mediante las pruebas de t-Student pareadas realizadas pudimos reconocer que las
bacterias Acetobacter ghanensis y Bacillus cereus presentan una diferencia significativa entre
su primer y tercer dia de medicidon pues su valor de p es menor a 0.05 de acuerdo con Kain y
MacLaren (2007). Esto quiere decir que existe una diferencia entre la medida del halo de
inhibicidn de estas bacterias entre el dia uno y tres, es decir que estas bacterias alcanzaron su
fase estacionaria, donde de presentan una mayor cantidad de metabolitos que inhiben el

patogeno, el dia tres (tabla 3), las demas bacterias evaluadas no presentaron valores
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significativos en su comparacion a lo largo de los dias, lo que quiere decir que su nivel de

inhibicidn se mantuvo similar a lo largo de los dias (Falconi et al., 2023).

Tabla 3. Bacterias con valores significativos

Bacteria Valor p

Acetobacter ghanensis 0.001476

Bacillus cereus 0.0004723

Se realizo la comparacion del didmetro de inhibicion alcanzado entre el dia uno y el dia
tres para determinar cudles de estas bacterias presentan una mayor inhibicion y por ende mayor
potencial de ser empleadas para el control del patdgeno Ralstonia solanacearum. En las graficas
de barras comparativas (fig. 14 y 15) se puede observar el didmetro de inhibicion que
presentaron el dia uno y tres, y las bacterias que demostraron mejor potencial de inhibicion
(tabla 2). Multiples bacterias presentaron una inhibicion que ronda los 20 mm de didmetro. De
acuerdo con la literatura en enfrentamientos contra Ralstonia se suele considerar un didmetro
de entre 15 mm y 20 mm una inhibicidn alta, lo que sugiere que los resultados obtenidos por
algunas cepas son considerados competitivos (Mukeshambala et al., 2024).

Tabla 4. Diametros de inhibicion al tercer dia del enfrentamiento de R. solanacearum frente a
bacterias fermentadoras de cacao.

Nivel de Bacterias de la fermentacion del Halo de inhibicion en el tercer dia de
inhibicion cacao crecimiento (mm)
Bacillus altitudinis 23.00
Bacillus amyloliquefaciens 21.67
Alto Bacillus licheniformis 20.50
Bacillus siamensis 21.00
Lactiplantibacillus fabifermentans 23.00
Bacillus cereus 15.33
Acetobacter sp. 17.33
Moderado
Bacillus velezencis 15.33

Ralstonia sp. 17.00
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Bacteria

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis

Bacillus siamensis
Lactiplantibacillus fabifermentans
Bacillus cereus

Acetobacter sp.

Bacillus velezencis

Ralstonia sp.

Figura 14. Medida del halo de inhibicion obtenida el dia uno en el enfrentamiento de las

bacterias fermentadoras de cacao para el control de R. solanacearum.

Diametro del halo (Promedio)

n
o

o

o

o

o

Dia 3: Diametro del halo

Bacteria

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis

Bacillus siamensis
Lactiplantibacillus fabifermentans
Bacillus cereus

Acetobacter sp.

Bacillus velezencis

Ralstonia sp.

Figura 15. Medida del halo de inhibicion obtenida el dia tres en el enfrentamiento de /as

bacterias fermentadoras de cacao para el control de R. solanacearum.

Entre las bacterias evaluadas como agentes de biocontrol de R. solanacearum

encontramos especies como Lactiplantibacillus fabifermentans, que a pesar de que se han

realizado estudios con bacterias del mismo género esta seria la primera vez que se reporta

actividad inhibitoria por parte de Lactiplantibacillus fabifermentans contra R. solanacearum.

4.1.3 Enfrentamiento de los hongos benéficos extraidos del Bosque protector Prosperina contra

el patogeno R. Solanacearum

Enfrentamiento Preliminar

El enfrentamiento de hongos filamentosos extraidos del Bosque Protector Prosperina

contra la bacteria patégena R. Solanacearum demostraron el potencial inhibitorio de dos hongos
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pertenecientes al género Trichoderma. El criterio de seleccion consistio en evaluar de forma
visual si el hongo benéfico rodeaba o sobrepasaba la bacteria patégena debido a que en la
literatura cuando el hongo benéfico recubre a la bacteria patdgena y frena su crecimiento se
considera que el hongo posee capacidad inhibitoria contra el patogeno (Pico Rosado et al.,

2024). Las especies en fueron Trichoderma inhamatum y Trichoderma spirale.
Enfrentamiento final

Frente al patogeno R. solanacearum se evaluaron dos hongos benéficos extraidos del
suelo de Bosque Protector Prosperina seleccionados durante la fase preliminar; ambos del

género Trichoderma (Anexo 5).

En el enfrentamiento de Trichoderma inhamatum se evalu6 el didmetro micelial del
hongo benéfico en presencia del patdégeno R. solanacearum, y el didmetro micelial de T
inhamatum en solitario. Se compararon dichos didmetros a lo largo de cuatro dias, cuando el
hongo recubrié todo el espacio de la caja Petri. Estas medidas se encuentran reportadas en la
tabla 5. Ademas, en la figura 16 se aprecia que el hongo llegd a su crecimiento méximo en
enfrentamiento y en solitario con la diferencia de que el hongo que control6 al patéogeno tardod
un dia mas en hacerlo. Trichoderma inhamatum recubri6 la bacteria patdgena e inhibid su

crecimiento al rodearla como se observa en la figura 18 especificamente en el literal d.

Tabla 5. Evaluacion de 7. inhamatum en respuesta antagonica frente a R. solanacearum

Diametro del micelio de 7richoderma inhamatum (mm)

Cepa Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
D1amet?o Ralstonia 28.33 53,67 55 85
con T inhamatum
Didmetro control 3333 76,33 85 85

Tinhamatum

Nota. Se midi6 el diametro del hongo promisor 7. inhamatum en el enfrentamiento in

vitro con R. solanacearum y el diametro de este mismo hongo promisor en un control sin la
presencia del patogeno.
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Comparacién del diametro del micelio de Trichoderma inhamatum
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Figura 16. Grafica de barras comparativa del didmetro del control (micelio de
Trichoderma inhamatum solo) y el diametro de Trichoderma inhamatum en el enfrentamiento
contra Ralstonia solanacearum.

Trichoderma spirale presentd resultados similares a Trichoderma inhamatum
recubriendo por completo la caja Petri el dia cuatro y frenando el crecimiento de R.
solanacearum. Para este microorganismo tanto el control (7richoderma spirale en solitario)
como el tratamiento de Trichoderma spirale junto a la bacteria patdgena alcanzaron su
crecimiento maximo el dia cuatro (tabla 6 y figura 17). Podemos observar el recubrimiento

de esta bacteria en la figura 18 en el literal a.

Tabla 6. Evaluacion de respuesta antagdnica de 7. spirale frente a R. solanacearum

Diametro del micelio de 7Trichoderma spirale (mm)

Cepa Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Dzametffo conT. 17.33 26,67 54 85
spirale
Diametro control 7. 18,33 31 54 85

spirale

Nota. Se midio el didmetro del hongo promisor 7. spirale en el enfrentamiento in vitro
con R. solanacearum y el diametro de este mismo hongo promisor en un control sin la presencia
del patdgeno.
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Comparacién del diametro del micelio de Trichoderma spirale
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Figura 17. Gréafica de barras comparativa del diametro del control (micelio de Trichoderma spirale
solo) y el didmetro de Trichoderma spirale en el enfrentamiento.

Esta inhibicién se podria atribuir a que se ha reportado que los hongos del género
Trichoderma cuentan con mecanismos directos e indirectos de biocontrol como la competencia
por nutrientes, antibiosis o la induccion de resistencia sistémica, incluso se ha reportado
micoparasitismo mediante enzimas que degradan las paredes celulares de patdgenos y
compuestos bioactivos que inhiben el crecimiento de patdgeno (Benitez et al., 2004; Hamid et
al., 2024; Junior et al., 2023). Estos hallazgos van de la mano con multiples estudios en los
cuales se ha empleado 7richodermas para el control de este mismo patdogeno Ralstonia
solanacearum, confirmando una vez mas el gran potencial de estos hongos como agentes de
biocontrol de fuertes patdgenos como lo es R. solanacearum (Pico Rosado et al., 2024)(Vargas

Baquero et al., 2020).
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Figura 18. Enfrentamiento individual contra R. solanacearum in vitro. (A) Trichoderma
spirale, (B) Control Trichoderma spirale, (D) Trichderma inhamatum, (D) Control Trichderma
inhamatum.

4.2 Resultados contra el patégeno Colletotrichum musae
4.2.1 Enfrentamiento de bacterias benéficas antarticas contra el patogeno  Colletotrichum

musae
Enfrentamiento Final

En la evaluacion individual, se seleccionaron nueve de las veinticinco cepas antarticas
para enfrentamientos individuales con el proposito de evidenciar un mejor desempeiio frente al
fitopatogeno C. musae. Sin embargo, no se reportd un efecto inhibitorio por parte del agente

benéfico tabla 7.
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Tabla 7. Evaluacidn cualitativa del efecto inhibitorio en bacterias antarticas frente a C.
musae

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio

Positivo (+)  Negativo (-)

Pseudomonas fluorescens -

Pseudomonas yamanorum -

Filibacter sp. -

Pseudomona rhodesiae -

Lo Streptomyces nojiriensis _
Suelo antartico ptomy J

Pseudomonas -
Frederickbergensis

Pseudomonas sp. -

Pseudomonas caspiana -

Pseudomonas kitaguniensis -

C. musae mostrd un crecimiento paralelo a su control creando una disminucion diaria
de la distancia hacia la bacteria en milimetros hasta alcanzar cero, logrando cubrir por completo
la bacteria a partir del cuarto dia de evaluacion. Existen géneros especificos que han reportado
inhibicion en confrontaciones siguiendo la misma metodologia. Santos et al. (2020) evalu6 la
respuesta antagonica de actinobacterias frente a los fitopatdgenos Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, entre otros. El género Arthrobacter fue el principal antagonista gracias a la
produccion de antibidticos logrando alcanzar un 53%. También recalca la importancia del
medio, puesto que ciertos mecanismos se manifiestan dependiendo del sustrato, un factor a

considerar en futuros ensayos.
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Figura 19. Enfrentamiento entre C. musae y cepas antarticas al cuarto dia de incubacion
en medio de cultivo. Se presentan imagenes tomadas desde la parte superior e inferior de la
misma placa Petri para observar la interaccion entre los microorganismos. (A) Pseudomona
yamanorum vista desde la parte superior de la placa, (B) Pseudomona yamanorum vista desde
la parte inferior. (C) Pseudomona kitaguniensis vista desde la parte superior de la placa, (D)
Pseudomona kitaguniensis vista desde la parte inferior, (E) Streptomyces norijiensis vista desde
la parte superior de la placa y (F) Streptomyces norijiensis vista desde la parte inferior.

4.2.2 Enfrentamiento de bacterias benéficas extraidas de la fermentacion del cacao contra

el patégeno Colletotrichum musae
Enfrentamiento Preliminar

En el enfrentamiento multiple de bacterias antarticas frente a C. musae, un indicador
clave para determinar actividad antagonista es observar una distancia definida entre ambos
microorganismos, es decir, inhibicidon por parte de la cepa promisoria. Este criterio se establecid
con base en los lineamientos descritos por Suasnavas (2017). La tabla de bacterias

seleccionadas se encuentra en el Anexo 9.
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Enfrentamiento Final

Se realiz6 una prueba ANOVA para evaluar el valor de significancia de las mediciones
realizadas en este enfrentamiento, se empled el software informatico RStudio. Ademas, se

realizo la prueba de Tukey para evaluar el valor de significancia entre cada bacteria y el control.

Tabla 8. Valores de significancia de la prueba estadistica ANOVA

Fuente de variacion Valor p
Bacteria <0.001

Dia <0.001
Bacteria:Dia <0.001

Los valores p corresponden a <0.001 (tabla 8), por este motivo se considera que los
valores son significativos. Se realizo la prueba de Tukey para comparar la significancia de cada

bacteria promisoria frente al control de C. musae (tabla 9).

Tabla 9. Valores p de la prueba de Tukey

Comparacion p-valor

Bacillus sp. - Control <0.0001
Lactiplantibacillus fabifermentans - Control <0.0001
Lactiplantibacillus plantarum - Control <0.0001

Los valores p obtenidos en la tabla 9 demuestran que hubo una diferencia significativa
entre cada bacteria y el control de C. musae. Se puede observar en la figura 20 la diferencia del
promedio del hongo patégeno C. musae cuando es confrontado con las bacterias fermentadoras

de cacao con el didmetro de este patogeno al ser sembrado sin presencia de dichas bacterias.
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Comparacion de diametros de C. musae en cada tratamiento

Bacteria B3 Lactiplantibacillus plantarum E3 Lactiplantibacillus fabifermentans E3 Bacillus sp. E3 Control C. musae

2]
o

(2]
o

N
o

N
o

.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Control C. musae

Tratamiento

Figura 20. Grafica de cajas y bigotes del didmetro de C. musae enfrentado por las bacterias

fermentadoras de cacao y el control (C. musae en solitario).

Figura 21. Enfrentamiento C. musae contra bacterias fermentadas de cacao. (A)
Lactiplantibacillus plantarum vista desde la parte superior de la placa, (B) Lactiplantibacillus
plantarum vista desde la parte inferior, (C) Bacillus sp. (D) Bacillus sp. vista desde la parte
inferior, (E) Lactiplantibacillus fabifermentans vista desde la parte superior de la placa, (F)
Lactiplantibacillus fabifermentans vista desde la parte inferior. Se observa una zona clara de
inhibicion del fitopatdgeno en presencia de las bacterias antagonistas.
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4.2.3 Enfrentamiento de los hongos benéficos extraidos del Bosque protector Prosperina contra

el patégeno Colletotrichum musae
Enfrentamiento preliminar

En la seleccion preliminar se analizé de forma cualitativa el comportamiento de cada
cepa con presunta actividad antagonista y se seleccionaron para el enfrentamiento final aquellos
hongos del Bosque protector Prosperina que evidenciaron una respuesta de interaccion fisica o
competencia de nutrientes inhibiendo el crecimiento de C. musae (Martinez et al., 2014). Las

cepas de hongos promisorios seleccionados se encuentran detallado en el anexo 11 y 12.

Enfrentamiento final

En la fase preliminar gran parte de los hongos no mostraron actividad antagonista,
evidenciando crecimiento micelial por parte de Colletotrichum musae. La cepa seleccionada

para la fase final fue Trichoderma inhamatum.

Tabla 10. Evaluacion de respuesta antagonica de 7. inhamatum frente a C. musae

Diametro del micelio de C. musae (mm) Cepa Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia$

[1] L hilvt s b A |
. e . . o 1MMMoIc1oNn ac
crecimiento micelial

Didmetro con

. 11,5 13 27,6 39 39 54,11
T inhamatum
Diametro
control 12,6 32,6 49,6 71,6 85
C. musae

Los resultados muestran diferencias significativas en el crecimiento de C. musae en
presencia de 7. inhamatum en comparacion con su control. El promedio del didmetro de
crecimiento se calculo a partir de los valores obtenidos a diario por cada réplica (R1, R2, R3).
Su control alcanzé 71,6 mm en el dia 4, mientras que en presencia de T. inhamatum, el
crecimiento se freno, alcanzando solo 39 mm al dia 4. A partir del dia 5, su micelio cubrié por

completo al fitopatdgeno como se observa en la figura 22.
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Promedio de diametros de C. musae en enfrentamiento
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Dia de medicién

Figura 22. Grafico de barras del didmetro del patégeno C. musae contra 7. inhamatum 'y
control a lo largo del tiempo (Dia 1 a Dia 5).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial total al dia 5 que ejercio 7.
inhamatum sobre C. musae alcanz6 un valor mayor al 50%, reportando una alta capacidad
antagonica similar a los resultados reportados en el estudio de Caneloriguez et al. (2017), quien
evaluo Trichoderma harzianum para el control del hongo fitopatdgeno Sclerotium rolfsii agente
causal del Tizon en cultivos de Aloe vera L. obteniendo valores entre un 50 a 90 % de inhibicion.
La versatilidad del género Tricohderma no solo actiia contra fitopatégenos del cultivo de
banano, potenciando su versatilidad de aplicacion para el control de enfermedades en cultivos

de alto valor agroecondémico.

Figura 23. (A) Colonizacion de 7. inhamatum contra C. musae, (B) Control C. musae durante
el quinto dia de evaluacion.
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Los hongos del género Trichoderma han sido estudiados por su capacidad para secretar
gran variedad de metabolitos secundarios durante su fase estacionaria. Entre estos compuestos
se encuentran los peptaiboles, que destruyen las membranas celulares, y la gliotoxina, asociado
a la interferencia de respiracion celular generando como resultado sefiales quimicas capaces de

inhibir el desarrollo de organismos patégenos (Conrado Meyer et al., 2022, pp. 182-210).

4.3 Resultados contra el patégeno Pseudocercospora fijiensis
4.3.1 Enfrentamiento de bacterias de bacterias antarticas benéficas contra el patogeno

Pseudocercospora fijiensis

Las 25 bacterias aisladas de suelos antarticos no lograron reportar capacidad inhibitoria
frente al fitopatogeno P. fijiensis. Durante los ensayos se registrd un crecimiento continuo del

diametro del patdgeno en milimetros dentro de las cajas Petri, reportado en la tabla 11.

Tabla 11. Evaluacion cualitativa del efecto inhibitorio en bacterias antarticas frente a
P. fijiensis

Procedencia Grupo Cepas Efecto Inhibitorio

Positivo

+) Negativo (-)

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas paraversuta -
1 Janthinobacterium sp.
Filibacter sp.

Arthobacter sp.
Janthinobacterium lividium -
2 Ralstonia pickettii
Leifsonia antartica

Pseudomona numensis
Janthinobacterium tructae -
3 Pseudomonas silesiensis
Chryseobacterium sp.

Arthobacter livingstonensis
Rhodoccus sp. -
Suelo Pseudomonas sp.
Antartico Pseudomonas kitaguniensis

5 Psychrobacter glacincolaPseudomona rhodesiae
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Streptomyces nojiriensis
Pseudomonas brenneri

Pseudomonas caspiana

6 Pseudomonas psychrophilaPseudomonas yamanorum

Pseudomonas antartica

7 frederickbergensisPseudomonas -

La ausencia de actividad biocontroladora reportada podria estar asociada a factores
como produccion insuficiente de metabolitos secundarios bajo las condiciones establecidas en
las pruebas in vitro, limitando la manifestacion y eficacia de los compuestos bioactivos frente
al patogeno (Cruz-Martin et al., 2022). Ademads, la competencia nutricional de ambos
microorganismos en el medio de cultivo pudo influir en la actividad metabdlica de las bacterias

benéficas (Cotes et al., 2018).

Figura 24. Ausencia de interaccion observable entre Sigatoka negra y cepas antarticas
después de 4 dias de incubacion a 28°C en diferentes configuraciones en sentido de las
manecillas del reloj, comenzando desde la posicion superior (A) Pseudomonas fluorescen,
Pseudomonas paraversuta, Janthinobacterium sp. y Filibacter sp., (B) Arthobacter
livingstonensis, Rhodoccus sp., Pseudomonas sp. y Pseudomonas kitaguniensis, (C)
Pseudomonas  numensis, Janthinobacterium tructae, Pseudomonas silesiensis 'y
Chryseobacterium sp.
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En cepas de ambientes extremofilos es posible que las condiciones experimentales llevadas a
cabo en el ensayo no fueron lo suficientemente favorables para la sintesis de compuestos bioactivos.
Esto puede atribuirse a su adaptacion a temperaturas cercanas a los 0 °C, propias de su nicho ecoldgico
(Goordial et al., 2019). En particular, P. fijiensis presenta una alta demanda nutricional de compuestos
especificos, como hidratos de carbono y aminoacidos esenciales debido a su lento desarrollo micelial
dando como resultado una baja disponibilidad para las bacterias (Marcano et al., 2024). Estos

enfrentamientos resaltan la complejidad de las interacciones de competencia entre microorganismos.

4.3.2 Enfrentamiento de bacterias benéficas extraidas de la fermentacion del cacao
contra el patégeno Pseudocercospora fijiensis

Las 30 cepas provenientes de fermentados de cacao no lograron demostrar indicios de
inhibicion hacia el patégeno de P, fijiensis. Este mantuvo un crecimiento constante durante el

periodo de evaluacion de siete dias sin presentar alteraciones visibles en su desarrollo micelial.

Tabla 12. Evaluacion cualitativa del efecto inhibitorio en bacterias de cacao frente a P. fijiensis

Procedencia Grupo Cepas Efecto inhibitorio

Positivo  Negativo

(@) ¢)

Acetobacter ghanensis
Acetobacter papayae X
1 Acetobacter pasteurianus
Bacillus altitudinis

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus cereus X
2 Bacillus licheniformis
Bacillus siamensis

Bacillus sp.
Lactiplantibacillus fabifermentans X
3 Priestia megaterium
Acetobacter oryzoeni

Bacillus paramycoides

4 Acetobacter tropicalis X
Fermentados

de cacao
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Staphylococcus capitis
Bacilus subtilis

Paenibacillus vulneris

Paenibacillus acanthi X
Liquoribacillus mali

Brevibacillus formous

Lactobacillus plantarum
Levilactobacillus brevis X

Acetobacter sp.
Bacillus velezencis

Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc
7 pesudonomesenteroides X
Paenibacillus yunnansis

Ralstonia sp.
Sphingomonas panni

Staphylococcus epidermis
Nota. P_fijiensis mantuvo un crecimiento constante durante el periodo de evaluacion de
siete dias sin presentar alteraciones visibles en su desarrollo micelial.
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Figura 25. Ausencia de inhibicion observable entre Sigatoka negra y bacterias
obtenidas de la fermentacion de cacao después de 4 dias de incubacion a 28°C en diferentes
configuraciones en sentido de las manecillas del reloj, comenzando desde la posicion superior:
(A) Acetobacter ghanensis ,Acetobacter papayae Acetobacter pasteurianus y Bacillus
altitudinis, (B) Paenibacillus vulneris, Paenibacillus acanthi, Liquoribacillus mali y
Brevibacillus formous, (C) Lactobacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Acetobacter sp.
y Bacillus velezencis (D) Bacillus paramycoides, Acetobacter tropicalis, Staphylococcus capitis
y Bacillus subtilis.

4.3.3 Enfrentamiento de los hongos benéficos extraidos del Bosque protector Prosperina contra

el patégeno Pseudocercospora fijiensis
Enfrentamiento final

Durante la evaluacion del enfrentamiento final entre hongos filamentosos aislados del
Bosque Protector Prosperinay P. fijiensis, tres de las seis cepas evaluadas demostraron actividad
antagonica frente al fitopatdogeno tabla 13. Este efecto se evidencié mediante el freno del
crecimiento en el diametro del agente patdgeno en comparacion con el control a partir del cuarto
dia. El promedio del didmetro de crecimiento fue calculado a partir de los valores diarios

registrados para cada réplica.

Tabla 13. Evaluacién de respuesta antagénica de hongos benéficos frente a P. fijiensis

Diametro del micelio de P. fijiensis (mm)

Cepa Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Diametro con 7. 18.5 19,5 19,5 20
inhamatum
Diametro con 15

Absidia sp. 15 15,5 16
Diametro con 17.5 19,5 19,5 19,5

T. spirale
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Diametro control
P. fijiensis 21,3 23 233 24,3

Durante la evaluacion del enfrentamiento final entre hongos filamentosos aislados del
Bosque Protector Prosperinay P. fijiensis, tres de las seis cepas evaluadas demostraron actividad
antagodnica frente al fitopatogeno. Este efecto se evidencid mediante el freno del crecimiento en
el diametro del agente patdgeno en comparacion con el control a partir del cuarto dia,
manteniéndose constante hasta el final del periodo de evaluacion esto se encuentra representado
en la figura 27, en el grafico se observa el progreso de los tres tratamientos, es decir, los hongos

benéficos T. inhamantum, T. spirale y Absidia sp.

Absidia sp. Trichoderma spirale Trichoderma inhamatum

Figura 26. Interaccion in vitro entre P. fijiensis y hongos T.inhamatum, T. spirale y Absidia sp.
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Comparacion de diametros de los hongos benéficos frente a la sigatoka
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£
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Dia de medicién

Figura 27. Grafico de barras del didmetro del patdogeno P. fijiensis en presencia de hongos
antagonistas y su didmetro en el control.

Las cepas benéficas podrian haber implementado un mecanismo de micoparasitismo
mediante el desarrollo de hifas con estructuras especializadas, conocidas como apresorios, y la
secrecion de enzimas hidroliticas que funcionaron inhibiendo el crecimiento normal del

fitopatdgeno (Conrado Meyer et al., 2022, pp. 182-210).
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Capitulo 5

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusion

Los enfrentamientos realizados presentaron resultados variados dependiendo de la cepa
promisoria y el patégeno enfrentado. De los 61 microorganismos aplicados se obtuvo una
respuesta eficiente alrededor del 30%. Las bacterias extraidas del proceso fermentativo del
cacao siendo Bacillus sp, Bacillus altitudinis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
licheniformis, Bacillus siamensis, Lactiplantibacillus fabifermentans, Lactiplantibacillus
plantarum, Bacillus cereus, Acetobacter sp., Bacillus velezencis, Ralstonia sp. fueron las que
causaron mayor inhibiciéon a los patégenos R. solanacearum y C. musae. En el caso del
patogeno P, fijiensis el grupo de microorganismos que presentd actividad antagonista fueron los
hongos filamentosos encontrados en el Bosque Protector Prosperina. En este ensayo las cepas
Trichoderma inhamatum, Trichoderma spirale y Absidia sp. lograron frenar el crecimiento de
la sigatoka (P, fijiensis). Ademas, las Trichodermas evaluadas demostraron ser efectivas en el
control de la bacteria patogena R. solanacearum, frenando su crecimiento al rodearla por

completo.

Los microorganismos aislados de suelos antarticos no presentaron actividad antagonista
frente a los fitopatogenos evaluados, por lo que no se perfilan como la opcidon mas viable para
bioinsumos en climas tropicales. Sin embargo, dado que estas bacterias son de naturaleza
psicrofilo, su potencial bioactivo podria estar limitado por temperaturas elevadas de climas
tropicales. No obstante, podrian ser considerados alternativas prometedoras contra patdgenos
que se desarrollan en climas frios y otros factores de estrés abiotico especificos de los

ecosistemas antarticos.

En nuestros resultados preliminares multiples microorganismos mostraron mejores
efectos inhibitorios que durante su evaluacion final, atribuimos esto a que durante la evaluacion
preliminar actuaban multiples microorganismos en la inhibicion del patogeno, demostrando el
potencial de estos como posibles candidatos para la elaboracidén de consorcios para el control

de fitopatogenos.

Para concluir, aquellos géneros de hongos y bacterias que reportaron eficiencia se

plantean como futuras alternativas sostenibles y ecoldgicas para el control de fitopatogenos,
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logrando generar beneficios al sector agricola al reducir la dependencia de agroquimicos. Estos
hallazgos fomentan la investigacion cientifica especializada, abriendo nuevas oportunidades

para el disefio de bioinsumos innovadores.

5.2 Recomendaciones

Durante la seleccion preliminar de agentes de biocontrol, se recomienda realizar
enfrentamientos in vitro de forma multiple para evaluar la posibilidad de la produccién de
consorcios con estos microorganismos promisorios y de forma individual para evidenciar si

existe una respuesta antagonista mas concreta.

Considerar nuevos parametros de evaluacion como la concentracion Optima de las
bacterias promisorias en futuros ensayos, ya que este factor puede influir en su eficacia de

respuesta antagonica frente a fitopatdogenos.

Se recomienda que en futuros ensayos se realice la determinacidn de metabolitos
producidos por los microorganismos promisorios, con el fin de determinar a qué compuestos se

les atribuye la capacidad inhibitoria.
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Anexos

Anexo 1. Seleccion preliminar de cepas bacterianas antarticas contra R. Solanacearum.

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio

Positivo (+) Negativo (-

Arthobacter livingstonensis ) X X
Arthobacter sp.
Chryseobacterium sp. X X
Filibacter sp X X
Janthinobacterium lividium
Janthinobacterium tructae X X
Leifsonia antartica
Pseudomonas antartica X X
Pseudomonas brenneri
Pseudomonas caspiana X X
Pseudomonas fluorescens X
Pseudomonas frederickbergensis

Janthinobacterium sp

Suelo Antartico
Pseudomona rhodesiae X
Pseudomonas sp. X
Pseudomonas yamanorum X
Psychrobacter glacincola X
Ralstonia pickettii X
Rhodoccus sp X
Streptomyces nojiriensis X
Streptomyces sp X
Pseudomonas kitaguniensis X
Pseudomonas paraversuta X
Pseudomonas psychrophila X

Pseudomonas silesiensis X



Pseudomona numensis

60

Anexo 2. Confrontacion preliminar de bacterias antarticas contra R. solanacearum en
placa Petri. (a) Pseudomonas yamanorum, (b) Arthobacter livingstonensis, (c) Pseudomonas
paraversuta, (d) Pseudomonas caspiana, (¢) Pseudomona rhodesiae (f) Pseudomonas

silesiensis, (g) Pseudomonas sp., (h) Filibacter sp.

Anexo 3. Seleccion preliminar de cepas bacterianas fermentados de cacao contra R.

Solanacearum
Procedencia Cepa Efecto inhibitorio
Positivo (+) Negativo (-)
Acetobacter ghanensis X
Acetobacter papayae X
Acetobacter pasteurianus X
Bacillus altitudinis X
Bacillus amyloliquefaciens X
Bacillus cereus X
Bacillus licheniformis X
Fermentados de Bacillus siamensis X
cacao
Bacillus sp. X



Lactiplantibacillus fabifermentans
Priestia megaterium
Acetobacter oryzoeni

Bacillus paramycoides

Acetobacter tropicalis
Staphylococcus capitis
Bacilus Subtilis
Paenibacillus vulneris
Paenibacillus acanthi
Liquoribacillus mali
Brevibacillus formous
Lactobacillus plantarum
Levilactobacillus brevis
Acetobacter sp.
Bacillus velezencis
Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc pesudonomesenteroides
Paenibacillus yunnansis
Ralstonia sp.
Sphingomonas panni

Staphylococcus epidermis
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Anexo 4. Confrontacion preliminar de bacterias fermentadas de cacao contra R.
solanacearum en placa Petri. (a) Paenibacillus vulneris, (b) Acetobacter tropicalis, (¢) Bacillus
Subtilis, (d) Staphylococcus capitis, (e) Bacillus sp. (f) Staphylococcus capitis, (g)Bacillus

siamensis, (h) Bacillus licheniformis. Se observa con detalle la formacion de halos de inhibicion
a las 48 horas de ensayo.

Anexo 5. Seleccion preliminar de hongos filamentosos del Bosque protector Prosperina contra
R. Solanacearum.

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio
Positivo (+) Negativo (-)
Talaromyces liani X
Trichoderma inhamatum X
Absidia sp. X
Hongos Bosque ) ]
protector Trichoderma spirale X
Cladosporium cladosporioides X

Gongronella butleri X
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Anexo 6. Confrontacion dual de hongos del Bosque protector Prosperina contra R.
solanacearum en placa Petri durante el quinto de ensayo. (a) Cladosporium cladosporioides,
(b)Trichoderma spirale, (c) Absidia sp., (d) Gongronella butleri.

Anexo 7. Seleccion preliminar de cepas bacterianas antérticas contra C. musae.

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio
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Arthobacter livingstonensis
Arthobacter sp.
Chryseobacterium sp.
Filibacter sp.
Janthinobacterium lividium
Janthinobacterium tructae
Leifsonia antartica
Pseudomonas antartica
Pseudomonas brenneri
Pseudomonas caspiana
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas frederickbergensis
Janthinobacterium sp.

Pseudomona rhodesiae
Pseudomonas sp.

Suelo Antartico
Pseudomonas yamanorum

Psychrobacter glacincola
Ralstonia pickettii
Rhodoccus sp.

Streptomyces nojiriensis

Streptomyces sp. Pseudomonas
kitaguniensis

Pseudomonas paraversuta
Pseudomonas psychrophila
Pseudomonas silesiensis

Pseudomona numensis

Positivo (+)

X X

X X

Negativo (-
)X x

X

X X

X X
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Anexo 8. Enfrentamiento preliminar en placa Petri situando a C. musae en el centro frente a
cepas antarticas en el cuarto dia de incubacion. (a) Leifsonia antartica, (b)
Psychrobacter glacincola, (c) Pseudomona numensis 'y (d) Pseudomonas frederickbergensis.
Se logra observar recubrimiento micelial por parte del patégeno sobre Leifsonia antartica,
Psychrobacter glacincola y Pseudomona numensis mientras que existe respuesta por parte de

Pseudomonas frederickbergensis.

Anexo 9. Seleccion preliminar de cepas bacterianas fermentadas de cacao contra C. musae.

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio
Positivo (+) Negativo (-)
Acetobacter ghanensis X
Acetobacter papayae X
Acetobacter pasteurianus X
Bacillus altitudinis X
Bacillus amyloliquefaciens X
Bacillus cereus X
Bacillus licheniformis X
Fermentados de

cacao Bacillus siamensis X



Bacillus sp.

Lactiplantibacillus fabifermentans

Priestia megaterium
Acetobacter oryzoeni
Bacillus paramycoides
Acetobacter tropicalis
Staphylococcus capitis
Bacilus Subtilis
Paenibacillus vulneris
Paenibacillus acanthi
Liquoribacillus mali
Brevibacillus formous
Lactobacillus plantarum
Levilactobacillus brevis
Acetobacter sp.
Bacillus velezencis
Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc pesudonomesenteroides
Paenibacillus yunnansis
Ralstonia sp.
Sphingomonas panni

Staphylococcus epidermis

66



67

Anexo 10. Confrontacion dual de bacterias fermentados de cacao contra C. musae situado

en el centro de la placa Petri durante el cuarto dia de incubacion. (a) Priestia megaterium y
(b)Bacillus amyloliquefaciens.

Anexo 11. Seleccion preliminar de hongos filamentosos del Bosque protector Prosperina
contra C. musae.

Procedencia Cepa Efecto inhibitorio
Positivo (+) Negativo (-)
Talaromyces liani X
Trichoderma inhamatum X
Absidia sp. X X
Hongos Bosque
protector Trichoderma spirale
Cladosporium cladosporioides X

Gongronella butleri
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Anexo 12. Enfrentamiento preliminar en placa Petri situando a C. musae en el centro
(A) En el lado izquierdo Absidia sp. y lado derecho Trichoderma spirale, (B) En el lado
izquierdo Cladosporium cladosporioides lado derecho Gongronella butleri (C) En el lado
izquierdo Trichoderma inhamantum lado derecho Talaromyces liani en el sexto dia de
incubacion.

Anexo 13. Cepas microbianas de la coleccion de cultivos microbianos (CIBE).

Bacterias de la fermentacion de cacao

CCMCIBE-B683
CCMCIBE-B681
CCMCIBE-B972
CCMCIBE-B841
CCMCIBE-B963
CCMCIBE-B753
CCMCIBE-B915
CCMCIBE-B866
CCMCIBE-B857
CCMCIBE-B869
CCMCIBE-B997
CCMCIBE-B992
CCMCIBE-B873
CCMCIBE-B872
CCMCIBE-B722
CCMCIBE-B700
CCMCIBE-B682
CCMCIBE-B689
CCMCIBE-Bg64
CCMCIBE-B859
CCMCIBE-B670
CCMCIBE-B660
CCMCIBE-B652
CCMCIBE-B715
CCMCIBE-B659
CCMCIBE-B952
CCMCIBE-B878
CCMCIBE-B703
CCMCIBE-B953
CCMCIBE-B858

Acetobacter ghanensis
Acetobacter pasteurianus
Bacillus altitudinis
Bacillus licheniformis
Bacillus cereus
Bacillus amyloliquefaciens
Brevibacillus formous
Liquoribacillus mali
Leuconostoc pesudonomesenteroides
Bacillus velezencis
Levilactobacillus brevis
Staphylococcus capitis
Paenibacillus vulneris
Lactobacillus plantarum
Paenibacillus yunnansis
Ralstonia sp.
Sphingomonas panni
Acetobacter sp.
Staphylococcus epidermis
Paenibacillus acanthi
Acetobacter oryzoeni
Bacillus paramycoides
Bacilus Subtilis
Acetobacter tropicalis
Priestia megaterium
Lactiplantibacillus fabifermentans
Bacillus siamensis
Bacillus sp.
Acetobacter papayae
Lactiplantibacillus plantarum

Bacterias provenientes de suelo antartico

CCMCIBE-B762
CCMCIBE-B051

Arthobacter livingstonensis
Arthobacter sp.



CCMCIBE-B775
CCMCIBE-B132
CCMCIBE-B006
CCMCIBE-B095
CCMCIBE-B138
CCMCIBE-B135

Chryseobacterium sp.
Filibacter sp.
Janthinobacterium lividium
Janthinobacterium tructae
Leifsonia antartica
Pseudomonas antartica

Hongos provenientes del Bosque Protector Prosperina

CCMCIBE-H721
CCMCIBE-H722
CCMCIBE-H725
CCMCIBE-H736
CCMCIBE-H738
CCMCIBE-H746

Talaromyces liani
Trichoderma inhamatum
Absidia sp.
Trichoderma spirale
Cladosporium cladosporioides
Gongronella butleri

Microorganismos Patogenos

CCMCIBE-H665
CCMCIBE-H629
CCMCIBE-B1290

Colletotrichum musae
Pseudocercospora fijiensis
Ralstonia solanacearum
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