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Resumen

El cultivo de Banano particularmente en Ecuador se encuentra amenazado por la
marchitez bacteriana o Moko bacteriano ocasionado por el complejo de bacterias Ralstonia
solanacearum (Smith) raza 2 Filotipo 2, por lo cual la biotecnologia agricola investiga en los
agentes de biocontrol debido a sus propiedades de antagonismo e inhibicion del desarrollo de
fitopatdgenos. En vista de la relevancia del cultivo, se plantea la presente investigacion con el
objetivo de determinar el nivel de bioeficacia de cepas de Trichoderma spp. y la aplicacion de
metabolitos secundarios que se integren en el manejo de mitigacion del complejo bacteriano
R. solanacearum. La investigacion se realiz6 en los laboratorios de CIBE, se establecid
pruebas de desarrollo micelial, pruebas de inhibicion in vitro en confrontacion dual entre las
cepas monosporicas aisladas de Trichoderma: Tcalan, Tca7 y Tsn y pruebas de inhibicion in
vitro de metabolitos secundarios extraidos de las cepas en mencion frente al fitopatdgeno.
Los resultados identificaron a la cepa Tcalan con el mas alto desarrollo micelial 29.3 mm,
ademas de poseer la mayor capacidad inhibitoria in vitro el desarrollo de la bacteria con 58 %
evaluado en 96 horas y cuyos metabolitos secundarios inhibieron al 100 % el desarrollo de la
bacteria a nivel in vitro. Los datos obtenidos de las evaluaciones de inhibicion de R.
solanacearum contribuyen significativamente en la identificacion del potencial de las cepas
monosporicas y metabolitos secundarios excretados por Trichoderma, ademas de evidenciar

las diferentes capacidades que posee cada aislado.

Palabras Clave: Inhibicion, confrontacion dual, metabolitos secundarios,

fitopatdgeno.
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Abstract

Banana cultivation, particularly in Ecuador, is threatened by bacterial wilt or Moko
disease, caused by the bacterial complex Ralstonia solanacearum (Smith) race 2, phylotype
2. For this reason, agricultural biotechnology is investigating biocontrol agents due to their
antagonistic properties and their ability to inhibit the development of plant pathogens. Given
the importance of this crop, the present research aims to determine the bioefficacy level of
Trichoderma spp. strains and the application of secondary metabolites that can be integrated
into the mitigation management of the R. solanacearum bacterial complex. The research was
conducted in the CIBE laboratories, where tests were established for mycelial development,
in vitro inhibition through dual confrontation between the isolated monosporic Trichoderma
strains (Tcalan, Tca7, and Tsn), and in vitro inhibition tests of secondary metabolites
extracted from these strains against the plant pathogen. The results identified the Tcalan strain
as having the highest mycelial development 29.3 mm, in addition to possessing the greatest in
vitro inhibitory capacity against bacterial development 58 % evaluated at 96 hours, and
whose secondary metabolites inhibited 100% of bacterial development in vitro. The data
obtained from the inhibition evaluations of R. solanacearum contribute significantly to
identifying the potential of monosporic strains and secondary metabolites excreted by

Trichoderma, in addition to demonstrating the different capacities of each isolate.

Keywords: Inhibition, dual confrontation, secondary metabolites, plant pathogen.
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Capitulo 1



1.1. Introduccion

La humanidad durante muchos afios ha perseguido aumentar la disponibilidad de
alimentos para disminuir la crisis de hambre a nivel global, ante lo cual un dato historico
acontece en la década de los sesenta al surgir el movimiento conocido como “revolucion
verde”, década en la que se consiguié aumentar los rendimientos de los cultivos agricolas
mediante la aplicacion de agroquimicos tales como pesticidas, herbicidas, fertilizantes y

magquinaria que hasta la actualidad su aplicacion es constante (McArthur & McCord, 2017).

La agricultura convencional actualmente es menos sostenible debido que se encuentra
bajo presion de aplicacion de practicas y manejos integrales, mercados exigentes
diferenciados que obligan a cumplir esquemas de produccion particulares; ademas en la
actualidad los cultivos agricolas en Ecuador presentan un creciente problema de plagas y

enfermedades resistentes a los plaguicidas (Gonzales-Ledn et al., 2020).

En la actualidad el cultivo de Banano particularmente en Ecuador se encuentra
amenazado por fitopatdogenos causantes de multiples enfermedades, siendo una de las
enfermedades mas agresivas la marchitez bacteriana o Moko bacteriano ocasionado por el
complejo de bacterias Ralstonia solanacearum (Smith) raza 2 Filotipo 2 (Genin & Denny,
2012); R. solanacearum es catalogada como la segunda bacteria fitopatdgena mas
destructiva, ocasionando perdidas de cultivo extremadamente altas y generando graves
afectaciones econdmicas, esta enfermedad presenta una alta agresividad a tal magnitud que

puede desaparecer el 100% de un cultivar (Alvarez et al., 2015)

La aplicacion de pesticidas para el control de fitopatdgenos es la practica mas
recurrente, sin embargo, el constante uso desmesurado de estas moléculas quimicas ha
generado presion de seleccion y resistencia por parte del fitopatogeno. Debido a la

problematica creciente ha surgido el interés de la biotecnologia agricola en la investigacion



sobre productos biologicos plaguicidas como alternativas para la reduccion y control de
enfermedades. El control biologico esta definido como la aplicacion de ingredientes activos
de organismos vivos, metabolitos primarios, secundarios o subproductos que antagonicen y
detengan la proliferacion de un patdogeno o plaga; el principal objetivo de esta tecnologia es
reducir la afectacion que ocasionan los fitopatogenos y plagas a las especies vegetales

(Martinez, 2017).

La biotecnologia agricola dentro de sus lineas de estudio en los agentes de biocontrol
se encuentra el género Trichoderma; este género de hongos es catalogado de suma
importancia en los avances cientificos debido a sus propiedades, multiples funciones,
produccion de metabolitos y antimicrobianos de potencial biocontrol para combatir agentes

patogenos en las especies vegetales (Zeilinger et al., 2016).

La aplicacion de Trichoderma en los campos agricolas, en sinergia con la agricultura
sostenible permite generar una co-cultura en la que se utiliza estos agentes de control para
reducir la afectacion por plagas y agentes fitopatdgenos, ademas de incrementar rendimientos
debido que también poseen funciones de promotores de crecimiento vegetal (Poveda &

Eugui, 2022).

Las principales funciones del género Trichoderma son produccion de metabolitos
secundarios, segun lo mencionado por Diaz et al. (2025) este género es capaz de producir
mas de 100 compuestos tales como policétidos, pirona, terpenoides, esteroides, acido
isoharzianico (iso-HA), coningina; metabolitos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de

enfermedades de plantas.

1.2.Descripcion del Problema

El cultivo de banano en Ecuador se encuentra amenazado por fitopatégenos que

afectan su desarrollo vegetativo y reproductivo. Problematica que afecta la productividad de



miles de hectareas, considerando principalmente como limitantes de rendimiento a
enfermedades fungicas foliares como Sigatoka Negra (Pseudocercospora fijiensis) y al
complejo de hongos del suelo causante de Marchitamiento (Fusarium oxysporum), patogenos

considerados a nivel mundial como las enfermedades mas severas.

Sin embargo, en la actualidad las bacterias fitopatdgenas presentan un impacto
significativo en la reduccion de rendimiento y productividad a nivel mundial en el cultivo de
banano. Un complejo bacteriano asociado a Ralstonia solanacearum, R syzyfii subsp.
Celebesensis, enfermedad conocida como Moko bacteriano estan afectando el cultivo de
musaceas en Ecuador, presenta una frecuencia cada vez mayor en diferentes localidades; lo
que ha ocasionado pérdida de hectareaje productivo, reduccion de rendimientos y aumento de

costos de gestion del cultivo.

Las practicas de gestion y manejo de bacteriosis en el cultivo de muséaceas emplea
biotecnologia, ante lo cual el principal propdsito de la presente investigacion se fundamenta
en evaluar e identificar cepas del género Trichoderma spp. con caracteristicas antagonicas y
de mitigacion del complejo bacteriano Ralstonia solanacearum. El estudio de bioeficacia
permite identificar cepas y aislados de microorganismos con caracteristicas fisiologicas,
metabolicas y bioquimicas fundamentales para ser masificados, de tal forma contribuir en los
esfuerzos de reduccion y control del patogeno. La utilizacion de estas cepas eficaces en
complemento con un adecuado manejo integrado plantea la posibilidad de ejercer mitigacion

de la plaga.

1.3. Justificacion del Problema

Ecuador es considerado a nivel global como lider en produccion y exportacion de
cajas de banano, segiin lo mencionado por la Asociacion de Exportadores de Banano del

Ecuador (2022) en el afio 2022 de enero a noviembre se exportaron 234.42 millones de cajas



de banano; de la mencionada exportacion aproximadamente el 26.67 % fue abarcado por

paises de la Union Europea.

La exportacion de banano en Ecuador representa 2 % del PIB y del PIB agricola
aproximadamente el 35 %. En vista de la relevancia del cultivo, se plantea la presente
investigacion con el objetivo de encontrar alternativas de mitigacion del complejo bacteriano
Ralstonia solanacearum. La aplicacion de cepas bioeficaces, la capacidad metabodlica y

bioquimica de Trichoderma spp., podran ser inoculados como agentes de control biologico.

Determinar el nivel de bioeficacia de cepas de Trichoderma spp., permite obtener
organismos eficientes de biocontrol y contribuir en el manejo integrado de plagas; de igual

manera promueve una produccion agricola sostenible.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

- Evaluar el potencial de antagonismo de los aislados de Trichoderma spp. frente al

fitopatdgeno Ralstonia solanacearum en condiciones de laboratorio.

1.4.2. Objetivos Especificos

- Determinar el grado de actividad antagonista in vitro de tres aislados monosporicos de
Trichoderma spp. frente a Ralstonia solanacearum, mediante ensayos de confrontacion
dual y evaluacion de inhibicion del crecimiento bacteriano.

- Cuantificar la inhibicion de crecimiento mediante metabolitos antimicrobianos y enzimas
liticas asociadas a la actividad antagonista de Trichoderma spp., con el fin de

correlacionar su eficacia frente a Ralstonia solanacearum.



1.5. Marco Teorico

1.5.1. Trichoderma spp.

Trichoderma es un género de hongos filamentosos perteneciente a la familia
Hypocreaceae. Este grupo es ampliamente conocido por su papel en los ecosistemas terrestres
como descomponedores de materia organica y como agentes de control bioldgico en la
agricultura. Su capacidad para producir metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas lo

posiciona como un organismo clave en aplicaciones biotecnologicas (Harman et al., 2004).

"Trichoderma in vitro" se refiere al estudio y evaluacion de las caracteristicas
fisioldgicas, metabdlicas, bioquimicas y de interaccion de las especies de Trichoderma en
condiciones de cultivo controladas en el laboratorio. Este enfoque permite analizar su
capacidad para inhibir patogenos, adaptacion, metabolismo y otros factores de interés

agricola y biotecnologico (Tyskiewicz et al., 2022).

1.5.2. Taxonomia de Trichoderma spp.

En la Tabla 1 se presenta la taxonomia del género Trichoderma spp.

Tabla 1

Taxonomia del género Trichoderma spp.

Reino Fungi

Division Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae




Género Trichoderma

Entre las principales especies de Trichoderma estudiadas y evaluadas in vitro tenemos
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Trichoderma asperellum, Trichoderma
atroviride. Diversos estudios in vitro resaltan las propiedades antagonistas de estas especies

frente a patdgenos como resultados de confrontamientos duales (Druzhinina et al., 2011).

1.5.3. Morfologia de Trichoderma spp.

El género “Trichoderma” se caracteriza por su rapido crecimiento y su distintiva
coloracion verdosa, la cual se debe a la produccion abundante de conidios. En las etapas
iniciales del desarrollo, el micelio suele ser blanco, pero conforme avanza la conidiacion,
adquiere tonalidades verdosas o amarillentas. Las colonias pueden presentar diferentes

texturas, desde algodonosas hasta compactas (Sanchez Miranda et al., 2021).

A nivel microscopico, Siddiquee (2017) describe que la identificacion de Trichoderma
a nivel morfoldgico se basa en la observacion de sus estructuras reproductivas, como
conididforos ramificados y fidlides en verticilos. Estas estructuras permiten diferenciar
especies, aunque hoy en dia se complementan con técnicas moleculares para lograr mayor

precision en la clasificacion.

Entre las especies mas estudiadas se encuentran 7. harzianum, T. asperellum, T.
longibrachiatum y T. koningii, cada una con variaciones en la forma y el tamafo de sus
conidios, asi como en su velocidad de crecimiento. Por ejemplo, 7. harzianum suele
desarrollar colonias compactas con una conidiacion densa, mientras que T. longibrachiatum
se distingue por sus conidios mas alargados y su crecimiento menos compacto (Savin-Molina

etal., 2021).



El color y la morfologia de las colonias pueden variar entre especies y segun el medio
de cultivo utilizado. Se ejemplifica en medios como el Agar Papa Dextrosa (PDA), mas de
una cepa manifiestan tonalidades amarillo-verdosas o incluso azuladas a medida que
envejecen. En ciertas especies, el reverso de la colonia puede presentar pigmentaciones
amarillentas o marrones, mientras que en otras cepas restantes permanecen incoloras

(Sanchez Miranda et al., 2021).

1.5.4. Condiciones de crecimiento de Trichoderma spp. en suelo

El género Trichoderma posee una rapida capacidad de colonizacién y una alta
adaptabilidad en una amplia variedad de ambientes, especialmente en los que presentan una
humedad relativa superior al 60% y sustratos ricos en materia organica. Sin embargo, puede
tolerar periodos de sequia debido a la formacion de esporas resistentes (Hjeljord & Tronsmo,

1998). Lo cual le permite competir eficientemente con microorganismos del entorno.

Entre las principales condiciones que favorecen el desarrollo de este hongo
filamentoso, Trichoderma presenta una mayor tasa de crecimiento en temperaturas que
oscilan entre 25 y 28°C, investigaciones cientificas demuestran que el crecimiento in vitro de
Trichoderma expuesto a temperaturas por encima o por debajo del rango se ralentizan o

detienen (Gamarra et al., 2017).

Trichoderma tiene la capacidad de modificar el pH del entorno lo cual lo convierte en
un microorganismo versatil para competir en diferentes tipos de ambientes naturales. Este
hongo saprofito puede crecer en un rango amplio de pH (4-8) lo cual le permite desarrollarse
en medios de cultivo artificiales como papa dextrosa agar (PDA) y extracto de malta

(Schmoll et al., 2016).



1.5.5. Condiciones de crecimiento de Trichoderma spp. in vitro

El crecimiento in vitro de Trichoderma spp. esta influenciado por diversos factores
fisico-quimicos que afectan su desarrollo, esporulacion y produccién de metabolitos
secundarios. Entre estos factores destacan la temperatura, el pH, la disponibilidad de
nutrientes, la oxigenacion y la humedad del medio de cultivo (Kumar et al., 2014; Mishra &

Khan, 2015).

La temperatura Optima para el crecimiento de Trichoderma oscila entre 25 °C y 30 °C,
aunque algunas especies pueden tolerar temperaturas superiores a los 35 °C o inferiores a los
20 °C. A temperaturas elevadas, el crecimiento puede verse inhibido, mientras que, en

condiciones frias, la tasa de esporulacion disminuye significativamente (Singh et al., 2014).

El pH del medio también desempefia un papel crucial en el desarrollo de
Trichoderma. Se ha observado que un pH ligeramente 4cido, entre 5 y 6.5 favorece su
crecimiento y produccion de enzimas hidroliticas esenciales para la biocontrol de patogenos.
Sin embargo, algunas especies pueden adaptarse a un rango mas amplio de pH, dependiendo

del tipo de sustrato y de la disponibilidad de nutrientes (Mishra & Khan, 2015).

Los nutrientes presentes en el medio de cultivo afectan directamente la biomasa y la
esporulacion de Trichoderma. Este hongo aprovecha fuentes de carbono como glucosa,
sacarosa y celulosa para su metabolismo, mientras que el nitrogeno en forma de sales
amoniacales o extractos de levadura contribuye a su crecimiento y produccion de esporas.
Ademas, oligoelementos como el hierro, el zinc y el magnesio son esenciales para su

desarrollo 6ptimo (Kumar et al., 2014).

La aireacion y el nivel de oxigeno son factores determinantes en cultivos liquidos, ya
que Trichoderma es un hongo aerdbico que requiere oxigeno para su crecimiento. En

fermentaciones sumergidas, una adecuada agitacion y suministro de oxigeno pueden mejorar



10

la produccion de biomasa y metabolitos secundarios, aumentando su efectividad en

aplicaciones agricolas (Singh et al., 2014).

Por ultimo, la humedad del medio es fundamental para el desarrollo de Trichoderma.
En cultivos en estado so6lido, una humedad del 50-70 % es ideal para la formacion de
conidios y la colonizacion eficiente del sustrato. En medios liquidos, el control del contenido
de agua y la evaporacion es clave para evitar la inhibicion del crecimiento (Mishra & Khan,

2015).

1.5.6. Metabolitos secundarios y antimicrobianos de Trichoderma

El género Trichoderma es ampliamente reconocido por su capacidad de producir
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Estos compuestos desempeiian un
papel fundamental en la interaccion del hongo con otros microorganismos, ya sea mediante la
inhibicion de patdgenos o la promocion del crecimiento vegetal (Bae et al., 2015; Contreras-

Cornejo et al., 2016).

Uno de los grupos mas importantes de metabolitos secundarios son los piranoidenos,
como la trichodermin, que tienen una notable actividad antifingica. Este compuesto acta
inhibiendo la formacion de membranas celulares en hongos patdégenos, lo que contribuye a su
efecto toxico sobre varias especies de hongos fitopatogenos como Fusarium 'y Verticillium.
La produccion de estos compuestos le otorga a Trichoderma un papel crucial en el control

biolégico de enfermedades causadas por hongos patogenos (Asad, 2022).

El mecanismo de accion de estos metabolitos como los terpenoides, peptaiboles,
gliotoxinas, pironas varia segun el tipo de compuesto. Algunos afectan la integridad de la
membrana celular de los patégenos, como los peptaiboles, mientras que otros inhiben
procesos metabolicos clave, como la produccion de enzimas esenciales para la supervivencia

del patdogeno (Anwar & Igbal, 2017).
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1.5.7. Mecanismos antagonistas y de biocontrol de Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo saprofito que genera compuestos bioactivos, como
metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas, que afectan directamente a otros

microorganismos, incluidos hongos y bacterias fitopatdgenas.

Trichoderma produce antibidticos de forma natural como gliotoxina, trichodermina,
viridina y peptaiboles. Metabolitos que actian sobre las membranas celulares, sistemas
enzimaticos y procesos metabolicos de los patogenos inhibiendo el crecimiento de

microorganismos flingicos y bacterianos (Mukherjee et al., 2013).

Ademés, tiene la capacidad de producir enzimas como celulasas, quitinasas y
proteasas que descomponen paredes celulares de otros hongos y organismos patégenos

(Kubicek et al., 2019).

1.5.8. Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum es una bacteria fitopatdogena responsable de la marchitez
bacteriana en una amplia variedad cultivos agricolas, se caracteriza por presentar una alta tasa
de contagio y su resiliencia ecoldgica especialmente en regiones tropicales y subtropicales

donde condiciones de temperatura y humedad favorecen su desarrollo (Hayward, 1991).

1.5.9. Taxonomia de Ralstonia solanacearum

En la Tabla 2 se presenta la taxonomia de Ralstonia solanacearum.

Tabla 2

Taxonomia de Ralstonia solanaceearum

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria
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Clase Betaproteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Burkholderiaceae
Género Ralstonia

Especie solanacearum

La enfermedad denominada Moko bacteriano en particular es ocasionada por el
patogeno Ralstonia solanacearum raza 2 biovar 1; los biovares difieren segun su
epidemiologia, fisiologia y distribucion geografica, mientras que las razas se agrupan segun

su rango de hospederos (Blomme et al., 2017).

1.5.10. Morfologia de Ralstonia solanacearum

La bacteria R. solanacearum raza 2 biovar 1, es un bacilo gran negativo de 0.5-0.7 um
x 1.5-2.5 um; presenta alta motilidad y tiene de uno a cuatro flagelos lo cual influyen su alta

movilidad; la variabilidad de los flagelos varia acorde al tipo de colonia (SENASICA, 2019).

El estudio propuesto por Saquicela et al. (2023) mencionan que las cepas mas
virulentas de Ralstonia solanacearum presentan caracteristicas particulares, tales como cepas
de crecimiento blanquecinas con centros rosados, bordes circulares, irregulares y mucoides;

caracteristicas destacadas de cepas virulentas.

1.5.11. Condiciones de crecimiento de Ralstonia solanacearum en suelo

La bacteria tiene capacidad de crecimiento en suelos con pH ligeramente acidos,
seglin lo mencionado por Saquicela et al. (2023) en un rango de 5 — 6.5; ademas de zonas
lluviosas con promedios anuales de 2750 mm, la excesiva precipitacion puede generar suelos

acidos ideales para el desarrollo de la bacteria.
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Estudios propuestos por Li et al. (2017) menciona que los suelos con tendencia de ser
acidos aumentan significativamente la poblacion de bacterias, especificamente R.

solanacearum.

La temperatura promedio de desarrollo de la bacteria oscila los 28 °C segun lo
mencionado por Bhanwar (2022), mientras Bautista-Montealegre et al. (2016) estudio
cultivares enfermos en temperaturas promedio de 8-17 °C y lo mencionado por SENASICA
(2019) la temperatura promedio idonea para reproduccion de R. solanacearum oscila los 30

°C

1.5.12. Condiciones de crecimiento de Ralstonia solanacearum in vitro

El crecimiento in vitro de Ralstonia solanacearum se ve influenciado por varios
factores, incluyendo el tipo de medio de cultivo, la temperatura, y la disponibilidad de
oxigeno. En condiciones de laboratorio, este patogeno se desarrolla 6ptimamente en medios
de cultivo como Kelman, que favorecen la produccion de exopolisacaridos, generando
colonias viscosas y de bordes irregulares visibles en un periodo de 24 — 48 horas. Los medios
Casamino Acid Peptone Glucose (CPG) y Triptona-Extracto de levadura-Glucosa (TYG)
también se utilizan ampliamente para su cultivo debido a su capacidad para soportar el

crecimiento bacteriano (Caruso et al., 2015; Fegan & Prior, 2005).

1.5.13. Metabolitos secundarios de resistencia de Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum es una bacteria patdgena que afecta a una amplia variedad de
plantas, especialmente a aquellas del género Solanum. Esta bacteria se caracteriza por la
produccion de diversos metabolitos secundarios que contribuyen a su capacidad de colonizar
y causar enfermedades. Entre los metabolitos mas relevantes se encuentran los pigmentos,
como la solanacina, que es una toxina producida por la bacteria. La solanacina no solo juega

un papel en la virulencia de Ralstonia, sino que también tiene propiedades antibacterianas
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que le permiten eliminar competidores en el entorno, favoreciendo su colonizacién (Schell et
al., 2015). Este compuesto facilita la propagacion de la bacteria al eliminar microorganismos

competidores en el suelo o en la superficie de las plantas.

Otro metabolito importante son los exopolisacaridos (EPS), que Ralstonia sintetiza y
secreta. Estos polisacaridos forman una capa protectora alrededor de las células bacterianas,
lo que las hace mas resistentes a los mecanismos de defensa de las plantas y a condiciones
ambientales adversas, como la desecacion o fluctuaciones de temperatura (Van den Mooter et
al., 2018). Esta capa viscosa facilita la colonizacion de los tejidos vegetales, incrementando la
virulencia del patégeno. Ademas, los exopolisacaridos contribuyen a la formacion de
biofilms, estructuras que protegen a las bacterias de los tratamientos antimicrobianos y del

sistema inmunolédgico de la planta huésped.

Por otro lado, los 4cidos grasos y otros lipidos también tienen un papel crucial en la
resistencia de Ralstonia. Estos compuestos estan involucrados en la formacion y estabilidad
de las membranas celulares, lo que ayuda a la bacteria a mantener su integridad frente a las

condiciones desfavorables y los ataques de productos antimicrobianos (Feng et al., 2017).

Ademas de los metabolitos mencionados, Ralstonia produce factores de virulencia
esenciales para su capacidad de causar enfermedad. Las proteinas secretadas a través del
sistema de secrecion tipo III (T3SS) son fundamentales en este proceso, ya que permiten a la
bacteria manipular las respuestas inmunoldgicas de la planta y facilitar su invasion (Cunnac
et al., 2009). Estas proteinas no solo contribuyen a la virulencia de la bacteria, sino que
también la protegen de los mecanismos de defensa de la planta, aumentando su capacidad de

infectar y proliferar dentro de los tejidos vegetales.
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1.5.14. Competencia de Trichoderma spp. contra Ralstonia solanacearum

El control de Ralstonia solanacearum, representa un desafio en multiples cultivos
agricolas. Trichoderma compite con esta bacteria a través de diversos mecanismos que
incluyen la competencia por nutrientes, la modificacion de condiciones del sustrato y la

estimulacion de la microbiota benéfica (Nieto-Jacobo et al., 2017).

Ralstonia solanacearum depende de nutrientes especificos como fuentes de carbono y
nitrogeno para su proliferacion, Trichoderma consume rapidamente estos recursos privando a

Ralstonia del sustento necesario para su crecimiento.

Una investigacion realizada por Konappa et al. (2018) demostrd que cepas de
Trichoderma asperellum inhibieron el crecimiento de Ralstonia solanacearum en cultivos
duales mediante la produccion de compuestos antibioticos y competencia efectiva por espacio
y nutrientes. La zona de inhibicion alcanzé hasta 2 cm, destacando el potencial de este hongo

como agente de biocontrol.
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2.1. Metodologia

La investigacion se efectuo en los laboratorios del Centro de Investigaciones
Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), institucion perteneciente a la Escuela Superior

Politécnica del Litoral (ESPOL).

2.1.1. Evaluacion del potencial de crecimiento de los aislados de Trichoderma en

confrontaciones duales con Ralstonia solanacearum

Aislamiento de Trichoderma.

El aislamiento de Trichoderma se obtuvo de diferentes muestras de suelo de campos

agricolas bananeros y floricolas que recibieron presion de agroquimicos.

En laboratorio se utilizé el método mencionado por Alelign (2021) y Andrade et al.
(2019), se coloco 10 gramos de suelo en cajas Petri con medio de cultivo PDA y se procedio
a incubar en ausencia de luz a 25 + 2 °C por dos dias, posterior se retird de la incubadora y se
indujo la esporulacion de Trichoderma bajo luz blanca por dos dias; se tomo una porcién del
Trichoderma desarrollado y se transfirid a medio de cultivo PDA y se procedi6 a incubar a 25
+ 2 °C, procedimiento realizado hasta obtener crecimientos puros e identificar macroscopica

y microscOpicamente cada aislamiento ademas de conservar los aislados en agua estéril.

Aislamiento de Ralstonia solanacearum.

El cultivo bacteriano de Ralstonia solanacearum preservado e identificado se obtuvo
de la Facultad de Ciencias de la Vida de la Escuela Superior Politécnica del Litoral. Se realiz6
un cultivo fresco de bacterias a partir del tubo CPG + Glicerol 20%, sacado del ultra
congelador conservado a — 80 °C. La reactivacion se realizd mediante un pase en caja Petri
con medio CPG, del cual se obtiene un volumen conocido y se procede a aplicar en una

nueva caja Petri con medio CPG (Guo et al., 2021).
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Confrontaciones duales entre los aislados de Trichoderma 'y Ralstonia

solanacearum.

Los ensayos de confrontacion dual se efectuaron en cajas Petri con cultivo Agar CPG
libre de antibidticos, se realizd una suspension de células bacterianas en solucion salina al
0.85 % y se coloco 10 pL con concentracion de 5x10° del aislado celular de Ralstonia
solanacearum en cuatro puntos a 2.5 cm equidistante del centro y posterior se coloc6 un plot

de 5 mm de Trichoderma en el centro de la caja Petri.

Se procedi6 a incubar a 28 £+ 2 °C durante 96 horas, las confrontaciones duales entre
el patogeno y el antagonista se evaluaron cada 24 horas, registro que permitid visualizar y
evaluar el potencial de crecimiento de los aislados de Trichoderma sobre Ralstonia

solanacearum (Pico Rosado et al., 2024).

Determinacion del grado de actividad antagonista de los aislados de Trichoderma

in vitro frente a Ralstonia solanacearum.

La determinacion del crecimiento micelial para los aislados de Trichoderma se

calculd mediante la formula:

_ (MC —MT)

PI
MC

100

Doénde:
PI: porcentaje de inhibicion de micelio
MC: didmetro de la colonia en control (mm)

MT: diametro de la colonia en tratamiento (mm)
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La medicién cualitativa de capacidad antagonica se condiciono por el resultado

obtenido de la formula de PI, descrito a continuacion:

Muy alto (1): % > 75; Alto (2): % = 61-75; Moderado (3): % = 51-60; Bajo (4): % <

51 (Adamasu et al., 2023).

2.1.2. Cuantificacion de antagonismo de metabolitos antimicrobianos y enzimas liticas

antagonicas de Trichoderma spp sobre Ralstonia solanacearum.
Produccion de metabolitos antimicrobianos y enzimas liticas.

La metodologia propuesta por Harni et al. (2020) menciona que para la produccion de
metabolitos antimicrobianos se utilizo medios de cultivo de crecimiento fungico y
fermentativo PDB. La primera etapa consistio en la multiplicacion del inoculo de
Trichoderma spp., para obtener una poblacion de los microorganismos de edad uniforme; de

cada cepa en estudio para efectuar el procedimiento de fermentacion.

Se utilizé 5 plots de 5 mm de cada in6culo de Trichoderma spp., obtenido de los
margenes de crecimiento activo de los recientes aislados cultivados en PDA, posterior se
inocul6 en matraces 500 ml cuyo contenido fue de 100 ml estéril de Caldo de Papa Dextrosa
(PDB). Los medios liquidos fueron colocados en un agitador orbital durante 14 dias a 25 + 2

°C con agitacion de 120 revoluciones por minuto (rpm).

Los caldos de cultivo se filtraron mediante técnica de doble filtrado con filtro de 22
um filtrado obtenido se almacend a + 4 °C durante 24 horas previas a la extraccion.

(Stracquadanio et al., 2020).
Extraccion de metabolitos antimicrobianos.

La extraccion de los metabolitos secundarios a los filtrados correspondientes a

Trichoderma spp. se efectudé mediante doble filtrado y una centrifugacion intermedia a 4000
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rpm durante 20 minutos entre cada filtrado. (Stracquadanio et al., 2020), posterior se procedid

a medir los extractos concentrados de metabolitos secundarios y almacenarse a + 4 °C.
Pruebas de inhibicion mediante metabolitos antimicrobianos in vitro.

Se realizo6 pruebas in vitro con los extractos crudos de metabolitos secundarios para
inhibir el crecimiento de Ralstonia solanacearum, mediante el método de difusion en pocillos
en Agar CPG modificado. Los metabolitos antimicrobianos extraidos se mezclaron con Agar
CPG en concentracion al 50 %, posterior se vertidé 15 ml de la mezcla preparada para cada
tratamiento en cajas Petri de 9 cm de didmetro, una vez solidificado el medio se dispens6 10
uL con concentracion de 5x10° del aislado celular de Ralstonia solanacearum en cuatro
puntos a 2.5 cm equidistante del centro y se procedid a incubar 28 + 2 °C durante 48 horas, se
evaluo el crecimiento o inhibicidon de crecimiento cada 24 horas en comparacion del
tratamiento control sin metabolito secundario. El porcentaje de inhibicidon de los metabolitos
antimicrobianos se observo midiendo los diametros de las colonias en la caja Petri (Harni et

al., 2020).
2.1.3. Andalisis estadistico

Se utilizé un disefio completo aleatorizado (DCA) con 4 tratamientos y 4 repeticiones
y se analizaron los datos mediante ANOVA y la comparacion de medias mediante analisis

Tukey con 99% de confiabilidad.
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3.1. Resultados y analisis

3.1.1. Aislamiento e identificacion de las cepas de Trichoderma y Ralstonia

Se obtuvieron tres aislados de cepas provenientes de un laboratorio privado, de
acuerdo con un andlisis de secuenciacion molecular se identificaron como 7richoderma

asperellum, tal como se observa en la Tabla 3.

La cepa identificada como Ralstonia solanacearum, proviene del Centro de
Investigaciones Tecnoldgicas del Ecuador (CIBE); respaldada por su analisis molecular que

asevera su identificacion de género y especie, informacion presentada en la Tabla 3.

Tabla 3

Identificacion molecular de las cepas en estudio

Cadigo Cepa Accesion Género y especie Identidad (%0)
Tcalan Trichoderma spp. Trichoderma asperellum 99.83
Tca7 Trichoderma spp. HC814251 Trichoderma asperellum 100.0
Tsn Trichoderma spp. Trichoderma asperellum 99.19
RalstoniaCIBE Ralstonia spp. - Ralstonia solanacearum 99.66

3.1.2. Crecimiento micelial de los aislados de Trichoderma

El crecimiento micelial permite identificar el potencial de antagonismo y desarrollo
de las cepas en estudio, parametro fundamental en las caracteristicas deseadas de los
microorganismos eficientes; puesto que se precisa sobreponerse al desarrollo y crecimiento

de los fitopatogenos.

Las cepas aisladas de Trichoderma: Tcalan, Tca7 y Tsn, presentan un alto crecimiento
micelial y son estadisticamente diferentes p-valor 2.2716 %% op cada etapa de tiempo 24, 48 y

72 horas evaluadas. La cepa Tcalan evidencia un mayor radio de desarrollo micelial con 6.1,

19.6 y 29.3 mm en el transcurso de las evaluaciones respectivamente, mientras la cepa Tsn
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presenta el menor radio de desarrollo micelial 4.9 y 16.6 mm en las primeras 48 horas de
evaluacion. La importancia de evaluar crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma en
las primeras 72 horas observados en la Tabla 4, se enfoca en identificar una cepa promisoria
que le permita sobreponerse al desarrollo de las células bacterianas de Ralstonia

solanacearum.

Tabla 4

Medias de crecimiento micelial in vitro de Trichoderma

Tiempo Crecimiento

Codigo (horas) micelial (mm) p-valor
Tca7 5.5
Tcalan 6.1
24 0.00000**
Tsn 49
Testigo 0.0
Tca7 17.9
Tcalan 19.6
48 0.00000**
Tsn 16.6
Testigo 00.0
Tca7 25.6
Tcalan 29.3
72 0.00000***
Tsn 26.0
Testigo 00.0

Nota. *** Altamente significativo

Las medias de crecimiento micelial in vitro presentados en la Figura 1, permite
visualizar los radios de crecimiento de las cepas en estudio Tcalan, Tca7 y Tsn; los mayores
radios de crecimiento se agrupan en la cepa Tcalan con un maximo de 35 mm de desarrollo
en 72 horas, mientras las cepas Tca7 y Tsn desarrollaron un maximo de 30 mm en el mismo
tiempo, radios de crecimiento semejantes a los obtenidos en el estudio de Rodriguez et al.

(2020) con 39.3 mm de crecimiento micelial en el transcurso de 8 dias.



Figura 1

Crecimiento micelial in vitro de las cepas aislados de Trichoderma

Crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma

Evaluaciones realizadas cada 24 horas
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Nota. Tiempo?2 refiere a las horas en evaluacion de las cepas de Trichoderma

Las medias de crecimiento radial de las cepas en estudio de 7richoderma presentan

diferencias estadisticas significativas con p-valor 2.2716 #%% ¢] aislado Tcalan presenta la

media mas alta de desarrollo 29.3 mm mientras el aislado Tca7 la menor media 25.6 mm,

cabe destacar que el aislado Tcalan presenta una mayor miceliacion, propiedad que le

permitird generar mayor inhibicion por competencia de espacio y nutrientes a los

fitopatogenos.
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Tabla 5

Andlisis de varianza factorial de crecimiento micelial in vitro de Trichoderma

Crecimiento

Cadigo micelial (mm) p-valor Error

Tca7 25.6 ba 1.2128

Tcalan 29.3a 1.3963
2.2716 wkx

Tsn 26.0b 1.2666

Testigo 0.00c 0.0000

Nota. Letras distintas en la misma columna significa diferencias significativas (p <

0.01). *** Altamente significativo

3.1.3. Capacidad de inhibicion in vitro de aislados de Trichoderma spp. frente a Ralstonia

solanacearum

La evaluacion de inhibicion de crecimiento de patdgenos como indicador de
microorganismos eficientes es de caracter fundamental en la biotecnologia, debido a la

necesidad de microorganismos benéficos con capacidades inhibitorias y antagonistas.

Los aislados de cepas monospdricas de Trichoderma presentaron diferencia
porcentual significativa de su actividad in vitro antagonista e inhibitoria del fitopatogeno

Ralstonia solanacearum.

Los valores de inhibicion 0 % evaluados durante las primeras 48 horas presentados en
la Tabla 6, se justifican por falta de interaccion entre las cepas antagonistas y patdgeno

debido al crecimiento micelial y celular que se esta efectuando en ese lapso de tiempo.
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Medias de inhibicion de crecimiento in vitro de Trichoderma frente a Ralstonia

solanacearum medido en el tiempo

- Tiempo Inhibicion
Cadigo (horas) (%) p-valor
Tca7 00.0
Tcalan 00.0
48 0
Tsn 00.0
Testigo 00.0
Tca7 19.0
Tcalan 26.0
72 0.00000***
Tsn 18.0
Testigo 00.0
Tca’ 47.0
Tcalan 58.0
96 0.00000***
Tsn 49.0
Testigo 00.0

Nota. *** Altamente significativo

La confrontacion dual permitié evidenciar el progreso de inhibicion de cada cepa, en

el transcurso del tiempo: 48, 72 y 96 horas en evaluacion; se evidencia en la Tabla 6 mayor

evolucion de la capacidad inhibitoria a la cepa Tcalan con 26 % al tener interaccion con el

patdgeno a las 72 horas y 58 % a las 96 horas; seguido de la cepa Tsn con 18 y 49 %

evolutivamente en el tiempo, valores de inhibicion semejantes a los obtenidos en el estudio

realizado por Pico Rosado et al. (2024) con 57.73 % de inhibicién en 6 dias de evaluacion.

La figura 2 presenta el aumento de inhibicidon de crecimiento de Ralstonia

solanacearum, obteniendo diferencias estadisticas altamente significativas p-valor 2.2716 sk

ante lo cual la inoculacion de las cepas de Trichoderma: Tcalan, Tca7, Tsn, permiten inhibir

el crecimiento y antagonizar las células del fitopatogeno. Se ha determinado la importancia
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de inocular cepas bioeficaces en el cultivo de banano, accion que permite mitigar la

afectacion de patdgenos, inducir la resistencia, refuerzo a la inmunidad y obtener mejoras en

los rendimientos agricolas (Muthukathan et al., 2020).

Figura 2

Inhibicion de crecimiento in vitro de Trichoderma frente a Ralstonia solanacearum

Antagonismo de aislados de Trichoderma sobre Ralstonia
Evaluaciones realizadas cada 24 horas
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Nota. Tiempo refiere a las horas en evaluacion de las cepas de Trichoderma

El analisis de varianza de las medias de inhibicién se evidencia en la Tabla 7, se

determind la existencia de diferencias significativas en la variable Inhibicion con p-valor 2.2

16 %%, ademas se comprobo mayor capacidad inhibitoria de la cepa Tcalan 58 % y una

menor capacidad inhibitoria de la cepa Tca7 47 %, mientras las evaluaciones del Testigo no
se evidencia inhibicion al crecimiento de las células bacterianas, tal como menciona Rios-

Velsaco et al. (2015) la eficacia de las cepas de Trichoderma spp. para inhibir el desarrollo de
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fitopatdgenos se determina por su alta tasa de competencia por espacio y nutrientes,

parasitismo, produccion de antimicrobianos e inactivacion de las enzimas de los patdogenos.

Tabla 7

Andlisis de varianza factorial de inhibicion de crecimiento in vitro de Trichoderma

sobre Ralstonia solanacearum

Cadigo Inhibicion (%) p-valor Error
Tca7 47.0b 2.8997
Tcalan 58.0a 2 916 s 3.5393
Tsn 49.0b 2.9842
Testigo 00.0c 0.0000

Nota. Letras distintas en la misma columna significa diferencias significativas (p <

0.01). *** Altamente significativo

3.1.4. Capacidad de inhibicion in vitro de metabolitos antimicrobianos de Trichoderma

Spp. sobre Ralstonia solanacearum

La evaluacion de inhibicion de crecimiento mediante los metabolitos antimicrobianos
obtenidos de los aislados de Trichoderma presentados en la Tabla 8 y Figura 3, se evidencia
una fuerte actividad antimicrobiana en la primera evaluacion a las 24 horas de interaccion con
inhibicidon de 100 % en los metabolitos obtenidos de las cepas Tcalan y del Consorcio de
metabolitos, mientras las cepas Tca7 y Tsn presentan 94.6 y 98.2 % de inhibicion
correspondientemente debido a un minimo crecimiento de la bacteria, por su parte la

evaluacion del testigo tuvo desarrollo de las células bacterianas.

La evaluacion realizada a las 48 horas determina en la cepa Tcalan alto potencial de
metabolitos bioldgicamente activos y antimicrobianos al inhibir el 100 % de crecimiento de
las células bacterianas, mientras los metabolitos de las cepas Tsn y Consorcio una inhibicion

de 81.7 y 84.7 % presentan reduccion en el crecimiento de las células bacterianas y los
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metabolitos de la cepa Tca7 con 61.5 % de inhibicion posee menor actividad antibacteriana;
datos semejantes a los propuestos en el estudio de Yan & Khan (2021), con el mayor halo de
inhibicidon de 20 mm mediante la fuerte actividad antibacterial de los metabolitos extraidos

de Trichoderma spp. frente a R. solanacearum.
Tabla 8

Medias de inhibicion in vitro de metabolitos antimicrobianos de Trichoderma sobre

Ralstonia solanacearum medido en el tiempo

Cadigo Eg?aig Inh(i&i) ():ién p-valor
Tca7 94.6
Tcalan 100.0
Tsn 24 98.2 0.00000***
Consorcio 100.0
Testigo 00.0
Tca7 61.5
Tcalan 100.0
Tsn 48 81.7 0.00000***
Consorcio 84.7
Testigo 00.0

Nota. *** Altamente significativo

La Figura 3 y la Tabla 9 presentan los datos generales de inhibicion mediante los
metabolitos antimicrobianos segregados por las cepas de Trichoderma, se evidencia
diferencias estadisticas significativas en cada periodo de evaluacion p-valor 22716 %k 1
cepa Tcalan acumula todos los datos observados con 100 % de inhibicidn, los
antimicrobianos de las cepas Tsn y el Consorcio son estadisticamente iguales con 81.7 y 84.7
% de inhibicion, mientras la cepa Tca7 presenta ligera variacion en inhibicién con un minimo

de 50 % y estadisticamente diferente a lo evaluado.



Figura 3

Inhibicion de crecimiento in vitro de metabolitos antimicrobianos de Trichoderma

sobre Ralstonia solanacearum
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Nota. Tiempo refiere a las horas en evaluacion de las cepas de Trichoderma

Tabla 9

Andlisis de varianza factorial de inhibicion de crecimiento in vitro de metabolitos

antimicrobianos de Trichoderma sobre Ralstonia solanacearum

Cadigo Inhibicion (%) p-valor Error
Tca7 61.5¢ 3.2349
Tcalan 100.0a 0.0000
Tsn 81.7D 22710 1.7884
Consorcio 84.7b 1.5402

Testigo 00.0d 1.5204




Nota. Letras distintas en la misma columna significa diferencias significativas (p <

0.01). *** Altamente significativo

Los datos de crecimiento de las células bacterianas generados por el testigo
evidencian la eficacia de aplicar compuestos antimicrobianos biolégicamente activos
segregados por Trichoderma en mitigacion de fitopatdgenos, aseverando lo informado en el
estudio de Guo et al. (2021) los metabolitos tales como peptaibol, tricoconina VI,
viridiofungina, trichodin A, entre otros compuestos bioactivos generan supresion en el
crecimiento bacteriano, ademas destaca que cada cepa aislada de Trichoderma tiene la

capacidad de generar diferentes compuestos antimicrobianos y metabolitos secundarios.
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4.1. Conclusiones

La presente investigacion permitio la identificacion y evaluacion exhaustiva de las
cepas aisladas de Trichoderma, caracterizacion fundamental para comprender las diferentes

capacidades de control e inhibicidon de crecimiento de células bacterianas.

Se evidencio el mayor desarrollo micelial proveniente de la cepa Tcalan con 29.3 mm
en 72 horas evaluadas, ademas la mas alta actividad antimicrobiana con media de 58 % de

inhibicidn in vitro en confrontacion dual frente a R. solanacearum.

La actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios y compuestos bioactivos
extraidos de la cepa Tcalan evidenciaron eficacia del 100 % de inhibicion in vitro de R.
solanacearum, hallazgos que proponen que estos compuestos bioactivos desempefiaran un

papel fundamental en el control y mitigacion de fitopatdgenos.

Los datos obtenidos de las evaluaciones de inhibicion de R.solanacearum
contribuyen significativamente en la identificacion del potencial de las cepas monosporicas y
metabolitos secundarios excretados por Trichoderma, ademas de evidenciar las diferentes

capacidades que posee cada aislado.



4.2. Recomendaciones

Las evaluaciones de inhibicion del presente proyecto, demostraron el potencial
antagonista de las cepas monosporicas ergo es preciso se realice un estudio metabolémico

que permita identificar y caracterizar los compuestos y moléculas.

La aplicacion en mezcla de metabolitos secundarios e inoculacion de esporas en
diferentes concentraciones, para determinar el sinergismo y aumentar la inhibicion a

fitopatogenos.
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