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Resumen

La afectacion de plantaciones de banano a causa del hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 4 tropical (FocTR4), agente causal de la Fusariosis del banano, es un riesgo
latente para Ecuador, pais catalogado como principal exportador de banano a nivel
mundial. La presencia de microorganismos benéficos en el suelo puede ayudar a reducir
la incidencia y severidad de la enfermedad al reducir la carga de esporas en el suelo y
mejorar la respuesta de resistencia de las plantas. Este estudio seleccion6 cepas con
actividad inhibitoria a partir de dos colecciones de microorganismos procedentes de: (1)
Enmiendas Orgénicas Liquidas (EOL) de la provincia del Guayas, y (2) del suelo,
rizosfera y pseudotallo de banano de la provincia de Bolivar. Se realizaron ensayos in
vitro, que incluyd, enfrentamientos de cepas, evaluacion de metabolitos, y supresion de
indculo en suelo, ademads, se realizaron ensayos de patogenicidad. Los ensayos ejecutados
permitieron la seleccion de cepas segun su capacidad de inhibicion a Foc. Las cepas
promisorias, con mayor capacidad antagonista frente a FocR1, pertenecen a los géneros
Bacillus, Pseudomonas 'y Stenotrophomonas. Sin embargo, las cepas de Bacillus fueron
las que mejor controlaron la enfermedad en los ensayos de patogenicidad. En conclusion,
cepas de Bacillus sp., aisladas de enmiendas orgénicas, tienen la capacidad de reducir la

incidencia y severidad de Fusariosis en plantas de banano.

Palabras clave: Biocontrol, microorganismos benéficos, ensayos de patogenicidad.
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Abstract

The impact of Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4 (FocTR4), the causal agent
of Fusarium wilt of banana, poses a significant risk to Ecuador, the world's main banana
exporter. The presence of beneficial microorganisms in the soil can mitigate the incidence
and severity of the disease by reducing the spore load and enhancing the plant’s resistance
response. This study aimed to identify microbial strains with inhibitory activity against
FocTR4 from two distinct microorganism collections: (1) Liquid Organic Amendments from
the province of Guayas and (2) soil, rhizosphere, and pseudostem samples from banana
plantations in the province of Bolivar. In vitro assays, including strain confrontation,
metabolite evaluation, and inoculum suppression in soil, were conducted, along with
pathogenicity tests. These assays facilitated the selection of strains based on their inhibitory
capacity against Foc. The most promising strains, exhibiting the highest antagonistic activity
against Foc race 1 (FocR1), belong to the genera Bacillus, Pseudomonas, and
Stenotrophomonas. However, Bacillus strains demonstrated the highest efficacy in controlling
the disease in pathogenicity assays. In conclusion, Bacillus spp. strains isolated from organic
amendments exhibit the potential to reduce the incidence and severity of Fusarium wilt in

banana plants.

Keywords: Biocontrol, Beneficial microorganisms, Pathogenicity assays.
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CAPITULO 1

1 Introduccion y objetivos

1.1 Antecedentes y justificacion

En el siglo XX, pérdidas de plantaciones enteras de banano variedad Gros Michel en
América y las islas del Caribe, fueron ocasionadas por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) raza 1, agente causal de la Fusariosis del banano; sin embargo, la producciéon y
exportacion de banano fue controlada debido a la insercion de la variedad de banano
Cavendish (Pegg & Langdon, 1987; Ploetz, 2015). En los afios 1960s, se observaron
afectaciones en las plantaciones Cavendish en Taiwan con sintomatologia de Fusariosis
asociado al VCGO01213 e identificado como Foc raza 4 tropical (FocTR4) (EFSA Panel on
Plant Health (PLH) et al., 2022). A pesar de los intentos de confinamiento de FocTR4, éste se
ha ido diseminando a otras regiones de Asia, Oceania, Africa y América (EPPO Global

Database, 2024).

En la actualidad, Ecuador es el principal exportador de bananos Cavendish a nivel
mundial representando cerca del 35% del Producto Interno Bruto (PIB) agricola (Ajila et al.,
2023; BANANO — Agrocalidad, s. f.), siendo la region Costa, la principal zona donde se
cultiva el banano (Mosquera et al., 2023). Esta produccion se encuentra en riesgo latente
debido a los reportes de FocTR4 en paises cercanos como Colombia (Garcia-Bastidas et al.,

2020), Pert (Acuia et al., 2022) y Venezuela (Mejias Herrera et al., 2023).

A fin de mitigar el impacto ocasionado por Foc, a nivel global se estan realizando
diversas investigaciones enfocadas al desarrollo de variedades de banano resistentes
(Jankowicz-Cieslak et al., 2022; X. Wang et al., 2021), andlisis 6micos (Anuradha et al.,
2024; Dong et al., 2020; S. Li et al., 2022), la aplicacion de agentes de biocontrol (Huang et
al., 2022), uso de desinfectantes (Nguyen et al., 2019), y, la busqueda y desarrollo de nuevos

fungicidas (Cannon et al., 2022; Nel et al., 2007).



En la actualidad, no existe variedad resistente comercial, ni producto quimico que
pueda erradicar a Foc. Por ello, el uso de microorganismos locales, para mitigar su incursion
y establecimiento, representa una alternativa viable. El presente estudio evalia cepas de
microorganismos locales con actividad antagonista frente a FocR1 en ensayos in vitro ¢ in

vivo que puedan servir para planes de manejo frente a una eventual incursion de FocR4T.

1.2 Objetivo general

Evaluar la eficacia de microorganismos aislados de enmiendas orgénicas liquidas, y
de suelo, rizosfera y pseudotallo de banano Gros Michel, en la inhibicién de Fusarium

oxysporum f.sp. cubense mediante ensayos in vitro € in vivo.

1.3 Objetivos especificos

Identificar cepas de bacterias y hongos con potencial inhibidor del crecimiento de

Fusarium oxysporum f.sp. cubense mediante pruebas comparativas de antagonismo in vitro.

Caracterizar cepas de bacterias y hongos que inhiban a Fusarium oxysporum f.sp.

cubense mediante marcadores moleculares.

Analizar el efecto de cepas promisorias en la reduccion de unidades formadoras de

colonias de Fusarium oxysporum f.sp. cubense en suelo.

Evaluar el potencial de control de cepas seleccionadas sobre la incidencia y severidad

de Fusariosis en plantas de banano variedad Gros Michel en condiciones de invernadero.



1.4 Marco Teorico

1.4.1 Laimportancia del banano.

1.4.2

El banano es considerado como un alimento basico, con un consumo anual de 400 a
600 kg por persona en la region de Africa del Este (Westerhoven et al., 2022). En el 2021,
Paptia Nueva Guinea y Ruanda tuvieron un consumo per capita superior a 100 kg anuales;
Comoras y Laos, mas de 80 kg anuales; Burundi y Guatemala mas de 60 kg anuales; Perti y
Reptiblica Dominicana, més de 40 kg anuales; y, Tanzania, Angola, Kenia, Camerun,
Indonesia, Bahamas y Brasil con un consumo superior a 20 kg per capita anual (Helgi
Library, 2021). El banano se cultiva en las regiones del tropico y subtropico, siendo India el
principal pais productor, seguido de China, Indonesia, Brasil, Ecuador, Filipinas y Guatemala

(Mostafa, 2021).

El banano es un alimento basico que contiene un alto valor nutricional al ser fuente de
proteinas, lipidos, fibra, azlcar, vitaminas y minerales. Ademads, estudios recientes han
explorado su uso en la industria alimentaria como sustituto de la harina (Mostafa, 2021),
antioxidantes naturales (Suniati & Purnomo, 2019), fuente de fibra dietética (Bin Mohd Zaini
et al., 2019), fuente de prebioticos (Costa et al., 2017), sustituto de grasas (Pereira et al.,
2020), sustituto de sucrosa (Oliveira de Souza et al., 2018) y saborizante (Da Silva et al.,
2017; Mostafa, 2021). Asimismo, su valor se destaca en otras industrias, al ser usado como
fuente de celulosa nanocompuesta (Pelissari et al., 2017), nanofibra de celulosa (Pandurangan
& Kanny, 2020; Pelissari et al., 2014), nanoparticulas de plata (Mostafa, 2021; Tibolla et al.,

2018), entre otros.

Fusariosis, enfermedad del banano.

Los cultivos de banano son susceptibles a diferentes patdgenos, de los cuales destaca
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal de la Fusariosis del banano o
también conocida como Mal de Panama (Tinzaara et al., 2024). La primera vez que se reporto

la Fusariosis del banano fue en 1874 en Australia por el Dr. Joseph Bancroft, quien observo



sintomatologia en plantas de banano de la variedad Silk (Pegg et al., 2019). La sintomatologia
de la Fusariosis se puede desarrollar en diferentes partes de la planta, destacandose la

marchitez, el amarillamiento, y la decoloracion interna de la planta (Garcia-Bastidas, 2022).

La diversidad genética de Foc permite clasificar al patdogeno en 24 grupos de
compatibilidad vegetativa (VCG, por sus siglas en inglés) hasta el momento. Las variedades
de banano como Gros Michel, Pisang Awak, Silk, Pome, entre otras son susceptibles a los
VCGO0120, VCGO121, VCGO122, VCGO124 y VCGO125, quienes estan asociados a Foc raza
1 (FocR1) (Chen et al., 2019; Puhalla, 1985). Mientras que, la variedad Cavendish, quien es
la principalmente exportada a nivel global es susceptible a VCG01213/16, grupo asociado a
Foc raza tropical 4 (FocTR4). FocTR4 afecta mas del 60% de todas las variedades que se

cultivan (Dita et al., 2018; Guo et al., 2015).

La Fusariosis del banano ocasionada por FocR1 generd preocupacion a nivel mundial
entre los afios 1950-1960 debido a que afectd gravemente las plantaciones de la variedad Gros
Michel, provocando pérdidas estimadas en mas de US $2 300 millones (Dita Rodriguez et al.,
2013). La tinica solucién viable a estas pérdidas fue el reemplazo de la variedad Gros Michel
por la variedad Cavendish, debido a su resistencia a este patdogeno y su rendimiento en

produccion (Dita Rodriguez et al., 2013).

En Ecuador, la produccion de banano con la variedad Cavendish comenzé en 1955, y
en 1965 se adoptd de forma masiva (Larrea Maldonado, 1987) siendo hoy en dia la variedad

lider en las exportaciones bananeras del pais (Veliz et al., 2022).

Desde finales de 1960, FocTR4 emergié como una nueva amenaza significativa para
los paises productores de banano Cavendish por su agresividad y capacidad destructiva. A
pesar de los intentos de contencion del patégeno, FocR4T ha ocasionado grandes pérdidas de
plantaciones de banano Cavendish en paises como Taiwan, Indonesia, Malasia y Australia

(Garcia-Bastidas, 2022; Molina et al., 2009).



1.4.3

Actualmente, este fitopatogeno se encuentra reportado en paises de Africa, Asia,
Oceania, y América (Garcia-Bastidas, 2022). En América, se reportd por primera vez en 2019
en el pais de Colombia (Garcia-Bastidas et al., 2020), luego en Peru en el afio 2021 (Acuiia
et al., 2022) y recientemente (2022) en Venezuela (Mejias Herrera et al., 2023). Su presencia

en Latinoamérica y el Caribe (LAC) incrementa el riesgo de incursion a Ecuador.

Dado que el Ecuador es el principal exportador de banano Cavendish a nivel mundial,
con alrededor de 300 millones de cajas de banano exportadas anualmente, este patégeno
(FocTR4) representa una amenaza critica para toda la cadena productiva, con el potencial de
afectar gravemente la economia local y la seguridad alimentaria (Informe sector bananero,

2023).

Investigaciones para la supresion de la Fusariosis en banano.

A nivel mundial se realizan diversos ensayos con diferentes enfoques de investigacion
para suprimir la Fusariosis del banano como: estudios de mejoramiento genético y resistencia
de cultivares (Chen et al., 2023; X. Wang et al., 2021), los analisis 6micos (Chang et al.,
2020; W.-M. Li et al., 2020; Sun et al., 2022), el biocontrol y el uso de microorganismos
benéficos (Hernandez-Melchor et al., 2022; S. Li et al., 2022; Mon et al., 2021; Sun et al.,

2022; Vargas Perez et al., 2024), entre otras alternativas.

1.4.3.1 Mejoramiento genético y resistencia de cultivares.

El mejoramiento genético y la resistencia de cultivares se centra en la identificacion y
el desarrollo de plantas de banano resistentes a Foc, las cuales pueden obtenerse por

mutaciones aleatorias o mutaciones puntuales (Kashtwari et al., 2022).

Las mutaciones aleatorias se inducen a través de metodologias como la mutagénesis
por radiacion y mutagénesis quimica, las cuales generan una amplia variedad de mutaciones,
deleciones e inserciones durante la replicacion del ADN. Estas variaciones genéticas permiten
identificar posibles variantes que puedan ser adaptadas en la produccion comercial y a su vez,

presenten resistencia a FocTR4 (Kashtwari et al., 2022).



Dado que estas mutaciones son aleatorias, se requiere una gran cantidad de plantas
mutantes para obtener alguna que pueda ser candidata, lo que implica un proceso que requiere
una inversion significativa de tiempo (Gonzalez et al., 2024). Actualmente, varios institutos
estan trabajando en el desarrollo de variedades de banano resistentes. Uno de ellos es el
Instituto de Investigacion del Banano en Taiwan (TBRI- por sus siglas en inglés), que ha
logrado, mediante variacion somaclonal, desarrollar variedades con diversos grados de
resistencia parcial a FocTR4. Entre las variedades se encuentran la GCTCV-106, GCTCV-
119, GCTCV-218 y GCTCV-247. La variedad GCTCV-218, también conocida como
Formosana, ha ganado importancia entre los productores de banano debido a su moderada
resistencia a FocTR4 y su buen rendimiento en la produccion. Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que, en el segundo ciclo de cultivo, dicha variedad es susceptible al patégeno

(Munhoz et al., 2024; Viljoen et al., 2020).

1.4.3.2 Anadlisis omicos.

Este enfoque esté direccionado en la busqueda de genes asociados a la defensa y
resistencia de la planta, asi como a la virulencia del patdgeno mediante la transcriptomica.
Este analisis compara la respuesta de una planta no infectada con Foc y una planta infectada
(Rocha et al., 2021). Algunas investigaciones en este campo se han realizado mediante
enfoques in silico utilizando como referencia el genoma secuenciado del ancestro mas antiguo
de los cultivos de banano, Musa acuminata ssp. Malaccensis AA genome (W.-M. Li et al.,
2020). La sobreexpresion o supresion de genes de plantas evaluadas se puede asociar a los
genes de resistencia o susceptibilidad, dependiendo del caso (Anuradha et al., 2024; Dong
et al., 2020; W.-M. Li et al., 2020). Ademas, el analisis de la expresion génica en Foc permite
identificar los genes asociados a la virulencia o patogenicidad (Ding et al., 2024; S. Li et al.,
2022; J. Wang, Zhang, et al., 2022). Investigaciones similares también se han llevado a cabo

en el ambito de la protedmica y metabolomica (He et al., 2021; Tian et al., 2023).



1.4.3.3 Biocontrol y el uso de microorganismos benéficos.

La tasa de infeccion o dafio en las plantas ocasionadas por un fitopatdgenos puede
reducirse mediante diversas estrategias de manejo, que incluyen el uso de biocontroladores, la
rotacion de cultivos, entre otros (Rottstock et al., 2014). En el caso del banano, la rotacion de
cultivos no resulta practica, por lo que la aplicacion de microorganismos para mejorar la
actividad del suelo es en general la alternativa mas empleada. Ademas de contribuir a la salud
de la planta, esta estrategia favorece a una produccion mas sostenible, al reducir el uso de
agroquimicos, y mas segura, debido a la baja toxicidad para los seres humanos en

comparacion con los fungicidas quimicos (R. Singh et al., 2024).

Se han documentado que cepas de microorganismos pertenecientes a géneros de
Trichoderma spp., Piriformospore spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp., Glomus spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Xanthomonas spp., Lysnibacillus spp., Paenibacillus spp.,
Streptomyces spp. y Rhizobium spp. que muestran la capacidad de reducir la afectacion de
Foc (Du et al., 2022). Investigaciones han demostrado que las cepas de Bacillus y
Trichodermas pueden disminuir la severidad de la Fusariosis con una eficacia similar a la de
los fungicidas quimicos, pero con el beneficio adicional de ser productos ecoldgicos (Castillo-
Arévalo, 2023). Ademas, se ha encontrado evidencia del uso de Trichoderma guizhouense,
que reduce la reproduccion de Foc, y cuya accion se ve potencializada al interactuar con el
hongo de género Humicola (Tao et al., 2023). En este sentido, la combinacion de diferentes
microorganismos, conocida como consorcios benéficos, puede ofrecer un control mas efectivo
contra Foc (Du et al., 2022). La creacioén de un consorcio de microorganismos €s un proceso
complejo, ya que su eficacia depende de las cepas seleccionadas, las propiedades del suelo, y
la capacidad de interaccion entre las cepas (Du et al., 2022; Munhoz et al., 2024). Por ello, se
recomienda que los microorganismos utilizados provengan de zonas con condiciones

similares a las de los cultivos de banano, tal como se hizo en este estudio.



CAPITULO 2

2 Metodologia

2.1 Cepas evaluadas

Las cepas microbianas evaluadas obtenidas de la Coleccion de Cultivos de
Microorganismos del CIBE (CCMCIBE) son originarias de Enmiendas Orgéanicas Liquidas
(EOL) en la provincia del Guayas; y de muestras de suelo, rizosfera y pseudotallo de banano
de la provincia de Bolivar (Tabla 1). Los microorganismos obtenidos del suelo, rizosfera y
pseudotallo de banano, fueron agrupados bajo la etiqueta “Banano”. La cepa de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1 (FocR1) fue obtenida de estudios previos (Magdama, 2017),
procedente de una localidad de la provincia del Guayas, con el codigo EC35-G-GM1,

asociado Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCG)0120.

La reactivacion de las bacterias se realizo en placas con medio agar papa dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés) para las de EOL y agar tripticasa de soya (TSA, por sus siglas
en inglés) para el grupo Banano. En cuanto a las cepas fungicas, se utilizé el medio PDA con

estreptomicina a una concentracion de 100 pg/mL.

Este estudio evaluo tres tipos de ensayos in vitro: enfrentamientos, difusion en agar e
inoculacion de suelo para la supresion de esporas. Ademas, se llevo a cabo un ensayo de
patogenicidad con las cepas mas prometedoras mediante la inoculacion de plantas de banano
Gros Michel. Debido al alto nimero de cepas a evaluar, se aplico un criterio de seleccion

antes de proceder con cada ensayo.



Tabla 1 Resumen de informacion de los microorganismos evaluados frente a FocRI. EOL: microorganismos obtenidos de enmiendas organicas liquidas;

Banano: microorganismos obtenidos de suelo, rizosfera y pseudotallo de banano de plantaciones bananeras

Microorganismos Grupo Cantidad Ubicacion GPS Codificacion Origen

Punto 1: 2°08°58.5” S 39 79°57°33.9” W
Bacterias EOL 102 H#HHH#Z CCMCIBE

Punto 2: 2°10°15” S 79°13°’41” W

Punto 1: 2°08°58.5” S 39 79°57°33.9” W

Hongos EOL 74 HHHZ CCMCIBE
Punto 2: 2°10°15” S 79°13°41” W

Punto 1: 1°37°28.4” S 79°18°02.4” W
Hongos Banano 36 PH-## CCMCIBE

Punto 2: 1°37°27.0” S 79°18°03.3” W
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2.2 Ensayos in vitro

Cada ensayo in vitro fue realizado por triplicado y como control positivo se utiliz6 so6lo la cepa

fingica de FocR1

2.2.1 Ensayo de enfrentamiento.

2.2.1.1 Ensayo de enfrentamiento bacteriano contra FocR1.

El enfrentamiento de las bacterias se realizd siguiendo el protocolo de Fan et al.,
(2021) con las siguientes modificaciones: el segmento de 5 mm de didmetro de Foc se coloco
en el centro de la placa de PDA separado a un distancia de 25 mm. Al lado opuesto, se sembro
otra cepa bacteriana con las mismas indicaciones (Figura 1). Las placas fueron incubadas a 28
°C durante 7 dias. El porcentaje de inhibicion radial (PIR) se lo calcul6 con la siguiente
formula descrita por Fan et al., (2021).

R1—-R2

%PIR = FT

R1l:radio de FocR1 del control positivo; R2:radio de FocR1 del tratamiento

Figura 1 Grdfico representativo de la siembra de FocRI y cepas bacterianas en el ensayo de

enfrentamiento



11

2.2.1.2 Ensayo de enfrentamiento fungico contra FocRI.

Cada cepa fungica fue evaluada mediante enfrentamiento dual con FocR1 (Zhao
et al., 2022). Se colocaron dos segmentos de 5 mm de didmetro de Foc y de la cepa a
evaluarse, separadas a una distancia de 65 mm (Figura 2). Luego de 10 dias de incubacion a
28 °C se calculd el PIR generado por la cepa fungica hacia el FocR1 con la férmula descrita

previamente.

65mm

v

10 mm

85mm de diametro

Figura 2 Grdfico representativo de la siembra de FocRl y cepas fungicas en el ensayo de

enfrentamiento

2.2.2 Ensayo de difusion en pozo de agar.

Las cepas con un PIR superior al 60 % (71 cepas) fueron evaluadas en el presente
ensayo. Para la obtencion del sobrenadante del grupo de bacterias seleccionadas, se sigui6 el
protocolo de Shahid et al., (2021). En cuanto a la obtencion de metabolitos flingicos, se aplico

el protocolo propuesto por Mousumi Das et al. (2019).

Para la obtencion de esporas de FocR1 se siguid el protocolo de Garcia-Bastidas et al.

(2019) con las siguientes modificaciones: se inocularon 5 segmentos de 5 mm de diametro de
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FocR1 en medio liquido fréjol (8 g de fréjol mungo/ L) y se dejo incubar a 110 rpm durante 7

dias a temperatura ambiente.

En la placa de PDA se sembro 10° conidios de Foc y, después de 1 hora de
incubacion, se realizaron 4 huecos de 5 mm con un sacabocado a 20 mm del centro (Figura
3). En cada hueco se afiadio 50 pl del sobrenadante a analizar. Para cada placa, se inocul6 el
sobrenadante de dos cepas y cada una con su respectiva pseudoréplica, siguiendo el protocolo

de Baazeem et al. (2021), e incubando las placas por 48 horas a 28 °C.

5mm de
diametro
2cm

Figura 3 Grdfico representatitvo de la placa del ensayo de difusion en agar, en donde en los huecos
(4, B, C, D) se agrega el sobrenadante de los microorganismos evaluados. Mientras que, en toda el

area de la placa se siembra los conidios de FocR1.

En este ensayo se establecio la siguiente escala de evaluacion (Tabla 2):
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Tabla 2 Escala de evaluacion para el ensayo de difusion en pozo de agar.

- Sin inhibicién: Crecimiento normal del hongo Foc, sin presencia de halos de

inhibicidn ni alteraciones visibles.

+ Inhibicién leve: Crecimiento reducido del hongo Foc, con indicios muy débiles

o marginales de halos de inhibicion.

++ Inhibicién moderada: Crecimiento alterado o irregular del hongo Foc, con

halos de inhibicién parcialmente definidos.

+++ Inhibicién alta: Ausencia total de crecimiento del hongo Foc, con halos de

inhibicion claramente definidos y evidentes.

Las cepas que obtuvieron los mejores resultados (++, +++) del presente ensayo fueron seleccionadas

para la secuenciacion tipo Sanger y ensayos posteriores.

2.2.3 Identificacion molecular de cepas promisorias.

La extraccion de ADN de las cepas bacterianas se llevo a cabo mediante la técnica de
lisis alcalina (Pérez-Pérez et al., 2019), que consistié en agregar la colonia bacteriana en 50 pl
de NaOH 20mM. Luego, se realizo un vortex seguido de tres ciclos de calentamiento de 30

segundos en microondas.

La amplificacion de la region 16S rRNA fue desarrollada mediante la PCR utilizando
los primers universales 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5’-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3°). La mezcla de la reaccion final contenia 1X GoTaq
Green Master Mix (Promega, USA), 0.4mM de cada primer y 1 pul de ADN. Las condiciones
de amplificacion en el termociclador fueron: 1 min a 96 °C para la desnaturalizacion inicial,
35 ciclos de 1 min a 96 °C de desnaturalizacion, 1 min a 55 °C para el anillamiento y 1 min

50 s a 72 °C para la extension. Finalmente, una extension final a 72 °C durante 10 min.

La integridad del ADN amplificado se verifico6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1.5% y la concentracion se determiné utilizando un espectrofotometro
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NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific). La secuenciacion Sanger

de los amplicones fue realizada por un servicio externo en Macrogen Inc.

2.2.3.1 Analisis bioinformadtico.

Las secuencias fueron depuradas eliminando los extremos de mala calidad utilizando
el programa FinchTV version 1.4.0. A las secuencias depuradas se les busco similitud con
secuencias biologicas 16S rRNA subidas al Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBI) usando la herramienta BLAST. Posteriormente, se compararon las secuencias
depuradas con secuencias biologicas de 16S rRNA disponibles en NCBI mediante la
herramienta BLAST. Adicionalmente, se generd un arbol filogenético utilizando RAXxML
(Stamatakis, 2014) con 1000 bootstraps y modelo de evolucion GTRGAMMA 5 para conocer

la cercania entre dichas especies.

Las cepas secuenciadas fueron reincorporadas a la Coleccion de Cultivos de

Microorganismos del CIBE (CCM-CIBE) en la Escuela Superior Politécnica del Litoral.

2.2.4 Evaluacion en condiciones de suelo para la supresion de esporas.

El ensayo se llevo a cabo en cajas de Petri de vidrio estéril, a las cuales se les
agregaron 50 gramos de suelo estéril proveniente de una plantacion de banano (0°12'38.9"S
79°30'11.3"W), 6 ml de agua estéril, 2 ml de una suspension de conidios de Foc (1 x 10°
conidios/ml) y 2 ml de una suspension de células de la cepa bacteriana correspondiente (1.2
x10° células/ml). Se realizaron 5 réplicas por tratamiento. Como control negativo, se afiadio al
suelo 10 ml de agua estéril, y como control positivo se incorporaron 8 ml de agua estéril y 2
ml de la solucién del patogeno (Einloft et al., 2021). Las placas fueron incubadas en una

gaveta plastica a temperatura ambiente durante 30 dias (Figura 4).
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Figura 4 Incubacion de las placas de la evaluacion en condiciones de suelo simuladas.

La evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) del patogeno se
realiz6 en el medio Nash & Snyder modificado que contenia, 1 g/ KH2PO4, 0.5 g/L
MgS0O4 « TH20, 15 g/L Peptona, 20 g/L Agar, 1 g PCNB (Terraclor 75%), 0.3 g
estreptomicina y 0.12 g ampicilina. Se sembrd el suelo diluido a 10y se incub6 durante 2

dias a 28 °C para la posterior lectura de las UFC.

2.3 Ensayo de patogenicidad

Para este ensayo se seleccionaron dos cepas de Pseudomonas con la mejor actividad
inhibitoria, identificada en ensayos previos. Ademas, se incluyeron dos cepas Bacillus y una
cepa de Stenotrophomonas, las cuales destacaron en los ensayos de enfrentamiento y de
metabolitos. Esta eleccion se respaldo en estudios previos y en la revision de literatura, que
reportan la actividad controladora de estos microorganismos contra la Fusariosis. La

combinacion de los tratamientos evaluados se describe en la Tabla 3.
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Tabla 3 Tratamientos evaluados en el ensayos in vivo en plantas de banano variedad Gros Michel en

maceta

Tratamientos  Género de la cepa benéfica Cepas Patogeno

Tratamiento 1 Pseudomonas 2257 EC35-G-GM1
Tratamiento 2 Bacillus 381Z EC35-G-GM1
Tratamiento 3 Stenotrophomonas 3517 EC35-G-GM1
Tratamiento 4 Pseudomonas 2277 EC35-G-GM1
Tratamiento 5 Bacillus 3587 EC35-G-GM1
Tratamiento 6 Consorcio de Pseudomonas 2257-2277 EC35-G-GM1
Tratamiento 7 Consorcio de Bacillus 381Z-358Z EC35-G-GM1

Tratamiento 8  Consorcio de todas las cepas  225Z-2277-3517-358Z-381Z EC35-G-GM1
Control negativo - - -

Control positivo - - EC35-G-GM1

Se inocularon a FocR1 y a los microorganismos promisorios siguiendo el protocolo
de Izquierdo-Garcia et al., (2024), con las siguientes modificaciones: en cada maceta se
afiadieron 2 kg de tierra preparada Aviluz (1% de Nitrégeno, 1% de fosforo, 1% de potasio,
1.9% de calcio, 1% de magnesio, 18.4% de materia organica, 2.6% de hierro) y se mezclaron
con 100 ml de una suspension de 5 x 107 conidios de Foc/ml. El suelo inoculado se incub6
durante 7 dias para permitir la colonizacion del patdgeno previo al trasplante de las plantas
Gros Michel. A los dos dias posteriores al trasplante, se realizé la primera aplicacion de 100
ml (1.5 x 10 células bacterianas/ml) de cada tratamiento, seguida de una segunda aplicacion a

los 9 dias post-trasplante.

El ensayo se levant6 a los 68 dias post-trasplante. Se evaluo el area necrosada
mediante cortes longitudinales desde el pseudotallo hasta el rizoma para el registro

fotografico para su posterior analisis. Ademas, se tomaron muestras de cada planta, las cuales
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fueron almacenadas en tubos estériles de 50 ml a 4 °C para la verificacion de la colonizacion

del hongo mediante PCR.

2.3.1 Analisis del rizoma.

El nivel de necrosis interna de cada tratamiento se evaluo utilizando el software
Imagel. Con los datos recopilados, se calcularon la incidencia (DI), el efecto de biocontrol

(BE) y la severidad (PDI) utilizando las siguientes formulas obtenidas de X. Wang et al.,

(2023):
Numero de plantas infectadas (2.1)
P— * 100%
Numero de plantas observadas
Incidencia en control positivo — Incidencia en tratamiento (2.2)
' Incidencia en control positivo
X de las escalas de las plantas observadas (2.3)

PDI 100

: *
Numero de plantas observadas * maximo nimero de la escala usada

La escala utilizada para calcular la severidad (PDI) se bas6 en la propuesta por
Garcia-Bastidas, (2019) con una modificacion en el rango de la escala de 0 a 5 (Figura 5). El
porcentaje de area de dafio de cada rizoma se evalud utilizando el programa ImageJ

(Schneider et al., 2012).
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Figura 5 Escala de Fusariosis presentada en los rizomas de plantas Gros Michel.

2.3.2 Postulados de Koch.

Para cumplir con los postulados de Koch, el rizoma de cada planta fue esterilizado
con etanol absoluto durante 45 segundos, seguido de una inmersion en cloro al 5 % durante
30 segundos, y finalmente, se pasé dos veces pasé por agua estéril durante 15 segundos.
Después de la desinfeccion, el rizoma se seco con toallas de papel estéril, se cortaron los
bordes y el resto del rizoma se sembr6 en el medio Nash & Snyder. Entre el segundo y tercer

dia de la siembra, el microorganismo se reaisl6 de la placa.

El ADN del hongo aislado se extrajo mediante el método de lisis alcalina descrito
previamente. Se amplificaron dos regiones génicas: Internal Transcribed Space (ITS) y
Secreted in Xylem 9 (SIX9). Para la region ITS, se utilizaron los primers universales ITS-1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS-4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°). Para la
region SIX9, se emplearon los primers FocSIX9-F (5 GCAGTTGCGGCAATGGCT 3’) y
FocSIX9-R (5 GCCCCATCTGGTATCCGACA 3°) (Magdama, 2017). Las reacciones de
PCR se realizaron en volumen final de 15 pl con concentracion final de 1x GoTaq® Green
(Promega), 0.4mM primers y 1 ul de ADN. Las condiciones del termociclador para la
amplificacion del ITS fueron: 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 55
°C por 30 segundos y 72 °C por 1 minutos. Finalmente, una extension de 72 °C por 10

minutos. Las condiciones para la amplificacion de SIX9 fueron: 94 °C durante 10 minutos, 30
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ciclos de 94 °C por 45 segundos, 58 °C durante 45 segundos y 72 °C por 30 segundos,

finalmente una extension de 72 °C por 10 minutos (Magdama, 2017).

Analisis estadisticos

Se utilizo estadistica descriptiva e inferencial para el analisis de los ensayos. En los
ensayos de enfrentamiento y difusion en pozo de agar, se generaron graficos de barras para
identificar las cepas que mostraron el mejor PIR y la cantidad de cepas que tuvieron mejores

resultados (++, +++), respectivamente.

En el ensayo realizado en condiciones de suelo simuladas, se empleo estadistica
inferencial para comparar las medias de UFC de cada tratamiento utilizando ANOVA.
Posteriormente, se identifico qué tratamiento presentaba diferencias significativas en relacion
con el control positivo (C+) mediante la prueba de Tukey. Para el ensayo in vivo con plantas
de banano variedad Gros Michel en macetas, se realiz6é una comparacion estadistica

utilizando el método LSD de Fisher.

Todo el analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software R version 4.3.0
(2023-04-21 ucrt) y RStudio version 2023.12.0 considerando que los resultados fueron

estadisticamente significativos cuando p < 0.05.
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CAPITULO 3

3 Resultados

3.1 Ensayo de enfrentamiento bacteriano contra FocR1

De las 102 cepas bacterianas evaluadas contra Foc, s6lo 2 cepas superaron el 80 % de
PIR, mientras que, 8 cepas promovieron el crecimiento radial de Foc (Figura 6A). Los
microorganismos que alcanzaron el criterio de seleccion (PIR > 60%) para el siguiente ensayo

fueron 62 bacterias provenientes de la enmienda orgénica liquida (EOL).

3.2 Ensayo de enfrentamiento fungico contra FocR1

De las 110 cepas fungicas evaluadas, 4 alcanzaron el 100% del PIR. Ademas, se
observo que 2 cepas no generaron inhibicion y, 1 cepa, en particular, estimulo el crecimiento
de Foc. El resto de las cepas mostré inhibicion entre el 5y el 100% (Figura 6B). Los
microorganismos que cumplieron con el criterio de seleccidon (PIR > 60%) para el siguiente

ensayo fueron 6 aislados de EOL y 3 aislados de Banano.
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3.3 Ensayo de difusion en pozo de agar

En este ensayo, se evaluaron 71 microorganismos (62 bacterias y 9 hongos) que
cumplian con el criterio de evaluacion de un PIR superior al 60%. Las condiciones de
produccion de metabolitos en el sobrenadante permitieron identificar 4 cepas bacterianas que
generaron halos de inhibicion marcados, mientras que 16 cepas presentaron halos
medianamente marcados. Ademads, 21 cepas presentaron halos de menor intensidad segun la

escala y, 30 de las cepas no presentaron efecto inhibitorio (Figura 7).
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Figura 7 Ensayo de evaluacion de metabolitos. A) Cantidad de microorganismos por cada variable

cualitativa en el ensayo de difusion en pozo de agar. B) Escala cualitativa.

3.4 Identificacion molecular de las cepas promisorias

Los microorganismos con mayor actividad inhibitoria en los ensayos de

enfrentamiento y en la produccion de metabolitos secundarios fueron secuenciados.

Se identificaron tres géneros, Bacillus, Stenotrophomonas y Pseudomonas. Ninguna

cepa flngica mostro actividad en sus metabolitos, por lo que no fueron considerados para los
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estudios posteriores. En la Figura 8 se presenta el arbol filogenético de los microorganismos

evaluados.

sPycnacronema salicrustae NR 1766571
Bacillus subtiis NR 112116.2
aBacilius subtiis NR 027552.1
& Bacillus subtiis NR 118972.1
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03027
02857
02002
a 02632
a2387
02042
T a370Z
— 02227
L 3667

Figura 8 Arbol filogenético de las cepas que cumplieron el criterio de evaluacion del ensayo de difusién
en pozo de agar. Las cepas pertenecientes al ensayo tienen colocados un cuadrado (=) del lado derecho

de su codigo.
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3.5 Evaluacion en condiciones de suelo simuladas

Las cepas del género Pseudomonas, 2277 y 2257, inhibieron significativamente el

numero de unidades formadoras de colonias en los 50 gramos de tierra.

Tabla 4 Respuesta de la interaccion de cepas bacterianas en condiciones de suelo simuladas en el

conteo de UFC de Foc luego de 30 dias de co-incubacion. C+: Control Positivo; C-: Control Negativo

Cepa Género Promedio Log (UFC de Foc/g de suelo)
C+ 2.12+0.11a
2387 Pseudomonas 2.11+0.10 ab
380z Bacillus 1.98+0.14 ab
263Z Pseudomonas 1.97+0.06 ab
2047 Pseudomonas 1.94+0.22 abc
236Z;265Z Bacillus 1.92+0.17 abc
2002 Pseudomonas 1.91+0.05 abc
3792 Bacillus 1.89+0.13 abc
3702 Pseudomonas 1.88+0.13 abc
3527 Pseudomonas 1.88+0.14 abc
2957 Pseudomonas 1.88+0.08 abc
381z Bacillus 1.84+0.20 abc
351Z Stenotrophomonas 1.83+0.16 abc
261.1Z Pseudomonas 1.82+0.14 abc
2227 Pseudomonas 1.79+0.41 abc
366Z Pseudomonas 1.78+0.38 abc
3827 Bacillus 1.70+0.12 abc
2287 Pseudomonas 1.69+0.27 abc
3587 Bacillus 1.67+0.15 abc

2277

Pseudomonas

1.62+0.34 bc
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2257 Pseudomonas 1.46+0.25 ¢

C- 0.00+0.00 d

3.6 Ensayo de patogenicidad

En el presente ensayo se analizaron dos cepas de Bacillus (3587 y 381Z), dos cepas de

Pseudomonas (2257 y 2277) y una cepa del género Stenotrophomonas (351Z).

Los analisis realizados mediante el programa ImageJ (Anexos Tabla 11) y la escala
mostrada en la Figura 5 indicaron que los tratamientos T7 (cepas de Bacillus: 3812y 3587) y
el T5 (358Z) fueron los que presentaron la menor incidencia y severidad, lo que sugiere un

mejor biocontrol.

Aunque los tratamientos T1, T2, T3 y T4 presentaron menor incidencia y severidad
que el C+, no mostraron diferencias significativas. Como se observa en la Tabla 5, los
tratamientos T1, T2, T3, T4, T6 y T8 no mostraron diferencias significativas en comparacion
con el C+. Por otro lado, los tratamientos de Bacillus fueron los que redujeron

significativamente la incidencia y severidad de Foc en el presente estudio.

Tabla 5 Respuesta de tratamientos en la incidencia, severidad y biocontrol contra la Fusariosis del

banano variedad Gros Michel. DI: Incidencia; PDI: Severidad; BE: Efecto de biocontrol sobre Foc

Tratamiento Cepas DI PDI BE
C+ -- 100 a 56 a Oa
T6 2257-2277 100 a 54 a Oa
T8 2257-2277-3517-3582-381Z 100 a 51 ab Oa
T1 2257 90 ab 48 ab 10 ab
T2 3817 90 ab 44 ab 10 ab
T3 3517 90 ab 48 ab 10 ab

T4 2277 90 ab 48 ab 10 ab
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T7 381Z-358Z 70b 34b 30b

TS 3587 50b 26b 50b

3.6.1 Postulados de Koch.

Se aislaron colonias con caracteristicas morfologicas similares a las de F. oxysporum
de todas las muestras tomadas de tejido sintomatico tomadas de cada tratamiento. La relacion
con Foc raza 1 (VCG120) se confirmo6 mediante la amplificacion del gen SIX9, un efector
reportado en la forma patogénica cubense que afecta los bananos. Ademas, su identidad como

hongos anamorficos fue validada por la amplificacion de la region ITS.

Figura 9 Confirmacion del patéogeno (FocR1) en base a los Postulados de Koch del ensayo in vivo. A)

La posicion 1 es el marcador molecular 100bp, los pocillos 2-9 son amplicones de ITS de diferentes
aislados, el pocillo 10 es blanco de ITS, el pocillo 11-18 son amplicones de SIX9 de las muestras
correspondientes y el pocillo 19 es blanco de SIX9. B) Uno de los aislado del rizoma, perteneciente al

tratamiento 7 réplica 10
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4 Discusiones

La busqueda de microorganismos locales promisorios es compleja, pero no imposible.
Hasta el momento las cepas mas estudiadas con resultados prometedores pertenecen a los
géneros de Trichoderma, Bacillus y Pseudomonas. Estas cepas estan asociadas a la induccion
de resistencia, promocion del crecimiento vegetal o mejora de suelos con caracteristicas
supresivas frente a Foc (Bubici et al., 2019). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de
este estudio, donde las cepas de Pseudomonas presentaron una inhibicion significativa en
ensayos in vitro mientras que, las cepas de Bacillus, fueron las principales responsables de la

inhibicidn en ensayos in vivo.

En otros estudios in vitro sobre ensayos de enfrentamiento se han identificado
principalmente cepas bacterianas de Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas. Estas cepas
generan una significativa inhibicion del crecimiento radial de Foc, con tasas de 80% (Fan
et al., 2021), 66-74% (J. Wang, Cai, et al., 2022; Zhang et al., 2022) y, 69-75% (S. Li et al.,
2022; Xie et al., 2023). En este estudio, las cepas secuenciadas del género Bacillus mostraron
un PIR entre 64-70 %, mientras que las de Pseudomonas oscilaron entre 60-77% y la
Stenotrophomonas alcanz6 un PIR del 67%. Aunque se identificaron bacterias con un PIR
superior (hasta el 82 %), éstas no presentaron buenos resultados en el segundo ensayo, el cual
evaluo la accion de los metabolitos liberados en el sobrenadante. Del mismo modo, se han
reportado cepas fungicas, especialmente de Trichoderma, con una capacidad de inhibicion del
crecimiento radial de Foc superior al 60 % (Long et al., 2023; Win et al., 2021). En este
estudio, se identificaron 9 cepas fungicas que cumplieron con el criterio de seleccion del
ensayo de enfrentamiento (PIR > 60%), de las cuales 6, pertenecientes a la EOL, lograron un

PIR superior al 90%.

Para la seleccion de microorganismos promisorios con capacidad inhibitoria contra la
Fusariosis, se considerd no solo la inhibicién por competencia, sino también la produccion de
metabolitos con accidn fungicida o fungistatica. Este enfoque ha sido clave para identificar

potenciales agentes de biocontrol. Entre los metabolitos encontrados se han reportado
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lipopéptidos (Ramirez-Mejia et al., 2024), corticosteroides (Nayana et al., 2023) en cepas de
Bacillus; En Streptomyces se han identificado lipopétidos (X. Wang et al., 2023) y acido
bencenodicarboxilico (Zhang et al., 2022); Por su parte, en Pseudomonas, se han registrado
metabolitos como cianuro de hidrogeno y amoniaco (Xie et al., 2023), sideroforos, quitinasas
y lipasas (S. Li et al., 2022); En el caso del género Trichoderma, se ha documentado la
produccion de endoquitinasas, quitinasas, acido tricodémico y otros metabolitos asociados a

la actividad antiftingica frente a Foc (Gdnzales et al., 2023).

En este estudio, se analizaron los metabolitos liberados en el sobrenadante de 71
cepas microbianas, entre las cuales, 20 cepas bacterianas demostraron capacidad para inhibir
la germinacion o el crecimiento de las esporas del patdégeno, y fueron identificadas
molecularmente como cepas de los géneros Bacillus, Stenotrophomonas y Pseudomonas. Sin
embargo, las 51 cepas restantes no necesariamente carecen de actividad antifungica. Su
limitada produccion de metabolitos podria estar influenciada por factores como las
condiciones ambientales, la disponibilidad de nutrientes, mecanismos reguladores (Rabbee &
Baek, 2023; J. Singh & Faull, 1988), o la ausencia de estimulos especificos (Doing et al.,

2020).

Segun la bibliografia disponible sobre ensayos in vitro e in vivo, las cepas de los
géneros Bacillus y Pseudomonas han demostrado actividad antifingica contra Foc, lo cual
coincide con los hallazgos de este estudio. En contraste no se ha reportado actividad
antifingica de Stenotrophomonas contra Foc. No obstante, algunas investigaciones han
asociado a Stenotrophomonas maltophilia con la estimulacion del crecimiento de plantas y el
biocontrol de patogenos como Colletotrichum nymphaeae (Zahra et al., 2020), Fusarium
oxysporum f.sp cepae (Dewi et al., 2023), Pyricularia oryzae (Badri Fariman et al., 2022).
Aunque en este estudio la cepa de Stenotrophomonas no redujo significativamente la
severidad ni incidencia de Foc, se recomienda profundizar en su andlisis para determinar su
posible rol en el proceso de infeccion del hongo o en la activacion de mecanismos de defensa

de las plantas.
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Pocos ensayos in vitro se han evaluado en suelo estéril. Einloft et al., (2021)
analizaron cepas del género Bacillus que mostraron una inhibicidn significativa de las UFC de
Fusarium verticillioides después de 7 dias de incubacion. En el presente estudio, tras 30 dias
de exposicion, las cepas de Bacillus evaluadas no generaron una inhibicion significativa de
las UFC de Foc. A pesar de que se seleccionaron las 20 cepas mas prometedoras de los dos
primeros ensayos in vitro, solo dos cepas de Pseudomonas (2257 'y 2277) lograron reducir de
manera significa la concentracion de UFC de Foc al cabo de 30 dias en condiciones de suelo
simulado. Esta diferencia podria atribuirse a las propiedades del suelo, ya que la estructura del
mismo puede influir en la disponibilidad de nutrientes, la difusion de oxigeno y el flujo de
agua, factores que disminuyen el potencial de la actividad antagonista de algunas cepas

(Hartmann & Six, 2023).

Para el ensayo de patogenicidad, se utilizaron plantas de la variedad Gros Michel y se
seleccionaron las 5 cepas con los mejores resultados en las pruebas in vitro, las cuales
pertenecian a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Stenotrophomonas. Con fines
comparativos, los tratamientos incluyeron tanto la inoculacion de las cepas por separado
como sus combinaciones en consorcios. Einloft et al., (2021) estudiaron la combinacién de
cepas del mismo género para controlar Fusarium verticillioides observando que esto generd
un efecto de biocontrol mas eficaz. Existen otros estudios que presentan resultados contrarios.
Por ejemplo, Du et al., (2022) demostraron que la combinacién de 5 cepas no necesariamente
inhibe la Fusariosis de manera significativa en comparacion con tratamientos que utilizan un
menor numero de cepas. Ellos observaron la accion de dos cepas juntas es similar a la
combinacion de cuatro cepas para el control de Fusariosis. Estos hallazgos coinciden con los
del presente estudio, en el que el tratamiento 5 mostr6 un efecto de control similar al

tratamiento 7 en el cual se utilizaron dos cepas de Bacillus.

En el este estudio se observo que las cepas Pseudomonas se destacaron en los ensayos
in vitro, sin embargo, su efecto de biocontrol en el ensayo in vivo no fue el esperado. Este

trabajo resalta la importancia de realizar pruebas de patogenicidad para evaluar el verdadero
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potencial de biocontrol de las cepas. Este aspecto es crucial, ya que existen interacciones
complejas entre el hospedero y el patdogeno, asi como variaciones ambientales y la interaccion
con otros organismos, factores que pueden influir en el comportamiento de las cepas

benéficas (Clough et al., 2022).

Los hallazgos de este estudio refuerzan la importancia del uso de microorganismos
benéficos para el control de la Fusariosis en banano. Sin embargo, futuras investigaciones
deberian centrarse en evaluar la eficacia de estas cepas en condiciones de campo, asi como en
su interaccion con otros factores ambientales. Ademas, se recomienda realizar analisis mas

detallados sobre los metabolitos involucrados en la actividad antifingica observada.
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5 Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Se identificaron 20 cepas bacterianas con potencial inhibidor de Fusarium oxysporum
f.sp. cubense raza 1 mediante pruebas in vitro. Las cepas bacterianas mostraron altos
porcentajes de inhibicion, con valores de mas del 60% de inhibicion radial de Foc, destacando

su posible uso como agentes de biocontrol.

El andlisis genético permitio identificar que las cepas mas efectivas de los ensayos in

vitro pertenecian al género de Bacillus, Pseudomonas 'y Stenotrophomonas.

La combinacion de distintos métodos de evaluacion (in vitro y en suelo simulado)
permiti6 analizar multiples aspectos del potencial antifungico de los microorganismos,
asegurando una seleccion robusta y enfocada en condiciones practicas. Logrando filtrar 5

cepas bacterianas en ensayos in vitro de un grupo inicial de 212 microorganismos.

Las cepas de Pseudomonas (225z y 227z) demostraron una notable capacidad
inhibitoria en ensayos in vitro, tanto en enfrentamientos directos como en la prueba del

sobrenadante.

Las cepas de Bacillus de los tratamientos (TS5 y T7) sobresalieron en ensayos in vivo,
mostrando una inhibicién significativa en la incidencia y severidad de la Fusariosis en plantas

de banano variedad Gros Michel.

Aunque las cepas del género Stenotrophomonas lograron superar los criterios de
seleccion, al ser evaluadas en condiciones mas cercanas a la realidad agricola, no mostraron

inhibicion significativa en el desarrollo de la Fusariosis.

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas de Bacillus y sus metabolitos poseen
un alto potencial como agentes de biocontrol contra FocR1. Esto representa una estrategia
viable para mitigar la incidencia de Fusariosis en campo, promoviendo la produccion

sostenible y minimizando el uso de fungicidas quimicos.
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Recomendaciones

A partir de los hallazgos obtenidos, se recomienda realizar estudios detallados para
identificar los metabolitos especificos responsables de la inhibicion de la Fusariosis en plantas
de banano variedad Gros Michel. Esto permitira comprender en profundidad los mecanismos

de biocontrol involucrados y optimizar su aplicacion.

Durante las pruebas in vivo en plantas de banano, se recomienda minimizar los dafios
mecanicos ocasionados por factores externos como el traslado, el viento o caidas antes del
trasplante en macetas. Estos dafios pueden generar variabilidad en los resultados al evaluar los

efectos del biocontrol sobre la Fusariosis.

Se sugiere mejorar la metodologia de corte del rizoma durante el ensayo in vivo,
realizando cortes paralelos para reducir el riesgo de falsos negativos en la deteccion de la
Fusariosis. Asimismo, el tiempo de evaluacion debe coincidir con el estado de desarrollo de la
planta o esperar a que todos los controles positivos presenten sintomas claros de Fusariosis en

las hojas.

Es recomendable evaluar la efectividad de las combinaciones de cepas seleccionadas
en condiciones ambientales diversas y en distintos tipos de suelos representativos de las
haciendas bananeras. Esto ayudara a determinar la robustez y adaptabilidad de las cepas

promisorias.

Una vez finalizadas las pruebas en condiciones controladas, se sugiere realizar
estudios a nivel de campo. Esto permitira evaluar el comportamiento de las cepas en un
entorno bioldgico mas complejo y representativo de las condiciones reales de produccion

bananera.
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ANEXO 1

Tabla 6 Porcentaje de inhibicion de FocRI ocasionado por las cepas fiingicas evaluadas originarias

del grupo Banano

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio Desv. Stdr

PH15-2 79.11 77.22 79.11 78.48 1.10
PH14-3 79.73 81.76 63.51 75.00 10.00
PH14-1 67.57 65.54 65.54 66.22 1.17
PH12-4 55.09 58.68 53.29 55.69 2.74
PH14-5 55.09 46.11 53.29 51.50 4.75
PH7-1 47.90 47.90 49.70 48.50 1.04
PH14-6 47.30 47.30 47.30 47.30 0.00
PH20-2 43.24 47.30 51.35 47.30 4.05
PH20-4 49.32 47.30 45.27 47.30 2.03
PH16-1 39.19 43.24 47.30 43.24 4.05
PH12-5 42.51 40.72 38.92 40.72 1.80
PH11-1 39.19 41.22 37.16 39.19 2.03
PH12-2 37.13 38.92 38.92 38.32 1.04
PH12-3 37.13 40.72 37.13 38.32 2.07
PH13-1 37.13 24.55 40.72 34.13 8.49
PH17-2 31.08 31.08 35.14 32.43 2.34
PH10-3 31.08 33.11 29.05 31.08 2.03
PH7-2 22.15 35.44 20.25 25.95 8.28
PH15-1 29.94 22.75 11.98 21.56 9.04
PH7-3 18.35 18.35 16.46 17.72 1.10
PH15-3 14.56 20.25 18.35 17.72 2.90

PH16-2 16.46 20.25 16.46 17.72 2.19




PH13-3 12.66 15.51 18.35 15.51 2.85
PH10-2 14.56 16.46 14.56 15.19 1.10
PH15-4 16.46 16.46 10.76 14.56 3.29
PHO-1 10.76 12.66 16.46 13.29 2.90
PH9-2 12.66 14.56 10.76 12.66 1.90
PH16-5 6.96 14.56 16.46 12.66 5.02
PH7-4 13.77 10.18 10.18 11.38 2.07
PH6-3 8.78 12.84 8.78 10.14 2.34
PH16-3 12.00 10.00 8.00 10.00 2.00
PH4-2 6.96 5.06 14.56 8.86 5.02
PH6-1 6.00 10.00 4.00 6.67 3.06
PH20-5 8.86 3.16 5.06 5.70 2.90
PH16-6 8.00 4.00 4.00 5.33 231
PH20-1 -2.00 6.00 -2.00 0.67 4.62
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Anexo 2

Tabla 7 Porcentaje de inhibicion de FocRI ocasionado por las cepas fungicas evaluadas originarias

del EOL
Cepa Réplical Reéplica2 Réplica3 Promedio Desv. Est.
1507 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00
1657 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00
1847 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00
1857.2 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00
4Z;179Z(L) 98.20 98.20 92.79 96.40 3.12
185.17 83.78 100.00 97.97 93.92 8.84
1867 73.65 45.27 47.30 55.41 15.83
1537 58.00 46.00 52.00 52.00 6.00
1397 53.62 51.69 47.83 51.05 2.95
4217 50.33 52.32 50.33 50.99 1.15
4147 43.24 49.32 53.38 48.65 5.10
577;400Z 44.52 48.63 46.58 46.58 2.05
1617 47.74 45.81 41.94 45.16 2.96
647 44.00 44.00 46.00 44.67 1.15
70Z 30.00 52.00 52.00 44.67 12.70
4187 45.54 43.66 44.60 44.60 0.94
409.17 43.96 42.03 45.89 43.96 1.93
4077 41.94 43.87 45.81 43.87 1.94
3947 40.74 42.59 48.15 43.83 3.85
1197;146Z 42.03 42.03 45.89 43.32 2.23
166Z 43.66 41.78 43.66 43.04 1.08

557 40.79 44.74 42.76 42.76 1.97




96Z 43.24 41.22 43.24 42.57 1.17
3967 38.89 39.62 48.15 42.22 5.15
1497 45.27 39.19 41.22 41.89 3.10
1347 41.78 39.91 43.66 41.78 1.88
408Z (1) 34.87 38.82 50.66 41.45 8.22
1577 41.44 44.52 38.36 41.44 3.08
4027 (2) 46.30 38.89 38.89 41.36 4.28
4237 (3) 44.44 42.59 37.04 41.36 3.85
20HS 42.00 42.00 40.00 41.33 1.15
4117 45.27 37.16 41.22 41.22 4.05
433Z2.2 39.91 39.91 39.91 39.91 0.00
4207 46.00 44.00 28.00 39.33 9.87
160Z;167Z;3 40.00 37.86 40.00 39.29 1.24
4257 41.22 39.19 37.16 39.19 2.03
4167 3841 40.40 3841 39.07 1.15
4367 37.16 39.19 39.19 38.51 1.17
405Z.1 38.82 36.84 38.82 38.16 1.14
4127 38.06 41.94 34.19 38.06 3.87
1917.1 36.84 37.83 38.82 37.83 0.99
403Z.1 38.82 36.84 37.83 37.83 0.99
403Z.2 38.82 36.84 37.83 37.83 0.99
4297 35.19 38.89 37.04 37.04 1.85
42372.1 36.15 34.27 39.91 36.78 2.87
403Z 33.33 41.78 35.19 36.77 4.44
4047 36.30 36.30 36.30 36.30 0.00
173z 36.13 36.13 36.13 36.13 0.00
160Z;167Z;1 35.85 35.85 35.85 35.85 0.00
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1487 36.13 34.19 28.39 32.90 4.03
1887 35.71 29.29 33.57 32.86 3.27
4447 30.32 34.19 32.26 32.26 1.94
4017 32.26 28.39 34.19 31.61 2.96
1717 35.19 29.63 27.78 30.86 3.85
160Z;167Z;2 30.19 30.19 30.19 30.19 0.00
4417 30.14 30.14 30.14 30.14 0.00
405Z 29.29 27.14 33.57 30.00 3.27
4237 31.43 29.29 29.29 30.00 1.24
4347 30.46 26.49 30.46 29.14 2.29
1697.1 26.76 28.64 30.52 28.64 1.88
1917.2 27.78 29.63 2593 27.78 1.85
42372.2 25.00 27.14 27.14 26.43 1.24
4387 26.42 26.42 26.42 26.42 0.00
4377 26.42 26.42 24.53 25.79 1.09
1487.2 16.43 27.14 29.29 24.29 6.89
4437 24.88 23.00 23.00 23.63 1.08
T 24.88 23.00 21.13 23.00 1.88
1597 21.13 23.00 23.00 22.38 1.08
4427 23.00 17.37 19.25 19.87 2.87
4227 16.91 18.84 18.84 18.20 1.12
169Z.2 19.25 17.37 15.49 17.37 1.88
56Z 7.24 26.97 17.11 17.11 9.87
257 -2.00 4.00 -2.00 0.00 3.46
12HS -12.08 -4.35 -4.35 -6.92 4.46
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Anexo 3

Tabla 8 Porcentaje de inhibicion de FocR1 ocasionado por las cepas bacterianas evaluadas originarias

del EOL

Cepa Réplical Réplica2 Réplica3  Promedio DESV

230Z 83.76 81.05 81.05 81.95 1.56
2927 81.08 75.68 75.68 77.48 3.12
261.17 77.55 77.55 75.05 76.72 1.44
3477 78.95 74.27 76.61 76.61 2.34
200Z 75.68 75.68 78.38 76.58 1.56
3497 72.97 70.27 78.38 73.87 4.13
2637 72.35 75.12 72.35 73.27 1.60
2387 72.97 70.27 75.68 72.97 2.70
3627 72.65 75.38 69.91 72.65 2.74
3287 72.35 75.12 69.59 72.35 2.76
2577 70.22 72.93 71.57 71.57 1.91
375Z 70.47 73.15 70.47 71.36 1.55
2027 67.57 75.68 70.27 71.17 4.13
2287 70.07 70.07 72.79 70.98 1.57
2277 73.79 70.87 67.96 70.87 291
2297 70.22 64.81 75.63 70.22 5.41
2347 70.22 70.22 70.22 70.22 0.00
2867 67.51 70.22 72.93 70.22 2.71
310Z 72.93 70.22 67.51 70.22 2.71
2227 72.65 67.18 69.91 69.91 2.74

3617 75.38 67.18 67.18 69.91 4.74




2527 69.91 69.91 69.91 69.91 0.00
3527 69.59 69.59 69.59 69.59 0.00
380Z 67.79 67.79 73.15 69.57 3.10
3817 67.79 70.47 70.47 69.57 1.55
2957 64.81 70.22 72.93 69.32 4.14
3267 67.51 67.51 72.93 69.32 3.13
320Z 67.51 70.22 70.22 69.32 1.56
357z 70.47 69.13 67.79 69.13 1.34
260.1z 69.72 66.97 69.72 68.81 1.59
2727 70.27 67.57 67.57 68.47 1.56
236Z;265Z 72.56 72.56 60.08 68.40 7.20
33772 67.41 70.37 67.41 68.40 1.71
366Z 67.79 65.10 70.47 67.79 2.68
3827 67.79 67.79 67.79 67.79 0.00
340Z 67.57 67.57 67.57 67.57 0.00
3487 67.57 67.57 67.57 67.57 0.00
3257 67.51 64.81 70.22 67.51 2.71
370Z 67.25 67.25 67.25 67.25 0.00
2047 67.18 67.18 67.18 67.18 0.00
1957 65.05 70.87 65.05 66.99 3.36
360Z 65.10 67.79 67.79 66.89 1.55
3517 67.57 64.86 67.57 66.67 1.56
3597 59.73 67.79 70.47 66.00 5.59
37972 65.10 65.10 67.79 66.00 1.55
2997 67.51 64.81 64.81 65.71 1.56
3717 65.10 65.10 65.10 65.10 0.00
2567 67.57 62.58 65.07 65.07 2.49
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2237 67.96 62.14 65.05 65.05 291
2647 67.57 64.86 62.16 64.86 2.70
3587 65.10 59.73 67.79 64.21 4.10
390Z 53.22 71.93 67.25 64.13 9.74
19672 65.05 62.14 65.05 64.08 1.68
365Z 64.44 61.71 64.44 63.53 1.58
3647 65.05 59.22 65.05 63.11 3.36
3147 64.63 61.90 61.90 62.81 1.57
2627 64.06 58.53 64.06 62.21 3.19
1997;2487 61.90 59.18 61.90 61.00 1.57
383.1z 59.73 62.42 59.73 60.63 1.55
3847 58.52 64.44 58.52 60.49 3.42
3787 59.46 59.46 62.16 60.36 1.56
2257 62.14 59.22 59.22 60.19 1.68
3687 61.48 58.52 58.52 59.51 1.71
330Z 53.00 55.76 64.06 57.60 5.76
2372 57.59 57.59 57.59 57.59 0.00
3557 57.05 57.05 57.05 57.05 0.00
2317 59.18 56.46 53.74 56.46 2.72
2517 56.46 53.74 56.46 55.56 1.57
3897 58.52 55.56 52.59 55.56 2.96
3857 53.50 54.87 56.24 54.87 1.93
367Z 52.59 55.56 55.56 54.57 1.71
2827 58.53 53.00 50.23 53.92 4.22
382.1Z 53.22 53.22 50.88 52.44 1.35
2467 40.54 67.57 48.65 52.25 13.87
383Z 48.03 53.50 50.77 50.77 2.74
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2017 53.40 50.49 47.57 50.49 291
1987 44.70 53.00 53.00 50.23 4.79
374z 51.68 46.31 51.68 49.89 3.10
3157 45.58 42.86 45.58 44.67 1.57
2327 48.30 37.41 45.58 43.76 5.66
3427 40.94 43.62 40.94 41.83 1.55
3317 37.09 42.56 39.83 39.83 3.87
3237 37.41 37.41 37.41 37.41 0.00
1937 30.10 35.92 44.66 36.89 7.33
203Z 41.75 38.83 30.10 36.89 6.06
346Z 45.30 26.15 37.09 36.18 9.61
2247 41.75 41.75 15.53 33.01 15.13
2117 33.64 28.11 30.88 30.88 2.76
2267 -9.40 -12.14 100.00 26.15 63.97
2597 11.11 28.89 2.22 14.07 13.58
2457 13.51 541 541 8.11 4.68
3772 0.00 541 541 3.60 3.12
2137 -2.70 541 2.70 1.80 4.13
3727 -8.11 541 8.11 1.80 8.69
3017 -0.17 -5.58 -2.88 -2.88 2.71
240z -10.09 -10.09 3.67 -5.50 7.95
2477 -6.67 -6.67 -3.93 -5.75 1.58
3567 -10.07 -4.70 -4.70 -6.49 3.10
376Z -7.38 -10.07 -7.38 -8.28 1.55
316Z -17.01 -14.29 -11.56 -14.29 2.72
233Z -16.13 -10.60 -18.89 -15.21 4.22
1977 -19.42 -16.50 -16.50 -17.48 1.68

58



Anexo 4

59

Tabla 9 Datos de la Fusariosis de cada planta evaluada en el ensayo in vivo obtenido mediante ImagelJ.

Transformado: ASENO (RAIZ(Promedio /100))

Blogue Tratamiento Réplica IAN Promedio (%) Transformado
Cama 1l C- R1 0.00 0
Camal C- R2 0.00 0.00447215
Camal C- R3 0.12 0.03391815
Camal C- R4 0.06 0.02490237
Cama 1l C- R5 0.00 0
Cama 2 C- R6 1.21 0.11022305
Cama 2 C- R7 0.00 0
Cama 2 C- R8 0.00 0
Cama 2 C- R9 0.00 0
Cama 2 C- R10 0.00 0
Camal T1 R1 9.83 0.31885603
Camal T1 R2 30.70 0.58721985
Camal T1 R3 5.06 0.22693163
Cama 1l T1 R4 8.13 0.28908878
Cama 1 T1 RS 0.00 0
Cama 2 T1 R6 8.51 0.2960594
Cama 2 T1 R7 5.29 0.23216702
Cama 2 T1 R8 32.61 0.60775437
Cama 2 T1 R9 11.86 0.35150471
Cama 2 T1 R10 1.34 0.11588794
Camal T2 R1 27.43 0.55124254
Camal T2 R2 3.49 0.18791949
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Camal T2 R3 17.68 0.43400912
Camal T2 R4 2.08 0.14486683
Camal T2 R5 2.09 0.14518152
Cama 2 T2 R6 0.00 0
Cama 2 T2 R7 1.56 0.1250251
Cama 2 T2 R8 6.61 0.26009979
Cama 2 T2 R9 21.86 0.48647722
Cama 2 T2 R10 6.19 0.25152109
Cama 1l T3 R1 6.84 0.26451206
Camal T3 R2 5.64 0.23966946
Camal T3 R3 3.30 0.18270127
Camal T3 R4 13.26 0.3726533
Cama 1l T3 R5 0.00 0
Cama 2 T3 R6 9.88 0.31972843
Cama 2 T3 R7 21.45 0.48152426
Cama 2 T3 R8 9.27 0.30929233
Cama 2 T3 R9 14.29 0.38767221
Cama 2 T3 R10 13.79 0.38038886
Camal T4 R1 1.03 0.10186185
Camal T4 R2 5.30 0.232234
Camal T4 R3 17.86 0.43631117
Camal T4 R4 3.49 0.18794673
Camal T4 R5 17.50 0.43154015
Cama 2 T4 R6 2.52 0.15941948
Cama 2 T4 R7 15.60 0.40606096
Cama 2 T4 R8 18.08 0.4391763
Cama 2 T4 R9 32.61 0.60777571
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Cama 2 T4 R10 0.00 0

Camal TS5 R1 7.24 0.27250703
Camal T5 R2 0.42 0.06485286
Cama 1 T5 R3 11.60 0

Camal T5 R4 0.00 0

Camal TS5 RS 0.00 0

Cama 2 T5 R6 0.00 0

Cama 2 TS5 R7 31.27 0.59338314
Cama 2 T5 R8 0.00 0

Cama 2 TS5 R9 8.05 0.28765838
Cama 2 T5 R10 12.57 0.36242416
Camal T6 R1 2.44 0.15668519
Cama 1l T6 R2 12.73 0.36484582
Camal T6 R3 17.23 0.42808183
Cama 1l T6 R4 25.27 0.52667638
Camal T6 RS 22.01 0.48835009
Cama 2 T6 R6 2.50 0.15878021
Cama 2 T6 R7 16.20 0.41423772
Cama 2 T6 R8 6.89 0.26561955
Cama 2 T6 R9 10.50 0.33004259
Cama 2 T6 R10 6.81 0.26391703
Camal T7 R1 0.83 0.09134099
Camal T7 R2 1.70 0.13075632
Camal T7 R3 9.44 0.31236591
Camal T7 R4 9.41 0.31173275
Camal T7 RS 0.00 0

Cama 2 T7 R6 20.95 0.47546891
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Cama 2 T7 R7 0.00 0
Cama 2 T7 R8 0.00 0
Cama 2 T7 R9 0.93 0.09637803
Cama 2 T7 R10 1.34 0.11588794
Camal T8 R1 2.32 0.15301026
Camal T8 R2 10.73 0.33377559
Camal T8 R3 0.60 0.07753734
Camal T8 R4 2.21 0.14928178
Cama 1l T8 R5

Cama 2 T8 R6 26.14 0.34481616
Cama 2 T8 R7 11.43 0.47415311
Cama 2 T8 R8 20.85 0.2230229
Cama 2 T8 R9 4.89 0.55095113
Cama 2 T8 R10 27.41 0.17038141
Camal C+ R1 2.88 0.17038141
Camal C+ R2 4.42 0.21174536
Camal C+ R3 3.98 0.20077025
Camal C+ R4 4.92 0.22355545
Camal C+ R5 3.44 0.18641533
Cama 2 C+ R6 4.80 0.22078713
Cama 2 C+ R7 27.36 0.5504802
Cama 2 C+ R8 34.10 0.623578
Cama 2 C+ R9 10.05 0.32251644
Cama 2 C+ R10 70.27 0.99406259




63

Anexo 5

Tabla 10 Fotos del rizoma de los tratamientos y controles evaluados

Tratamiento

Tl

T2
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T3

T4

T5
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T6

T7

T8
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C+
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Anexo 6

Tabla 11 Andlisis del porcentaje de drea necrosada del rizoma utilizando la herramienta ImageJ

Tratamiento

T1

T2

T3
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T4

T5

T6



T7

T8
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C+
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