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RESUMEN

Actualmente el cultivo de banano se ve afectado por muchas plagas y enfermedades que
disminuyen el nivel de produccion, pero se desconoce la etiologia de algunas de ellas. Uno
de los problemas a nivel de post-cosecha es el “dedo pudre”, el cual se atribuye ser
causado por hongos, bacterias y deficiencia de nutrientes. El presente trabajo tuvo como
objetivo la identificacion, caracterizacion morfoldgica y la evaluacion de cinco productos
comerciales como alternativa de control frente al patégeno fangico encontrado en dedos de
banano a nivel de post-cosecha. Luego del aislamiento del patdgeno y pruebas de
patogenicidad, se emplearon claves de identificacion para determinar su morfologia. La
identificacion morfoldgica para hongos es un poco limitada ya que existen diversos
microorganismos de caracteristicas similares. Observando los caracteres macro y
microscopicos con sus respectivos ensayos in vitro, se pudo determinar que el posible
agente causal pertenece al género Fusarium. Una vez identificado morfolégicamente el
patdgeno se estudio su crecimiento a nivel in vitro frente a cinco productos comerciales
(Copper, Cuprospor, Primebact Plus, Timorex Gold y Progranic Mega) en dosis baja,
media y alta segun las recomendaciones del fabricante. Se utiliz6 un disefio completamente
al azar con 16 tratamientos en tres repeticiones usando el ADEVA vy posterior prueba de
Tukey al 95 % de probabilidad, evaluando el porcentaje de inhibicién y nimero de esporas
por cada unidad experimental. El producto Copper en concentracion alta presenté un
porcentaje de inhibicion del 88.8 % y una concentracion aproximada de 335 111 esporas
por ml, por otro lado, Cuprospor en concentracién alta obtuvo un porcentaje de inhibicion
del 85.5 % y una concentracién de 630 222 esporas por ml, siendo estos dos tratamientos

superiores en la inhibicion del crecimiento comparados con el testigo.

Palabras claves: Banano, dedo pudre, Fusarium, Copper, Cuprospor.



ABSTRACT

Banana cultivation is currently affected by many pests and diseases that decrease the
production, but the etiology of some of them is unknown. One of the problems at the post-
harvest level is Banana finger rot disease, which is attributed to being caused by fungi,
bacteria and nutrient deficiencies. The objective of the present work was to identify,
morphologically characterize and evaluate five commercial products as a control
alternative to the fungal pathogen found in banana fingers at the post-harvest level. After
its isolation and pathogenicity tests, identification keys were used to determine its
morphology. The morphological identification for fungi is somewhat limited since there
are various microorganisms with similar characteristics. Morphological identification for
fungi is somewhat limited and more complex than it appears to be, since there are several
microorganisms with similar characteristics. Observing the macro and microscopic
characters with their respective in vitro tests, it was possible to determine that the possible
causal agent belongs to the genus Fusarium. Once the pathogen had been morphologically
identified, its growth was studied in vitro with five commercial products (Copper,
Cuprospor, Primebact Plus, Timorex Gold and Progranic Mega) in low, medium and high
doses according to the manufacturer's recommendations. A completely randomized design
with 16 treatments in three repetitions using the ANOVA and subsequent Tukey test at 95
% probability, evaluating the percentage of inhibition and number of spores for each
experimental unit. The Copper product in high concentration presented an inhibition
percentage of 88.8 % and an approximate concentration of 335 111 spores per ml, on the
other hand, Cuprospor in high concentration obtained an inhibition percentage of 85.5 %
and a concentration of 630 222 spores per ml, these being two superior treatments in
growth inhibition compared to the control.

Keywords: Banana, finger rot, Fusarium, Copper Cuprospor.
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Actualmente el cultivo de banano se ve afectado por muchas plagas y
enfermedades que disminuyen el nivel de produccion, pero se desconoce la
etiologia de algunas de ellas. Uno de los problemas a nivel de post-cosecha es
el “dedo pudre”, el cual se atribuye ser causado por hongos, bacterias y
deficiencia de nutrientes. El presente trabajo tuvo como objetivo la
identificacion, caracterizacién morfolégica y la evaluacion de cinco productos
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similares. Observando los caracteres macro y microscopicos con sus
respectivos ensayos in vitro, se pudo determinar que el posible agente causal
pertenece al género Fusarium. Una vez identificado morfolégicamente el
patdgeno se estudid su crecimiento a nivel in vitro frente a cinco productos
comerciales (Copper, Cuprospor, Primebact Plus, Timorex Gold y Progranic
Mega) en dosis baja, media y alta segun las recomendaciones del fabricante. Se
utiliz6 un disefio completamente al azar con 16 tratamientos en tres
repeticiones usando el ADEVA vy posterior prueba de Tukey al 95 % de
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INTRODUCCION

En el Ecuador, la exportacion de banano representa el 2 % del PIB general y
aproximadamente el 35 % del PIB agricola. El sector bananero representa un eje central
para la actividad econémica (ISBE, 2017), generando mayores ingresos y proporcionando
mas oportunidades de empleo en comparacion con otros sectores productivos no petroleros

del pais.

El manejo post-cosecha en el cultivo de banano inicia desde el corte del racimo hasta que
el producto llega al puerto de embarque (Seraquive, 2017), y comprende las fases de

desmane, curacidn de la corona, proteccion de la corona, empacado, etc.

Al momento de presentarse una enfermedad se hacen visibles diferentes signos y sintomas,
que resultan de mucha importancia para su identificacion y estudio en general. Mediante el
aislamiento del agente causal y completando los postulados de Koch, se procede a la
identificacion del patdgeno. Una vez aislado el agente causal, y replicando las condiciones
en la post-cosecha, se determinaron los posibles agentes involucrados en el desarrollo de la
enfermedad en una hacienda de la empresa Reybanpac. Esta investigacion permitid
identificar el patdgeno en el proceso de post-cosecha del cultivo de banano, ya que es en
esta etapa donde se pierde la mayor cantidad del producto. Esto trae como consecuencia
dafos de tipo economico y pérdidas en la plantacién, debido a que las plantas infectadas

sirven como foco de infeccion.

Estudios como los presentados a continuacién permiten mitigar los dafios causados por
agentes patogenos responsables de enfermedades. La presencia de dedos de banano con
sintomas de pudricion y el desconocimiento de su procedencia, fueron el hincapié para la
realizacion del presente proyecto. Este proceso tuvo como finalidad el aislamiento del
agente causal y la aplicacion de las pruebas de patogenicidad para recabar informacion
necesaria y completar su caracterizacion morfométrica. Se presentaron alternativas de
posibles controles a los agentes causales y se realizaron pruebas a nivel in vitro para
encontrar una alternativa ante el ataque del patdgeno y poder contrarrestar el dafio

ocasionado.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de Investigacion

1.1.1. Planteamiento del Problema

En Ecuador, debido a sus factores climaticos altamente inestables, aumentan el riesgo de la
aparicion de diversos géneros y especies de patdgenos. Existen patdgenos que no se
centran en una sola area de la planta, y atacan el area foliar, radicular, tallo y su sistema

vascular.

El banano al ser un cultivo sensible requiere el monitoreo constante y procesos eficientes
para que la plantacion tenga un desarrollo adecuado. Con la presencia de la enfermedad
todos estos planes que se tienen previstos se ven completamente alterados, y esto provoca
un efecto cadena que afecta directa e indirectamente a miles de familias que estan
relacionadas con el manejo de este cultivo. Por ello, se necesita trabajar en la identificacion
de agentes causales de enfermedades que permitan mitigar el impacto negativo y pérdidas

sobre la produccion, para asi desarrollar métodos de control alternativos de acuerdo a la

biologia del patégeno.

1.1.2. Formulacion del problema

¢A qué tipo de organismo se atribuyen los dafios ocasionados en la post-cosecha?

1.1.3. Sistematizacion del problema

En base a la problematica abordada anteriormente se plantean las siguientes directrices:

¢ Cudl es el patdgeno que esta causando dafios en post-cosecha?

¢ Qué producto es el que mayor inhibicién provoca sobre el patégeno?

¢ Cudl es la eficacia de los tratamientos frente al patogeno?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Identificar el posible agente causal biologico patogénico en la fase de post-cosecha del

cultivo de banano en la empresa Reybanpac.

1.2.2. Objetivos especificos

e Aislar el patdgeno para conocer sus cualidades morfométricas a nivel de

laboratorio.

e Inocular el agente patogénico, y mediante los postulados de Koch conocer el tipo y

la etiologia del patdgeno encontrado.

e Determinar el efecto de la aplicacion de cinco productos sobre el desarrollo de la

enfermedad en condiciones in vitro.



1.3. Justificacion

El sector bananero genera alrededor 2.5 millones de empleos en el pais, contribuyendo con
un gran aporte social al crecimiento de la economia local. Al ser uno de los cultivos mas
sembrados en el pais, su produccion se encuentra distribuida en varias provincias del
Ecuador. Los problemas que ocasionan pérdida de la fruta, sean plagas o enfermedades, no

solo afectan al productor o a la empresa, sino que afectan a un pais entero (ISBE, 2017).

En el cultivo de banano se presentan diversas actividades de las cuales algunas estan
relacionadas con el ataque de varios agentes patogenos y la causa de problemas
fitosanitarios. En este caso, en la fase de post-cosecha existe mayor susceptibilidad al
ataque de diferentes microorganismos, ya que los trabajadores al momento de realizar
labores como el corte de la fruta dejan al descubierto heridas por la cual el patégeno podria

encontrar las vias de acceso necesarias para su infeccion.

El presente trabajo de investigacién aporta con informacion que ayudara a los productores
de banano a reducir las pérdidas ocasionadas por el ataque de patdgenos e incrementar la
rentabilidad de sus cultivos. Al no contar con un plan de trabajo, o actividades especificas
para reducir el impacto de patdgenos, se generan pérdidas de la fruta que se podrian
prevenir en un futuro con la identificacion del organismo, evitando asi que el agente causal

encuentre las condiciones favorables para cumplir su ciclo de vida.

Uno de los factores que se estudio en esta investigacion fue el uso de cinco agroquimicos
para determinar si existe alguna accion inhibidora del crecimiento micelial, e identificar las
posibilidades de su uso como una alternativa de control para prevenir pérdidas de fruta y
lograr incrementos en su produccion. Actualmente, el pais se encuentra en alerta ante
enfermedades devastadoras que estan cerca de nuestro territorio, y por ello, es importante
determinar el origen y tipo de patégenos que estd generando dafio en las plantaciones de

banano.



CAPITULO II.
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Tedrico

2.1.1. Cultivo de banano

El banano (Musa paradisiaca) es una planta perteneciente a la familia de las musaceas. Las
raices son gruesas, carnosas y se ramifican en pelos absorbentes que son los responsables
de la absorcion del agua y nutrientes. El verdadero tallo es un rizoma grande almidonoso y
subterraneo, que esta coronado con yemas las cuales se desarrollan una vez que la planta
ha florecido y fructificado. El banano junto al arroz, trigo, y maiz se encuentran ubicados
entre los cuatro principales cultivos a nivel mundial, creciendo principalmente en los

trépicos y subtrépicos (Pazmifio, 2007).

2.1.2. Taxonomia

En la tabla 1 se muestra la taxonomia del banano segun la FAO (2002).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del banano.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Genero Musa

Especie Paradisiaca

Fuente: FAO (2002)

2.1.3. Zonas de produccion

Dentro del pais se encuentran identificadas tres zonas importantes de produccion, las
cuales estan distribuidas en: zona norte que abarca la provincia de Esmeraldas y Pichincha,

la zona central que incluye la provincia de Los Rios abarcando parte del area de Quevedo y
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parte de La Mana en la provincia de Cotopaxi, y la zona sur en la provincia del Oro en

Machala, Santa Rosa, Arenillas y Pasaje (Seraquive, 2017).

2.1.4. Importancia economica

Este cultivo tiene gran importancia en el Ecuador, y representa la segunda fuente de
ingresos al estado después de la produccion petrolera. EI Ecuador es el primer exportador
bananero del mundo, aportando aproximadamente un 30 % de la oferta mundial, seguido
de Colombia, Filipinas y Costa Rica que juntos logran alcanzar aproximadamente el 50 %

de la oferta a nivel mundial (ProEcuador, 2017).

2.1.5. Exportaciones y comercializacion

Desde 1990, Ecuador es el primer proveedor de banano en la Unién Europea y el segundo
mayor de los Estados Unidos. También exporta productos semielaborados de banano
como: pure, harina, deshidratados y chifles. Asi mismo, el Ecuador cuenta con una oferta

de banano organico certificado, disponible durante todo el afio (FAO, 2002).

En la actualidad, el cultivo de banano es el principal sostén econémico de nuestro pais,
generando el mayor desarrollo agricola desde el punto de vista social que, a su vez, ofrece
diversas fuentes de trabajo directa e indirectamente del cual dependen muchas familias,
siendo asi un punto significativo para mantener la seguridad y soberania alimentaria de la
poblacion. Como producto de exportacién también aporta de forma directa a la economia
de paises en desarrollo como Ecuador, Honduras, Guatemala, Camerun y Filipinas (FAO,
2002).

2.1.6. Aporte nutricional

El banano tiene un considerable valor nutricional para el ser humano y es reconocido
principalmente por su alto contenido en carbohidratos, potasio y fosforo (Tabla 2). El
potasio se encuentra en gran cantidad en este alimento, es un mineral importante para
controlar el equilibrio electrolitico del cuerpo, ademas de ser esencial para la funcion
muscular, la transmisién de impulsos nerviosos y el correcto funcionamiento del corazéon
(Crocco, 2012).



Tabla 2. Aporte nutricional del banano.

Contenidos Cantidad
Agua 7540.
Hidrato de carbonos digestibles 20 9.
Grasa bruta 0.3¢.
Fibra bruta 0.3g.
Calcio 13.8
Hierro 1.5 mg
Potasio 350 mg
Vitamina C 10 mg.
Energia 460 kJ.
Desechos antes del consumo 33%

Fuente: Crocco (2012).

2.2. Variedades mas usadas en el Ecuador

Las variedades més cultivadas en nuestro pais son Gros Michel y Cavendish, sus

caracteristicas se detallan a continuacion:

a) Gros Michel

Es una variedad grande y robusta, su pseudotallo tiene una longitud promedio de cinco a
siete metros de altura, con una coloracion verde claro y algunas tonalidades rosadas en
algunas partes. Los racimos son alargados de forma cilindrica, y tienen un promedio de 10
a 14 manos. En los afios de 1950 aproximadamente la produccion de esta variedad se vio
exterminada en el pais a causa de Fusarium oxysporum, conocido vulgarmente como “Mal

de Panama”.

b) Cavendish

En lo que respecta a esta variedad es una de las méas cultivadas en el Ecuador, se han

desarrollado siete sub-variedades principales que tienden a ser menos susceptibles al “Mal
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de Panama”. Entre ellas tenemos: Lacatan o Filipino, Poyo, Valery, Robusta, Giant

Cavendish, Cavendish Enano y Gran Nain.

Los bananos del subgrupo Cavendish son frutas sensibles al estropeo. Por lo tanto, la
actividad de campo que se realiza en cosecha y post-cosecha, involucra todas aquellas
actividades que permiten proteger al racimo desde la paricion hasta su llegada a la

empacadora (Naturland, 2001).

2.3. Problemas mas comunes en la post-cosecha del banano

2.3.1. Pudricion suave de los dedos

En general existen diferentes enfermedades cuyo sintoma principal es la pudricion de
dedos de banano, en si, esta causa es provocada por un grupo diverso de patdgenos que en
conjunto con el ambiente encuentran las condiciones favorables para completar su

infeccioén.

a) Sintomas

La caracteristica méas visible de esta enfermedad es la pudricion del dedo, especificamente
en la pulpa. En condiciones de alta humedad existe un crecimiento acelerado de micelio, la
enfermedad se desarrolla rapidamente durante el periodo de maduracion ya que la misma
se disemina con facilidad a los dedos adyacentes del fruto podrido prevaleciendo e

infectando nuevo material vegetal.

b) Agentes causales

Existe mas de un patdgeno responsable de esta enfermedad, y a su vez, la accion
combinada de varios de ellos es la que resulta en el origen de la misma, los que mas
destacan son: Lasiodiplodia theobromae, Cetatocystis, Cladosporium, entre otros (Figura
1). La enfermedad en campo se puede transmitir a través de restos vegetales de
plantaciones anteriores ya que varios hongos pueden sobrevivir por muchos afos en el
suelo. Ademas de factores como el viento y lluvia que transportan las esporas del hongo
(Hurtado, 2016).

10



Figura 1. Estructura de los microorganismos. a) microconidios
de Lasiodiplodia theobromae b) conidiéforo de Cladosporium
musae.

Fuente: Hurtado (2016).

2.3.2. Pudricion de la corona

Es una de las enfermedades que afecta la calidad de la fruta de exportacion. La enfermedad

se desarrolla durante la fase de transporte.

a) Sintomas

Presenta sintomas de pudricidn y necrosis en la corona que se extiende hacia la fruta, con
la aparicion de un desarrollo micelial de color blanco en la superficie de la corona (Figura
2). Esto afecta significativamente el mercado del banano, ya que el mismo depende de
rigurosos estandares de calidad y regulaciones exigidas por los paises a donde esta
destinada su importacion (Polanco, 2004).

Figura 2. Micelio del hongo en la corona del
banano.

Fuente: Aycart (2018). 1



b) Morfologia

La mayoria de los hongos causantes sobreviven en las hojas y flores de las plantaciones
cuyas esporas son dispersadas con el viento. La infeccidn se produce cuando estas esporas

entran en contacto con la superficie cortada de la corona (Rivera, 2016).

c) Agentes causales

Esta enfermedad ha sido asociada a factores bidticos considerando varios hongos tales
como: Fusarium roserum (Figura 3), Aspergillus spp. (Figura 4) y Penicillium spp. (Figura
5), entre otros. A continuacion, se muestra la estructura morfolégica de los patdgenos
nombrados con el fin de ayudar a su identificacion.

Figura 3. Macroconidios de Fusarium observadas
bajo el microscopio.

Fuente: Cardona (2019).

Figura 4. Estructuras de Aspergillus spp. Bajo
microscopio optico.
Fuente: Gefor.org (2017).

12



Figura 5. Estructura morfoldgica de Penicillium
spp. Observada bajo el microscopio.

Fuente: Renenberg (2009).

2.3.3. Antracnosis (Colletotrichum musae)

Causada por el hongo C. musae, se vuelve evidente a medida que los bananos maduran,
especialmente en heridas y aberturas de la piel que se pueden madurar prematuramente y la

pulpa se pudre progresivamente.

a) Sintomatologia

El hongo provoca manchas hundidas de color café oscuro a negro en la céscara de las
frutas infectadas (Figura 6a). Las esporas se pueden propagar a través del viento, el agua y
los insectos, asi como las aves y las ratas que se alimentan de los bananos. Entran a la fruta
a través de pequefias heridas en la cascara y luego germinan e inician la expresion de los
sintomas (Figura 6b). Entre las condiciones favorables para la infeccion se pueden
mencionar las temperaturas elevadas, la humedad alta y las lluvias frecuentes (Polanco,
2004).

Figura 6. Dafios causados por (Colletotrichum musae). a) Observacion
macroscépica de lesiones b) Observacion de lesiones a nivel de todo el
fruto.

Fuente: Polanco (2004).
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b) Morfologia

Es un importante hongo cosmopolita. En la figura 7, se muestran cepas cultivadas con el
patdgeno en un medio de cultivo PDA, y posteriormente la misma cepa a los 10 dias de
crecimiento. Este organismo tiene la facultad de sobrevivir en material vegetativo vivo o
en descomposicion, cuyas esporas se diseminan con el viento, agua o vectores como los

insectos que ingresan a la fruta a través de pequefias heridas (Weir, 2012).

Figura 7. Cepas cultivadas de Colletotrichum musae. a)
Formacion de la colonia. b) Colonia 10 dias después de
crecimiento.

Fuente: Weir (2012).

2.3.4. Pudricién tipo ceniza de cigarro (Verticillium theobromae)

Cuando el agente causal ejerce su infeccion, la porcion dafiada del dedo del banano se seca
pero no se cae, sino que tiende a mantenerse adherida a la fruta, mostrando un aspecto

similar a la ceniza de un cigarro que se consume (Kader, 1992).
a) Sintomatologia

En este tipo de dafos en las puntas del dedo del banano, el tejido es seco y fibroso. Los
colores de sus esporas son grises, parecidas al polvo (Figura 8). Internamente la pulpa
puede experimentar una pudricion seca y momificarse, una podredumbre puede ocurrir
cuando existe la presencia de organismos secundarios. Los sintomas se asemejan a la punta

ceniza de un cigarro prendido (Dadzie & Orchard, 1997).
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b) Morfologia

Este patdgeno es favorecido por suelos con alto contenido de humedad y temperatura en un
intervalo de 21 °C y 27 °C. Los tejidos afectados por el ataque de este patdgeno por lo
general estan corrugados y cubiertos con conidios en polvo gris. Algunos estudios han
demostrado y observado micelios que mantienen su viabilidad hasta por cuatro afios. Cabe
recalcar que los cultivos de V. theobromae, muestran diferentes zonas coloreadas en el
micelio (Figura 8), cultivadas en medio de papa-dextrosa-agar o dependiendo del medio de

cultivo que se utilice. (Agritech, 2015).

Figura 8. Colonia de Verticillium theobromae in vitro.
Fuente: Agritech (2015).

2.3.5. Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)

Los postulados de Koch son denominadas evidencias cientificas cuya base es la
observacién empirica del curso de una enfermedad y la participacion de patégenos en la

misma.

La capacidad que tienen ciertos organismos para incitar el desarrollo de una enfermedad se
denomina patogenicidad, cuando se presentan lesiones a causa de una infeccion provocada
por un organismo, generalmente existe el asocio de varios microorganismos vivos de los
cuales no todos son patdégenos. Para discriminar entre ellos se requiere de un
procedimiento sencillo que es capaz de determinar de una forma clara y contundente la
patogenicidad atribuible a un organismo viviente, dicho procedimiento se lo conoce como
“postulados de Koch” (Coto, 1999).
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2.4,

El organismo sospechoso de causar la enfermedad debe encontrarse asociado en
una forma consistente a especimenes con la sintomatologia de la posible

enfermedad.

El organismo debe aislarse en un medio puro para registrar sus caracteristicas

morfoldgicas.

El organismo debe inocularse en plantas sanas de la misma especie donde se
observo originalmente el problema y debe producir los mismos sintomas

observados al iniciar el proceso.
El organismo debe ser re-aislado a partir de la planta previamente inoculada en
cultivo puro y sus caracteristicas deben corresponder a las observadas en el

segundo postulado.

Control del patogeno

2.4.1. Agroquimicos

2.4.1.1. Copper

Copper vital power es un producto Fito-fortificante con tecnologia avanzada y un campo

de amplio espectro. Su composicion es a base de cobre que se complementa con

carbohidratos y varios excipientes naturales antioxidantes, con el fin de ayudar a mejorar la

absorcion del cobre. Es un compuesto a base de una formulacién natural que activa los

mecanismos enzimaticos de la planta y contrarresta el ataque nocivo de algunos patdgenos
(Zoberbac, 2019).

a) Beneficios

Promueve la proteccion ante organismos causantes de enfermedades como hongos

y bacterias.

Promueve la aireacion y el proceso fotosintético para un buen desarrollo del cultivo

con su gran aportacion de cobre.
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e Bajo nivel Fito-toxico regulando la concentracion activa del cobre que ingreso a la

planta.

e Favorece la fotosintesis siendo un inductor y aumentando la concentracion de

clorofila.

e Se lo considera como un tipo de manejo integrado en agricultura organica.

b) Composicion

La composicion de Copper se encuentra descrita en la tabla 3.

Tabla 3. Composicion del producto (Copper).

Contenido Cantidad
Cobre (Cu) total 5%
Cobre (Cu) soluble 5%
Materia organica 20 %
Exento de cloruros 0.5g/L

Fuente: Zoberbac (2019).

2.4.1.2. Cuprospor

Cuprospor es un promotor del sistema de autodefensa de la planta y fungicida de accion
sistémico de amplio espectro. Funciona de modo preventivo y curativo de enfermedades
causadas por patdgenos como bacterias y hongos que afectan a los diferentes sistemas de la
planta. Elaborado a base de sulfato de cobre pentahidratado, aporta moléculas que son
transportadas de forma sistémica a la planta que esparciéndose internamente otorgan una
proteccion ante un gran grupo de organismos que provocan enfermedades (Quimiser,
2020).

a) Beneficios
e Cuprospor afecta la viabilidad y contrarresta el ataque de agentes causantes de

enfermedades.
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e Actla como un permeabilizante patogénico impidiendo la germinacion de esporas.

e EIl aporte de cobre mejora la fotosintesis debido a que es un componente de las

enzimas y proteinas.

e tiene alta capacidad de translocacion por el xilema lo que permite actuar sobre el

sistema radicular y foliar de la planta.

b) Composicion

La composicion de Cuprospor se encuentra descrita en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion del producto (Cuprospor).

Formulacion Liquido soluble

Olor Caracteristico

pH 2.8-4.8

Densidad 1.20-1.30

Solubilidad altamente soluble en agua

Sulfato de cobre pentahidratado 270 g/L

Fuente: Quimiser (2020).

2.4.1.3. Primebact Plus

Primebact plus es un fungicida de origen quimico, cuya principal funcién es reducir y
prevenir el ataque de diferentes tipos de patdgenos como son hongos y bacterias.
Diferentes tipos de organismos son responsables de ocasionar diversos tipos de
enfermedades, Primebact plus y su concentracion de amonio cuaternario es la principal

férmula para combatir y contrarrestar el ataque de diferentes patdgenos (Solinag, 2019).

a) Beneficios

Primebact plus es un fungicida que promueve la inhibicion de un gran grupo de hongos
afectando su viabilidad y contrarrestando el ataque de agentes causantes de enfermedades
actuando de forma curativa y preventiva a favor de la planta.
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b) Composicion

La composicion de Primebact Plus se encuentra descrita en la tabla 5.

Tabla 5. Composicién del producto (Primebact plus).

Formulacion: Cantidad
Sales de amonio 20.00 %
Calcantita 25.00 %
Aminoacidos y coadyuvantes 5.00 %
Diluyente acuoso, CSP 1000 ml 1000 ml

Fuente: Solinag (2019).

2.4.1.4. Timorex Gold

Este producto es un fungicida natural de origen biolégico meso-sistémico, elaborado a base
de aceite de arbol de té (Melaleuca alternifolia), tiene un tipo de accion preventiva,
curativa y anti-esporulante provocando inhibicion del desarrollo micelial y posterior
germinacion de esporas. Timorex Gold es un fungicida de amplio espectro de accion,
principalmente usado para el control preventivo y curativo de enfermedades (Syngenta,
2020).

a) Beneficios

e Compatible con organismos benéficos y polinizadores.

e Producto multi-sitio, no genera resistencia.

e Prolongado efecto residual.

2.4.1.5. Progranic Mega

Progranic mega es un fungicida y bactericida botanico organico, elaborado a base de

extracto de Gobernadora (Larrea tridentata), dicho producto esta compuesto por acidos
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orgénicos y resinas que hacen de este una accion anti fangica, insecticida y repelente.
Este producto permite la inhibicion del crecimiento micelial y germinacion de esporas de

algunos hongos fitopatdgenos.

a) Beneficios

Su compuesto de acidos reacciona quimicamente con los sistemas sensitivos de la pared
celular de la bacteria e inhibe el desarrollo del cuerpo fructifero de los hongos volviéndolos
inactivos. Corrige el ataque de enfermedades ocasionadas por hongos, ocasionando una
actividad fungistatica. Previene y corrige el ataque provocado por bacterias siendo un
bactericida y otorgando un control eficaz antes diversos grupos de patégenos (Ultraquimia,
2019).

b) Composicién

La composicion de Progranic Mega se encuentra descrita en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion del producto (Progranic mega).

Formulacién Contenido (%)
Extractos botanicos 10.00
Aminoécidos 20.00
Potasio (K,0) 17.50
Azufre (S) 14.00
Nitrogeno (N) 7.00
Diluyente 31.50

Fuente: Ultraquimia (2019).
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CAPITULO III.
MEDOTOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacién de la Investigacion

La presente investigacion se realizo en los laboratorios de microbiologia, tejidos y biologia
molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, en conjunto con la empresa
Reybanpac, especificamente en la hacienda Maria Cristina. Esta hacienda estad conformada
por 33 lotes y un area total de 204.49 ha cultivadas en su totalidad con la variedad
Cavendish, se encuentra ubicada en la via Quevedo — Valencia zona San Camilo Km 11
via Canalito, provincia de Los Rios, a una altitud promedio de 75 msnm y posicionada
geograficamente en las coordenadas 01° 05" 24” latitud sur y 79° 28" 06” longitud
occidental. La temperatura media anual del lugar de estudio es de 25 °C, la precipitacion
anual acumulada 2 223 mm, la humedad relativa 85 % Yy la heliofania 898 horas sol
(INAMHI, 2017).

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental, con la implementacion de trabajo en laboratorio
para determinar la eficacia de productos ante la presencia del patégeno en diferentes dosis
y pruebas de patogenicidad que permitieron la identificacion del tipo de agente causal

generador de dafos en la fruta.

3.3. Método de investigacion

Para esta investigacion se emplearon métodos inductivos, deductivos y de observacion. La
recopilacion de la informacién fue directa, mediante la medicidn y observacién de distintas
variables, partiendo de los diferentes resultados de cada tratamiento de acuerdo a la

reaccion del agente causal

3.4. Fuente de recopilacion de informacién

Las fuentes utilizadas en esta investigacion fueron primarias, mediante la observacion
directa de la respuesta del patdgeno y mediciones de variables evaluadas, asi como también
de tipo secundarias para constatar y asegurar la obtencion de informacion veraz, esto fue
obtenido de diversas fuentes como libros, revistas, boletines divulgativos, tesis, articulos

cientificos, etc.
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3.5. Material vegetal

El material vegetal fue recolectado de la hacienda Maria Cristina propiedad de la empresa
Reybanpac, la obtencion de las muestras se realizd mediante muestreo de diferentes
racimos llegados a la empacadora observando el grado de afectacion de la fruta, para luego

ser trasladados a los laboratorios de investigacion de la UTEQ.

3.6. Disefio de investigacion y analisis estadistico

Para la investigacion se emple6 un disefio completamente al azar (DCA), se evaluaron 16
tratamientos incluyendo al testigo en tres repeticiones (Tabla 7). Todas las variables en
estudio se sometieron a andlisis de varianza y se utilizo la prueba de Tukey (p < 0.05) para
determinar la diferencia estadistica y comparacion de medias, respetivamente. El analisis

de los datos se lo realizo mediante el software estadistico Infostat (2019).

Tabla 7. Esquema del ADEVA usado en el presente ensayo.

Fuente de variacion Grados de libertad
Repeticiones 2
Tratamientos 15
Error experimental 30
Total 47

Elaborado por: autor

3.7. Instrumento de la investigacion

Para esta investigacion se estudiaron dos factores.

a). Agroquimicos

Al: COPPER
A2: CUPROSPOR
A3: PRIMEBACT PLUS
A4: TIMOREX GOLD
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A5: PROGRANIC MEGA

b). Concentraciones

Cl1l: BAJA
C2: MEDIA
C3: ALTA

3.7.1. Tratamientos

Para el desarrollo de la investigacion se evaluaron 16 tratamientos correspondientes a la

aplicacion de cinco agroquimicos diferentes en tres concentraciones distintas, a su vez,

también se evalué un control en el cual no se aplicd ningun tipo de producto. Los

tratamientos evaluados se detallan a continuacion en la tabla 8.

Tabla 8. Tratamientos aplicados en la investigacion.

TRATAMIENTOS PRODUCTOS CONCENTRACIONES
T1 COOPER BAJA

T2 COOPER MEDIA

T3 COOPER ALTA

T4 CUPROSPOR BAJA

T5 CUPROSPOR MEDIA

T6 CUPROSPOR ALTA

T7 PRIMEBACT PLUS BAJA

T8 PRIMEBACT PLUS MEDIA

T9 PRIMEBACT PLUS ALTA

T10 TIMOREX GOLD BAJA

T11 TIMOREX GOLD MEDIA

T12 TIMOREX GOLD ALTA

T13 PROGRANIC MEGA BAJA

T14 PROGRANIC MEGA MEDIA

T15 PROGRANIC MEGA ALTA

T16 CONTROL SIN PRODUCTO

Elaborado por: autor
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3.8. Manejo del experimento

3.8.1. Recoleccion de muestras

Se tomaron dedos de bananos que presentaron una sintomatologia de pudricién del dedo y
un grado de afectacion medio. Las muestras se guardaron en bolsas de papel para que la
humedad del material vegetal sea absorbido, se colocaron en recipientes herméticos y se
procedio a codificar cada recipiente para luego ser trasladados al laboratorio y proceder

con las pruebas de identificacion.

3.8.2. Aislamiento y purificacion

Una vez obtenidas las muestras se procedido con el lavado del material vegetal
sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % durante un minuto para
lograr la desinfeccion externa del dedo, luego se continué con el enjuague en agua
destilada, sumergiendo la muestra por tres ocasiones para remover cualquier tipo de
residuo y al final se las asperjo con alcohol al 50 %, luego se colocaron dentro de la cabina
de flujo laminar para su respectivo secado y se procedi6 con la siembra en un medio de
PDA (papa dextrosa agar), tomando pequefios trozos del dedo infectado de
aproximadamente 0.5 cm de didmetro para su posterior sellado y almacenamiento en la
incubadora a 28 °C (Anexo 1y 2).

3.8.3. Incubacidn y almacenamiento del patdégeno

La incubacion del material sembrado en medio de cultivo PDA se realizé por el lapso de
dos semanas, luego se retiraron las cajas Petri de la incubadora para la posterior
observacién y revision de las mismas, una vez obtenido el patdgeno se procedio a la
preservacion en tubos inclinados (Anexo 3), guiandose en la metodologia descrita por
Ayala et al. (2017).

El método consistié en colocar un trozo de la colonia ya purificada del patdgeno y pasarla
a un tubo inclinado, mediante esta replicacion se obtienen mas colonias puras y de esta
forma el patdgeno perdurara por méas tiempo ya que manteniendo el medio de cultivo
inclinado y tapado permite que el medio se conserve fresco y libre de contaminantes.
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3.8.4. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad o también llamados “postulados de Koch” permiten

identificar al organismo, mediante la aplicacién de la metodologia descrita por Masudi &
Bonjar (2012).

Se realizaron las inoculaciones siguiendo los siguientes pasos (Anexo 4):

3.8.5.

Se tomaron dedos de banano completamente sanos sin ningun tipo de afectacion

completamente asépticos y esterilizados.

Se hicieron dos heridas en cada extremo del fruto, una sobre la cdscara y la segunda

en contacto directo con la pulpa.

Se tomaron discos de agar fangicos previamente aislados de 0.7 cm de didmetro
para colocarlos sobre las heridas. El proceso continué con el almacenamiento en
camaras himedas para brindar al patdgeno las condiciones necesarias y lograr su

infectividad.

Las camaras humedas se almacenaron a temperatura ambiente durante el periodo

que durd la infectividad.

Caracteristicas morfométricas del agente causal

Una vez aplicados los postulados de Koch se procedi6 a la valoracién morfometrica del

patdgeno, en donde se hicieron comparaciones sobre las caracteristicas que presentd el

organismo previamente aislado e inoculado, para aquella valoracién se tomé como

referencia la metodologia citada por Retana (2018), en donde se analizaron los siguientes

parametros:

Tasa de crecimiento diario.

Color de la colonia y cambios que pueden ocurrir con el pasar de los dias.
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e Textura superficial.
e Olor en el caso de existir

e Caracteristicas de las hifas y estructuras de fructificacion midiendo el diametro

aproximado.

e Colory forma de los érganos de fructificacion.

3.8.6. Claves para caracterizacion morfologica del patégeno

La caracterizacion morfoldgica se la realiz6 para determinar el género del agente causal,
para esto nos ayudamos con los resultados de los postulados de Koch. Luego de observar la
colonia del patégeno se tomd en cuenta sus caracteristicas, mediante el empleo de las
claves de identificacion descritas por Sempere & Garcia (2004) y la observacion de
estructuras reproductivas en el microscopio con el uso de las claves descritas por Navi et
al., (1999).

3.8.7. Pruebas in vitro de los agroquimicos frente al patégeno

La accion de cada uno de los fungicidas se evalu6 por la técnica del medio envenenado, la
cual consiste en afiadir los productos en sus diferentes dosis en frascos Schott, cuyo
contenido fue de una solucién de medio de cultivo PDA (papa dextrosa Agar) a punto de
plagueo (50 °C). Se mezcl6 homogéneamente y por cada dosis se trabajdé con tres
repeticiones. Una vez mezclado el producto con el medio se procedi6 a realizar el plaqueo
en las cajas Petri de 90 mm de didmetro, se dejaron gelificar por un lapso de 15 minutos y
luego con un sacabocado se tom6 un disco de agar fungico de 0.7 cm de didmetro. Los
discos se colocaron en el centro de la caja, posteriormente se cerrd con parafilm y se
almacen6 dentro de una incubadora (INCO108MED) a una temperatura de 28 °C durante
18 dias.

Para el tratamiento Testigo se usé un medio de cultivo PDA puro sin ningln producto de
los otros tratamientos, y se procedid a realizar el mismo trabajo detallado anteriormente

con los demas tratamientos (Figura 9).
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Figura 9. Siembra in vitro de los productos. a) Cooper; b)
Cuprospor; ¢) Primebact Plus; d) Timorex Gold; e) Progranic
Mega; f) Testigo.

Los datos del crecimiento fueron tomados diariamente con la ayuda de un calibrador de
vernier para determinar el crecimiento del patégeno de cada tratamiento en comparacion al

testigo.

3.8.7.1. Dosis usadas en estudio

A continuacién, se muestran los valores de las dosis aplicadas a cada uno de los
tratamientos estudiados por cada 100 ml de medio de cultivo preparado previo a los

ensayos in vitro (Tabla 9).

Tabla 8. Agroquimicos y dosis usadas para el control del patdégeno a nivel in vitro.

Dosis (ml/100 ml PDA)

Agroquimicos Baja Media Alta
Copper 1.0 1.25 1.50
Cuprospor 0.50 0.62 0.75
Primebact Plus 0.10 0.17 0.25
Timorex Gold 0.50 0.75 1.0
Progranic Mega 0.50 0.75 1.0

Elaborado por: autor
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3.8.8. Variables registradas

3.8.8.1. Porcentajes de inhibicion

El efecto inhibitorio de cada uno de los productos usados en el estudio se determind
calculando el porcentaje de inhibicion de cada tratamiento en sus diferentes
concentraciones de acuerdo a la comparacion con el testigo. El dato se registré usando la

siguiente férmula:

o crecimiento del testigo — crecimiento del tratamiento
% de inhibicion = — - x 100
crecimiento del testigo

Donde:

Crecimiento del testigo: valor que logré crecer el patdgeno a nivel in vitro hasta llegar al
dia 18.

Crecimiento del tratamiento: valor que alcanzo a crecer el patdégeno in vitro con el
fungicida hasta el dia 18.

100: valor constante.

3.8.8.2. NUmeros de esporas por cada unidad experimental

Transcurrido 18 dias, que es el lapso que tarda el patdgeno en cubrir por completo la caja
Petri, se procedi6 a realizar el conteo de esporas de cada unidad experimental mediante el
uso del hemocitometro o también conocida como camara de Neubauer. Para realizar el
conteo de esporas primero se tomaron 10 ml de agua estéril y fueron colocados dentro de
cada caja Petri, se mezclé haciendo un barrido con el uso de un asa de Digralsky hasta
crear una solucién y se le agreg6 20 uL de azul de tripan (compuesto empleado para tefiir
células vivas). Luego se filtrd dicha solucion con una gasa quirdrgica para después ser
vertida en un tubo Eppendorf y ser colocado en el vortex para desprender las esporas. Por
ualtimo, se tomaron 20 pL de la solucion y se coloco en la camara de Neubauer
contabilizando las esporas de los cuadrantes resaltados en azul (Figura 10). Cabe
mencionar que la formula aplicada en este estudio tiene un margen de error aproximado del
30 % debido al pipeteo, razén por la cual el conteo se realiz6 tomando tres datos por cada
unidad experimental, reduciendo asi el error.
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Figura 10. Camara de Neubauer.
Fuente: Bastidas (2018).

Para calcular el numero de esporas por unidad experimental se utiliz6 un hemocitometro
(cdmara de Neubauer) permitiendo calcular el nimero aproximado de esporas por caja con

la siguiente férmula:

namero de células x 10,000

Concentracion = —
namero de cuadros

3.9. Materiales y equipos

3.9.1. Material del laboratorio

e Puntas amarillas 2-200 pL. Pk/1000
e Puntas azules 1000 pL. Pk/1000

e Microtubos 1.5 ml. Pk/1000

e Papel toalla

e Papel aluminio

e papel parafilm

e Kit de diseccion

e Cajas Petri

e Frascos Schott 250-500 ml

e Guantes quirdrgicos
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3.9.2.

Material de oficina

Computador
Cuaderno
Lapiceros
USB pendrive

. Equipo de laboratorio

Balanza 0.001 g
Campana extractora de gases
Cabina de lujo laminar
Nevera de -20 °C
Horno microondas
Estufa

Autoclave

Agitador

Microscopio
Hemocitémetro
Incubadora de CO,

Vortex

. Reactivos

PDA (papa dextrosa agar)
Alcohol

Agua ultra pura

Azul de tripan

Extracto de malta
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Aislamiento y preservacion del patégeno

El material vegetal muestreado con sintomas de pudricion de la fruta se incub6 en cajas
Petri con un medio de cultivo PDA, en donde se pudo observar cepas de color parpura, con
una textura algodonosa aérea de crecimiento micelial medio y un rango de crecimiento de
7-9 mm a las 96 horas después de la siembra, todas estas variables fueron registradas y
luego observadas en el microscopio Optico para proceder con la valoracién morfométrica
(Figura 11).

Figura 11. Colonia del hongo
purificada a los 18 dias de la siembra.

4.1.2. Pruebas de patogenicidad

Mediante los resultados de las pruebas de patogenicidad, se pudo constatar que los
aislamientos previamente inoculados con el patdgeno aislado en nuestra investigacion,
logro generar sintomas de necrésamiento y un desarrollo micelial en las heridas y en la
zona adyacente a la misma donde se inocularon los dedos. Posteriormente también se
observo el desarrollo del dedo a los 8 dias de su inoculacién (Figura 12¢), mostrando como
primer resultado un desarrollo avanzado de micelio de color purpura, tal y como se
observo en las muestras extraidas de campo (Figura 12a). Luego de haber transcurrido 20
dias se pudo observar al dedo de banano (Figura 12d) completamente afectado, necrosado
y cubierto con micelio, cuyo resultado es semejante a un dedo de banano completamente

afectado en la post-cosecha (Figura 12Db).

33



s 3 ‘ i A - y &
Figura 12. Sintomas expresados por el patdgeno, a) sintomas encontrados
en campo. b) fruto con sintomas de pudricién necrética sin presencia de
micelio. ¢) fruto inoculado con sintomas similares a los recolectados en la
post-cosecha. d) infeccion completa del patégeno.

4.1.3. Medicion de estructuras del patdégeno

En los montajes realizados durante la investigacion se observaron diferentes formas
microscopicas bajo el lente de 40X — 100X, donde se pudo verificar la presencia de
diferentes estructuras fungicas del patégeno, dichos montajes dieron con la presencia de
microconidios unicelulares en forma de pie elipticos no septados de 7.94 - 12.55 x 3 - 5 um
(Figura 13).

Las hifas presentadas por el patdgeno fueron de tipo hialinas y septadas, ademas de
macroconidios hialinos con una forma basal alargada mediana de 3 - 5 septos, con una
longitud de 21.09 - 34.6 x 4.9 - 5.5 um. También se observaron fialides ramificadas de
longitud mediana de 46.92 - 57.56 x 4.88 - 7.11, con microconidios hialinos agrupados
formando falsas cabezas producidos en el extremo de las fialides. No se observé la
presencia de clamidosporas y ademas hubo poca generacion de macroconidios, la cepa
observada tuvo alrededor de 18 dias de desarrollo.
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Figura 13. Estructuras del patégeno a) micelio del hongo a los 18 dias, b y c)
microconidios observadas con un lente de 40 y 100X, d) macroconidios, e) fialides, f)
microconidios agrupadas formando falsas cabezas.

4.1.4. Porcentaje de inhibicion del patégeno

Los promedios presentados a continuacion fueron calculados de acuerdo al dia 18 de
evaluacion en donde el testigo alcanzd su valor maximo cubriendo toda la caja Petri. A
continuacidn, se muestran los datos del porcentaje de inhibicion de cada producto en sus

diferentes concentraciones:

4.1.4.1. Copper

Los ensayos de inhibicion respecto al crecimiento micelial del hongo bajo la aplicacion de
los fungicidas, determinaron que el tratamiento Copper en concentracion alta (T3) provoco
una mayor inhibicion con un promedio inhibitorio del 88.8 %, siendo superior
estadisticamente a los tratamientos Copper en concentracién baja y Copper en
concentracion media (T1 y T2) quienes alcanzaron promedios de 70.7 % y 79.2 %,
respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Inhibicion al crecimiento micelial por Copper, evaluado en
diferentes concentraciones. Las letras diferentes indican diferencia
significativa entre los tratamientos segln la prueba de Tukey (p<0.05).
Las barras representan desviacion estandar.

4.1.4.2. Cuprospor

Los ensayos de inhibicion respecto al crecimiento micelial del hongo bajo la aplicacion de
los fungicidas, determinaron que el tratamiento Cuprospor en concentracion alta (T6)
provocd una mayor inhibicion con un promedio inhibitorio del 85.5 % siendo superior
estadisticamente a los tratamientos Cuprospor en concentracion baja y Cuprospor en
concentracion media (T4 y T5) quienes alcanzaron promedios de 58.8 % y 63.3 %,

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Inhibicién al crecimiento micelial por Cuprospor, evaluado en
diferentes concentraciones. Las letras diferentes indican diferencia
significativa entre los tratamientos segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Las barras representan desviacion estandar.
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4.1.4.3. Primebact Plus

Los ensayos de inhibicion respecto al crecimiento micelial del hongo bajo la aplicacion de
los fungicidas, determinaron que el tratamiento Primebact Plus en concentracion alta (T9)
provocd una mayor inhibicion con un promedio inhibitorio del 84.1 % siendo superior
estadisticamente a Primebact Plus en concentracion baja y Primebact Plus en
concentracion media (T7 y T8) quienes alcanzaron promedios de 44.4 % y 61.4 %,

respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Inhibicién al crecimiento micelial por Primebact Plus,
evaluado en diferentes concentraciones. Las letras diferentes indican
diferencia significativa entre los tratamientos segln la prueba de Tukey
(p<0.05). Las barras representan desviacién estandar.

4.1.4.4. Timorex Gold

Los ensayos de inhibicion respecto al crecimiento micelial del hongo bajo la aplicacion de
los fungicidas, determinaron que el tratamiento Timorex Gold en concentracién alta (T12)
provocd una mayor inhibicion con un promedio inhibitorio del 40.7 % siendo superior
estadisticamente a los tratamientos Timorex Gold en concentracion baja y Timorex Gold
en concentracion media (T10 y T11) quienes alcanzaron promedios de 34.8 % y 29.6 %,

respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Inhibicién al crecimiento micelial por Timorex Gold,
evaluado en diferentes concentraciones. Las letras diferentes indican
diferencia significativa entre los tratamientos segln la prueba de Tukey
(p<0.05). Las barras representan desviacion estandar.

4.1.4.5. Progranic Mega

Los ensayos de inhibicion respecto al crecimiento micelial del hongo bajo la aplicacion de
los fungicidas, determinaron que el tratamiento Progranic Mega en concentraciéon media
(T14) y Progranic en concentracion alta (T15) provocaron mayor inhibicion con promedios
del 54.4 % (T14) y 57.0 % (T15), mostrando igualdad estadistica y siendo superior al
tratamiento Progranic en concentracion baja (T13), quien alcanzd un promedio de 50.0 %
(Figura 18).
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Figura 18. Inhibicién al crecimiento micelial por Progranic Mega,
evaluado en diferentes concentraciones. Las letras diferentes indican
diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba de Tukey
(p<0.05). Las barras representan desviacion estandar.
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4.2. Efecto de la aplicacién de los productos in vitro

Una vez determinados los resultados del crecimiento del patégeno evaluado durante los 18
dias de incubacion expresado en mm, se procedio a determinar el porcentaje de inhibicién
de cada producto correspondiente a la comparacion de crecimiento del tratamiento con el
testigo en los respectivos ensayos in vitro para lograr determinar su eficacia y analizar el

efecto de aplicacion.

A continuacion, se describe la reaccion del patdgeno frente a la aplicacion de los productos

y la representacion grafica del mismo efecto (Figura 19).

El efecto inhibitorio de los productos Copper y Cuprospor arrojaron resultados similares en
sus tres concentraciones, esto se debe a que ambos productos son formulados a base de
cobre lo cual provocd una quemazon de la colonia siendo la concentracion alta la méas

reprimida.

El tratamiento Primebact Plus provocé un porcentaje de inhibicion medio, donde el mayor
crecimiento micelial se dio en la concentracién baja, disminuyendo su crecimiento a
medida que aumentaba la concentracion, a su vez, se observd la presencia de un halo
blanco en los bordes del micelio, considerando que entr6 en estrés por la aplicacion del

producto.

Timorex Gold presentd el mayor crecimiento radial de todos los productos probados en el
estudio, su desarrollo fue mayor en la concentracién baja, pero el efecto de crecimiento fue
menor Yy casi igual en la concentracion media y concentracién alta, provocando un ligero
estrés generando un crecimiento no muy uniforme en los bordes del micelio atribuido al

efecto del producto.

El producto Progranic Mega tuvo un efecto inhibitorio medio, donde la colonia del hongo
produjo un halo blanco en el borde del micelio de la concentracion baja, mientras que en la
concentracion media se observo la ausencia del mismo, a su vez, en la concentracion alta
se pudo apreciar un micelio de color blanco atribuyéndose al efecto del producto en donde
su crecimiento fue parecido a la concentracion media ya que no hubo aumento en el

tamano del mismao.
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Figura 19. llustracion inhibicion de crecimiento micelial por agroquimicos en el
patdgeno, reduccién de crecimiento, alteracion y deformacion del micelio.

4.2.1.1. Produccion de esporas de los diferentes productos en su concentracion baja

Los resultados del porcentaje de inhibicion permitié proceder a la siguiente fase de la
investigacion, la cual constd en determinar el nimero total de esporas producidas en cada
unidad experimental, en esta fase se pudo determinar que el producto Copper en sus tres
concentraciones (baja, media y alta) alcanzaron igualdad estadistica con promedios que
fluctdan entre 335 111 y 358 000 esporas, seguido por Cuprospor con promedios de 630
222 y 825 000 esporas, siendo superiores a los demas productos (Primebact Plus, Timorex
Gold y Progranic Mega), quienes presentaron la mayor cantidad de esporas en sus

concentraciones (Figura 20).
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Figura 20. Concentracion de esporas de los diferentes tratamientos sometidos a estudio.
Letras diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba de
Tukey (p<0.05). Las barras representan desviacion estandar.

4.2.1.2. Interaccion de los tratamientos en sus concentraciones

La aplicacion del producto Copper en concentracion alta (T3) provocd el menor
crecimiento radial del hongo con un promedio de 10 mm, seguido por Cuprospor en
concentracion alta (T6) con un promedio de 13 mm y Primebact plus tambien en su
concentracion alta (T9) con 13,67 mm de crecimiento radial en sus respectivas cajas petri,
estos tratamientos presentaron diferencia estadistica superando a los demas, quienes

alcanzaron promedios numéricos mayores de crecimiento (Figura 21).
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Figura 21. Interaccion de los tratamientos en sus diferentes concentraciones, mostrando los
efectos inhibitorios transcurridos los 18 dias de la siembra in vitro del crecimiento micelial.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre cada tratamiento realizada la prueba
de Tukey (p<0.05).
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4.3. Discusién

La identificacion de agentes causales de enfermedades se realiza en base a caracteres
morfolégicos que presenta cada patdgeno respaldandose con los postulados de Koch, estos
son procesos que conllevan a la identificacion de enfermedades de una manera mas
efectiva, préctica y de alta confiabilidad para tener en cuenta el tipo de organismo causante

de dafios.

Una vez aislado el agente patdgeno se realizo la conservacion de las colonias en un medio
de cultivo adecuado y que presentd las condiciones necesarias para su desarrollo (PDA).
Los caracteres morfométricos presentados por nuestros aislados fungicos se sometieron a
la comparacion y medicion de estructuras relacionadas con diferentes estudios realizados
por diferentes autores y claves taxonémicas como las mencionadas por Garret (1970) y
Romberg (2016).

El crecimiento del hongo fue de 7-9 mm al cuarto dia, coincidiendo con lo mencionado por
Sempere & Garcia (2004), donde indica que es en estos dias donde el hongo alcanza un

mayor diametro de crecimiento.

Sus microconidios de forma oval eliptica de 7.94 - 12.55 x 3 - 5 um fue semejante a lo
mencionado por Robles et al. (2016) y Ldpez (2008), en donde los resultados de las
mediciones de las estructuras fueron similares observando macroconidios hialinos con una
forma basal alargada mediana de 3-5 septos con longitud de 21.09 - 34.6 x 4.9 - 5.5 um,
fialides ramificadas de longitud mediana 46.92 - 57.56 x 4.88 - 7.11 um y microconidios
hialinos formando falsas cabezas producidos en el extremo de las fialides cuyas
mediciones son similares a las descritas en el estudio de Cunha et al. (2015).

En una investigacion realizada por Anccota et al. (2013), se estudiaron los sintomas de
frutos de banano, cuyo resultado dio con el aislamiento de 10 diferentes tipos de hongos
fitopatogenos, la descripcion de uno de ellos fue semenjante a los sintomas observados en
campo Yy posteriormente inoculados en frutos de la presente investigacion. Las
caracteristicas morfométricas de nuestro trabajo coincidio con uno de los patdgenos
encontrados en aquel estudio, presentando las mismas caracteristicas y cuyas atribuciones

recayeron sobre el genero Fusarium.
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La escasa formacion de macroconidios que se dio en nuestro estudio, concuerda con lo
citado por Ram et al. (2020), donde se menciona que este género tiene poca produccion de
macroconidios y rara presencia de clamidosporas, no obstante Nelson et al. (2006) afirma
que hay un grupo de patdgenos causantes de sintomas de necrosamiento del pedunculo del
dedo y la parte adyacente del mismo, especificamente en la cascara del dedo de banano
entre los cuales también consta Fusarium, Colletotrichum y Verticilium. Otros autores
como Hurtado, (2016) mencionan que aproximadamente un 60 % de las podredumbres en

frutos de banano son provocados por este tipo de patdgenos.

Las condiciones agroclimaticas de nuestro pais tienen un rol importante en el desarrollo de
enfermedades, tal y como lo cita Triest & Hendrickx (2016), quien menciona en su estudio
que F. musae ha sido aislada especificamente de frutas de banano provenientes de paises

latinoamericanos productores de esta fruta, entre ellos Ecuador.

Estudiados todos los resultados y comparados con publicaciones de diferentes autores
cuyos sintomas, caracteres morfométricos y reaccién a los agroquimicos probados en este
estudio se llego a la conclusion de mantener al genero Fusarium como el posible agente
causal de esta enfermedad. Sin embargo, no se puede determinar con certeza ya que existen
diferentes microrganismos fungicos de similares caracteristicas, entre ellos Colletotrichum
lo que hace imprescindible el analisis molecular. Las comparaciones entre ambos géneros
fueron similares, existiendo semejanzas en el tamafio de las estructuras, pero con una
importante diferencia en el color del micelio por parte de Colletotrichum, no obstante,
Lezcano & Martinez (2012) resaltan que el género Fusarium y la pigmentacion de su
micelio es muy variada, existiendo colonias de color salmén, purpura, violeta o rojizo

dependiendo del tipo de especie y cultivo al que afecte.

La aplicacion de Copper en concentracion alta, y cuya composicion es a base de oxicloruro
de cobre, fue el producto que provocd mayor inhibicion del patégeno con un porcentaje del
88.8 % Yy una concentracion aproximada de 335 111 esporas por ml. La accion de este
producto activa y eleva los niveles enzimaticos, y a su vez favorece la sintesis de
fitoalexinas de la planta, contrarrestando radicales generados por patogenos. Estos
resultados coinciden con Tun Tucuch (2008), donde menciona que la aplicacién del
oxicloruro de cobre es un limitante para la germinacion de esporas evitando la aparicion de

ataques secundarios en la planta. Asi mismo, Aguilar (2017) afirma que productos
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elaborados a base de cobre se utilizan en aplicaciones de tipo preventivas y ofrecen un
efecto de baja resistencia del patégeno.

Cuprospor en su concentracion alta con una composicion de sulfato de cobre
pentahidratado logré un porcentaje de inhibicion del 85.5 % y una concentracion de 630
222 esporas por ml, sus componentes actlan como permeabilizante celular que a su vez
provoca dafios ocasionando la ruptura en la pared celular de los patégenos. Diana &
Gusqui (2018) afirman que el sulfato de cobre pentahidratado provoca intoxicacion y
bloguea los procesos respiratorios, y que ademas disminuyen la biosintesis de proteinas de
los hongos patogénicos. Por otro lado, Alburqueque et al. (2018) menciona que el sulfato
de cobre pentahidratado actla en varios sitios de la planta, y afiade que en su investigacion
se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 72% sobre el género Fusarium cuyo resultado

fue semejante al de la presente investigacion.

La evidencia recabada en la investigacion demostré que el producto Copper resultd ser mas
efectivo ya que a mas de su composicion de oxicloruro de cobre es complementada con
carbohidratos y algunos excipientes naturales antioxidantes. Por otro lado, Olan & Cortez
(2003) refuta que Copper es una mezcla de accion directa que va contrarrestando el ataque
del patdgeno y cuyo efecto se va liberando lentamente perdurando por un largo tiempo. A
diferencia de Cuprospor que es un permeabilizante patogénico, cuya composicién es

liberada mas rapido durando un corto tiempo (Nafarrete, 2005).
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

De acuerdo con la aplicacion de los procedimientos de laboratorio y el aislamiento del
organismo encontrado en dedos de banano, se determind que la enfermedad en post-

cosecha fue producida por un tipo de organismo de origen fangico.

Las caracteristicas presentadas por el patdogeno y verificadas con las pruebas de
patogenicidad, se compararon mediante claves de identificacion taxondémicas y
morfométricas, las cuales fueron semejantes al género Fusarium, atribuyéndosele como la
posible causa de la enfermedad en post-cosecha y enfatizando con estudios donde se
menciona que este organismo es responsable del 60% de podredumbres en frutos de

banano.
La aplicacion de fungicidas a base de cobre presentaron promedios de inhibicion de hasta

el 88% en la reduccion del desarrollo del patdgeno, inhibiendo el crecimiento micelial y la

produccion de esporas de cada unidad experimental a nivel in vitro.
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5.2. Recomendaciones

Aunque los estudios realizados en el laboratorio determinaron la presencia de un
organismo de tipo fangico en los dedos de banano, se recomienda investigar la relacion del
patdgeno encontrado con el huésped, debido a que podrian encontrarse diferentes factores

para el origen de la enfermedad.

En cuanto a la patogenicidad del organismo y la determinacién de su origen se recomienda
continuar con la respectiva identificacion molecular para determinar la etiologia de una

manera especifica sobre el agente causal.
El uso de productos a base de cobre determind ser un limitante para el desarrollo de la

enfermedad, por lo cual, se recomienda proceder a la respectiva aplicacién en ensayos de

campo y corroborar su efecto como un posible control sobre el patégeno.
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CAPITULO VII.
ANEXOS



7.1.  Anexos

Anexo 1. Siembra in vitro del patégeno encontrado (Fusarium).

Anexo 2. Crecimiento de una colonia
purificada de Fusarium aislado de dedos de
banano.
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Anexo 3. Preservacion del patégeno aislado (Fusarium), en tubos
inclinados de PDA.

Anexo 4. Pruebas de patogenicidad y conservacion en camaras
hdmedas.
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Anexo 5. Resultados de pruebas de patogenicidad. Sintomas internos
y externos del dedo inoculado a los 20 dias bajo condiciones
controladas.
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Anexo 6. Esterilizacion de los materiales y preparacion de los medios de
cultivo con los respectivos productos previo a la siembra in vitro.
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Anexo 7. Toma de datos (conteo de esporas).
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