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RESUMEN

Esta investigacion se la realizd en la UtMach, en conjunto con los laboratorios de
Fitopatologia y Bioproductos del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE), de la Escuela Superior Politécnica del Litoral. El objetivo principal del presente
trabajo fué demostrar la eficacia del bioproducto ACTIVFOL frente al hongo M. fijiensis
causante de la Sigatoka negra en banano para lo cual se emple6 el disefio de bloques
completos al azar, evaluando a 2 productos, empleando un control y 6 concentraciones
diferentes con 8 repeticiones cada una, sobre 2 in6culos de M. fijiensis, provenientes de las
provincias de El Oro y Esmeraldas. Para evaluar la sensibilidad de la Sigatoka negra frente a
ACTIVFOL se utilizé el método de espectrofotometria en placas de ELISA, para lo cual
preparamos diluciones de: 32, 100, 320, 1000, 3200 y 5000 ppm. Cada dilucion se la
analizo en placas de Elisa de 96 pocillos frente a las cepas de M. fijiensis de las provincias
de El Oro y Esmeraldas, colocando en la primera fila el Blanco de muestra y en la segunda
fila el Control de la muestra. En cada pocillo de la placa se colocé 50 pL de indculo mas
200 pl de PDB con las concentraciones respectivas del producto a evaluar. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se realizo las lecturas en el espectrofotometro a 690 nm de longitud
de onda, siendo las Absorbancias encontradas proporcionales a las concentraciones

inhibitorias de M fijiensis.

Para demostrar la efectividad de ACTIVFOL, evaluamos al mismo frente a otro
producto semejante que se encuentra en el mercado (TRIAMIN) y a estos, sobre 2 indculos

de M. fijiensis, provenientes de las provincias de ElI Oro y Esmeraldas. Por lo cual
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procedimos a realizar un contraste o prueba de hipdtesis, planteando una hipétesis nula y

otra alternativa resumida a continuacion:

Ho: ACTIVFOL = TRIAMIN

Ha: ACTIVFOL # TRIAMIN

Para dicha demostracion recopilamos los mejores tratamientos de ambos productos y
procedimos a realizar un Andlisis de Varianza, utilizando el software del programa
estadistico Origin 5.6. Los datos arrojados por el programa estadistico fueron para la cepa
proveniente de la Provincia de Esmeraldas: F=101.7, p=8.42E-8, y para la cepa proveniente
de la Provincia de El Oro: F=260.8, p=1.91E-10. Es decir ACTIVFOL tiene un efecto
estadisticamente significativo del SOBRE EL HONGO DE SIGATOKA NEGRA FRENTE
al producto TRIAMIN en un nivel de confianza de 95,0 %. Con los resultados obtenidos y
puesto que el valor p de la prueba fué inferior a 0.05, la hipdtesis nula fué rechazada y la
hipotesis alternativa fué ratificada a este nivel de confianza, con lo cual concluimos que
ACTIVFOL posee propiedades antifungicas frente al hongo causante de la Sigatoka Negra

en Banano.
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ABSTRACT

This research was conducted in the UTMACH, together with the laboratories of
Phytopathology and Bioproducts Biotechnology Research Center of Ecuador (CIBE), the
Escuela Superior Politecnica del Litoral. The main objective of this study was to
demonstrate the effectiveness of bioproduct ACTIVFOL against the fungus M. fijiensis
causing black sigatoka in banana for which the design of randomized complete block design
was used, evaluating 2 products, using a control and 6 concentrations different with 8
repetitions each, for 2 inocula M. fijiensis, from the provinces of ElI Oro and Esmeraldas.
spectrophotometry method was used in ELISA plates to assess the sensitivity of black
Sigatoka front ACTIVFOL, for which prepare dilutions: 32, 100, 320, 1000, 3200 and 5000
ppm. Each dilution was analyzed in the plates Elisa 96 well against strains of M. fijiensis in
the provinces of El Oro and Esmeraldas, standing in the first row the White sample in the
second row and the control sample. In each plate well 50 uL of inoculum plus 200 ul PDB
the respective concentrations of the product to be evaluated was placed. When the time of
incubation, readings took place in the spectrophotometer at 690 nm. wavelength, being

proportional to the Absorbance found inhibitory concentrations of M fijiensis.

To demonstrate the effectiveness of ACTIVFOL , we evaluated the same against
another such product found on the market ( TRIAMIN ) and these , about two inocula of M.
fijiensis , from the provinces of ElI Oro and Esmeraldas. So we proceeded to perform a

contrast or hypothesis testing, posing a null hypothesis and alternative summarized below:
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Ho: ACTIVFOL = TRIAMIN

Ha: ACTIVFOL # TRIAMIN

For this demonstration we collect the best treatments for both products and proceeded to
make an analysis of variance, using the statistical software program Origin 5.6. The data
produced by the statistical program for the strain were from the Province of Esmeraldas:
F= 1017, p = 8.42E -8 , and the strain from the Province of El Oro : F = 260.8,
p = 1.91E- 10. That is ACTIVFOL has a statistically significant effect of SIGATOKA
FUNGUS ON BLACK FRONT TRIAMIN product on a confidence level of 95.0 %. With
the results obtained and since the p value of the test was less than 0.05, the null hypothesis
was rejected and the alternative hypothesis was ratified at this level of confidence with
which we conclude that ACTIVFOL has antifungal properties against the fungus causing the

Black Sigatoka in bananas.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

A nivel mundial el banano ecuatoriano es muy apetecido por su calidad y sabor, siendo esta fruta
comercializada y cotizada en los continentes de Europa, Asia y Norte América. Esto ocurre ya que en la
costa ecuatoriana se dan las condiciones 6ptimas de suelo y clima para la plantacion y cosecha de la fruta.
De acuerdo a la informacién que registra el MAGAP (Ministerio de agricultura, ganaderia, acuacultura y
pesca) las plantaciones bananeras representan el diez por ciento del area agricola del Ecuador y su tasa de

crecimiento promedio es del 3 % desde hace nueve afios. (PRO ECUADOR. 2013)

En el 2012, el sector bananero ecuatoriano exportdé USD 2,078,239.38 millones de dolares por
concepto de divisas y 5,196,065.09 de toneladas ubicando al banano como el primer producto de

exportacion del sector privado del pais. (PRO ECUADOR, 2013)

Para el Ecuador esto tiene una importancia relevante, ya que en promedio representa un
26 % del PIB (Producto interno bruto) Agricola del pais y aporta en un 2 % al PIB total, siendo
uno de los productos tradicionales dentro de las exportaciones ecuatorianas (INEC.2013).
Ademas, de las fuentes de empleos directos e indirectos que genera éste sector agricola, tales
como mano de obra en las plantaciones, cartoneras, plasticos, fertilizantes y abonos, fumigadoras

aéreas, transporte terrestre y maritimo, etc.



1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

La principal enfermedad en las plantaciones de banano en el ecuador es el hongo conocido
como Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), y es considerada la enfermedad foliar mas
limitante y devastadora. Este patdgeno provoca un estrago sistematico en el area foliar, para
posteriormente causar una necrosis a nivel de toda la hoja, perjudicando la fase fotosintética,
haciendo que la mata arribe a la floracion con un escaso numero de hojas funcionales,
desfavoreciendo el eficaz llenado de las bananas y estimulando el proceso de maduracién de la
fruta. Esto origina pérdidas millonarias en la etapa de comercializacion (GUZMAN 2006; MARIN

Y ROMERO 1998).

En el aflo 1987 en Ecuador, el hongo M fijiensis fue detectado en la provincia de
Esmeraldas, dos afios después la infeccion ya se la encontraba en las provincias de Guayas y Los
Rios y finalmente aparecié en las bananeras de la provincia de ElI Oro en 1992. En resumen la
enfermedad de la Sigatoka negra solo tardd 5 afios en infectar todo el cultivo de banano en el

Ecuador (RIVAS PLATERO.2003).

A nivel de la region costera de nuestro pais (Los Rios, Guayas y El Oro) hay alrededor de
unas 150.000 Has cultivadas con banano, todas infectadas con Sigatoka negra. Los diferentes
climas que poseen las provincias costeras, ha provocado que el hongo tenga diferentes conductas,

provocando que la enfermedad sea mas severa en los ultimos afios. (RIVAS PLATERO.2003).



Tradicionalmente el control de esta enfermedad se la realiza con fungicidas sistémicos,
sin embargo éstos en la actualidad han perdido sensibilidad y actian de forma relativamente
eficaz contra la Sigatoka negra, debido a que el hongo ha desarrollado resistencia, por la sobre
exposicion y falta de rotacion de los mismos, causando asi que los ciclos de fumigacién
aumenten, encareciendo la produccion de la fruta y generando impactos medioambientales como
contaminacion de suelos, aguas y deterioro de la salud humana. A pesar de todo lo dicho
anteriormente, la fumigacion aérea con fungicidas quimicos continda siendo la herramienta de

manejo mas usada, por medianos y grandes productores.

Por otro lado, el control biologico de esta enfermedad mediante el uso de productos
alternativos, ha revelado resultados favorables. Investigaciones de inductores de resistencia
enddgenos y exogenos, han revelado evidencias y resultados prometedores para un manejo

ecologico de Sigatoka negra (RIVEROS Y LEPOIVRE. 1998)



1.2 JUSTIFICACION

El presente trabajo pretende deducir la eficacia que poseen los compuestos bioquimicos
presentes en el Complejo Organico ACTIVFOL y demostrar su efectividad como una nueva

alternativa en el control de Sigatoka negra.

ACTIVFOL, es un “FITOFORTIFICANTE” obtenido por fermentacion con
microorganismos naturales que NO han sido genéticamente modificados (OGM), que producen
metabolitos, acidos organicos, aminoacidos, enzimas y fitohormonas naturales, dirigidos a
aumentar la capacidad fotosintética de la planta y reducir el estrés por efectos de clima u otros
factores como: mala nutricion, déficit de riego y drenajes, plagas y enfermedades, etc., ademas
de mejorar el desarrollo de la planta, coloracion, la calidad y peso del fruto. Tiene propiedades
que activan los mecanismos naturales de defensa de las plantas creando resistencia a plagas y

enfermedades, al regular el equilibrio fisiolégico de las plantas. (CARRION E. 2011)

Con la presente investigacion se desea implementar una nueva linea de investigacion
dirigida a los procesos de biorremediacion, debido a la carencia de tecnologias efectivas de
manejo de M. fijiensis y a que no existen variedades de banano resistentes, por lo que se hace
necesario buscar fuentes de resistencia para utilizar en programas de fitomejoramiento. El
estudio desea generar bases para implementar nuevas alternativas efectivas en el manejo de la
enfermedad, sostenibles y de bajo costo, que tengan un impacto favorable al medio ambiente y a
la salud; ademas, de beneficiar a todas las familias que dependen directa e indirectamente del

cultivo.



CAPITULO I

1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

> Demostrar a nivel de laboratorio, que el bioproducto ACTIVFOL posee una accion

eficaz en el control del Mycosphaerella fijiensis causante de la Sigatoka negra en el

banano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aislar al hongo M. fijiensis de las provincias de EIl Oro y Esmeraldas.
e Determinar la sensibilidad de ACTIVFOL sobre los inoculos de M. fijiensis. de las

provincias de El Oro y Esmeraldas

e Comparar la accién del producto ACTIVFOL frente a otro producto bioestimulante del

mercado (TRIAMIN).



CAPITULO 111

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 EL BANANO

Mucho antes de convertirse en un producto internacional de exportacién, el banano sirvio
de alimento a muchas generaciones. Se cree que es la fruta mas antigua del mundo, pues data de
tiempos prehistdricos, de millones de afios. En el afio 327 A.C Alejandro Magno descubrio la
planta cultivada en el valle del Indo, en la India. El enciclopedista Romano Plinio fue uno de los
primeros escritores que descubrio la especie, posteriormente fue clasificada por el botanico del

siglo XV1II Linneo, quien le dio el nombre de Musa sapientum. (MEDINA M, 1994)

El centro de origen del banano silvestre es el sureste de Asia y las islas del Pacifico,
extendiéndose desde la India hasta Papua Nueva Guinea, incluyendo Malasia e Indonesia. La
evidencia taxondémica indica que el centro primario donde la comestibilidad evoluciond fue la
Peninsula Malaya, incluyendo posiblemente los territorios vecinos mas cercanos (SIMMONDS

1995).

Fue un manjar exclusivamente asiatico hasta el siglo VI, cuando los mercaderes Arabes
llevaron la planta a Africa Occidental, donde habria de recibir su nombre formado por la
contraccion de palabras de la region como bana, gbana, abana, funana y bunane. Hacia aquella

época, los exploradores y sacerdotes Portugueses y espafioles la llevaron a las islas Canarias.



Luego en 1516, Fray Tomas de Berlanga la trajo a la espafiola y luego se difundi6 a otras islas y

al continente Americano. (RIOFRIO, 1995)

3.1.1.- MORFOLOGIA:

Morfolégicamente, la planta de Banano consiste de un sistema de raices fibrosas, un

cormo subterraneo y un falso tallo (pseudotallo) que sostiene las hojas, flores y frutos.

Figura 1. Caracteristicas de la planta de Banano

Fuente: Infoagro.com



3.1.1.1.- LAS RAICES:

Tienen forma de corddn y aparecen en grupos de 3 6 4. Son de color blanco cuando
emergen, y a medida que aumenta la edad de la planta, se tornan amarillentas y duras. Su
diametro oscila entre 1.0 y 5.0 rara. En suelos fertiles, bien drenados y profundos, las raices se

pueden extender 1.5 m en profundidad y hasta 5.0 m lateralmente. (Lavillé. 1964)

3.1.1.2.- EL CORMO:

Es un tallo subterraneo con ramificacion monopddica. En el &pice se encuentra anidado el
punto vegetativo o meristemo apical, a partir de los cuales surgen las raices y el pseudotallo. La
forma del cormo esté influenciada por la textura y estructura del suelo, puede variar desde conica
en suelos pesados a cilindrica achatadas en suelos livianos. EI didmetro no excede de los 30 cm.

La consistencia suele ser carnosa debido a su alto contenido de parénquima.

3.1.1.3.- EL PSEUDOTALLO:

Ofrece a la planta apoyo y capacidad para almacenar reservas amilaceas; también, le
permite alcanzar mayor altura y elevar el nivel de las laminas foliares que captan la luz solar. En
una planta adulta puede medir 5.0 m de altura y 40 cm de didmetro segun el clon. Su estructura
es resistente y puede soportar el peso de las laminas foliares y de su inflorescencia que llega

hasta 75 Kkg.



3.1.1.4.- HOJAS:

Se originan en el punto central de crecimiento o meristemo terminal, situado en la parte
superior del rizoma. Al principio, se observa la formacion del peciolo y la nervadura central
terminada en filamento, lo que sera la vaina posteriormente. La parte de la nervadura se alarga y
el borde izquierdo comienza a cubrir el derecho, creciendo en altura y formando los semilimbos.
La hoja se forma en el interior del pseudotallo y emerge enrollada en forma de cigarro. Son hojas
grandes, verdes y dispuestas en forma de espiral, de 2-4 m de largo y hasta 1,5 m de ancho, con
un peciolo de 1 m o mas de longitud y un limbo eliptico alargado, ligeramente decurrente hacia
el peciolo, un poco ondulado y glabro. Cuando son viejas se rompen facilmente de forma

transversal por el azote del viento.

3.1.1.5.- FLORES:

Son amarillentas, irregulares y con seis estambres, de los cuales uno es estéril, reducido a
estaminodio petaloideo. El gineceo tiene tres pistilos, con ovario infero. El conjunto de la
inflorescencia constituye el “régimen” de la platanera. Cada grupo de flores reunidas en cada
bractea forma una reunion de frutos llamada “mano”, que contiene de 3 a 20 frutos. Un régimen
no puede llevar mas de 4 manos, excepto en las variedades muy fructiferas, que pueden contar

con 12-14.



3.1.1.6.- FRUTO:

Baya oblonga. Durante el desarrollo del fruto éstos se doblan geotropicamente, segun el
peso de este, determinando esta reaccion la forma del racimo. Los platanos son polimorficos,
pudiendo contener de 5-20 manos, cada una con 2-20 frutos, siendo su color amarillo verdoso,
amarillo, amarillo-rojizo o rojo. Los platanos comestibles son de partenocarpia vegetativa, o sea,
desarrollan una masa de pulpa comestible sin ser necesaria la polinizacién. La mayoria de los
frutos de la familia de las Musaceas comestibles son estériles, debido a un complejo de causas,
entre otras, a genes especificos de esterilidad femenina, triploidia y cambios estructurales

cromosomicos, en distintos grados.

2.2 CLASIFICACION DE BANANOS Y PLATANOS.

Figura 2. Clasificacion de las Muséaceas.

Australimusa

Rhodochlanys
Musa
acuminata
Eumusa
Musa
balbisiana

Fuente: Carrion B. 2015

Musdceas <
Ensete

10



Estan considerados como plantas monocotiledéneas que pertenecen a la familia Musacea
y ésta su vez comprende dos géneros: Musa y Ensete. Este ultimo, es de uso estético y crece en
zona climaticas subtropicales, mientras que el género Musa estd formado por: Australimusa,

Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa.

Dentro de Eumusa se encuentran los bananos y platanos comestibles, siendo de mayor
importancia econémica y distribucién geografica Musa acuminata y Musa balbisiana, los cuales
se clasifican en Grupos que indican la contribucion genotipica y el grado de ploidia con que esta
constituido cada clon, de tal manera que se denomina con la letra “A"(genoma A) a las
caracteristicas semejantes a M. acuminata y con "B"(genoma B) a las M. balbisiana. En 1955
Simmonds y Sherpherd disefiaron un método para indicar la contribucion relativa de las dos
especies a los diferentes genotipos cultivados, utilizando la designacion del genoma A y B. La
mayoria de los cultivares comerciales son triploides y pertenecen al grupo AAA. Los tres grupos

mas importantes que se cultivan a nivel mundial son AAA, AAB y ABB. (SIMMONDS 1995).

Figura 3. Clasificacion taxonémica del banano deacuerdo a Simmonds y Sherpherd.

Género Genoma® Tipo Subgrupo Cultivares comunes
Musa AAA Banano Gros Michel Gros Michel
Cocos
Cavendish Lacatan
Dwarf Cavendish

Valery (Robusta, Poyo)
Grande Naine

Musa AAB Platano Platano Falso cuerno
Francés (Dominico)
Maia Maoli Magquefio
Musa ABB Banano de coccion Bluggoe (Cuadrado)
(guineos)
Pelipita

3Las designaciones Ay B en el genoma corresponde a Musa acuminata y M.balbisiana, respectivamente. El banano es un hibrido
natural de estas dos especies de Musa.

Fuente: SIMMONDS 1995
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2.3 BANANO EN EL ECUADOR

El inicio del “boom” bananero en el Ecuador comienza alla por 1944 y 1948. El
historiador Rodolfo Pérez Pimentel narra que a consecuencia de un furioso huracan que azotd la
costa del Caribe y destruyd las plantaciones de esta fruta en los paises productores de Centro
América, el sefior Clemente Yerovi (posteriormente Presidente de la Republica) vio la
oportunidad para los agricultores del Litoral y tuvo el acierto de solicitar al gobierno del
presidente en funciones, Galo Plaza, la concesion de un préstamo de 22 millones de sucres para

el cultivo de la fruta. (LEDESMA E. 2009)

En los primeros afios el comercio del banano constituia un riesgo por la carencia de las
vias de comunicacion, no se disponia de carreteras, 1o poco que se recolectaba de las fincas
procedentes de cultivos de caracter domestico se lo transportaba en acémilas hasta las estaciones
ferroviarias y por via fluvial hasta los puertos de embarque. Se construyeron grandes vias de
comunicacion que unian las zonas bananeras que inicialmente estaban aisladas, como el caso de
carreteras Santo Domingo — Quevedo; Santo Domingo — Esmeraldas; Duran — Tambo; Boliche —
Naranjal — Machala, y unas tantas carreteras mas de segundo orden que poco a poco fueron
formando la gran red vial que actualmente tiene el Ecuador a lo largo de la costa, donde se

encuentran sembradas las plantaciones de banano. (JAMES C. 2009)

Econdmicamente, los efectos del auge bananero en el pais fueron importantes. Se

profundizo el modelo de desarrollo capitalista en relacién con el mercado mundial. Ecuador se



insertd en un orden internacional en el que asumio claramente el papel de proveedores. Al mismo
tiempo se produjo un aumento de la produccion nacional en distintos érdenes, se expandieron las
relaciones salariales, crecié el mercado interno y la economia se diversificd. Los sectores que
crecieron fueron la industria, la construccion, la pesca industrial, la produccién agropecuaria, el
comercio, la banca, el transporte y las comunicaciones. (MIRANDA V. 2011). A partir de 1946,
las exportaciones adquieren un ritmo de crecimiento firme y voluminoso a tal punto que desde
1952, el pais se convierte en el mayor exportador de una cuantia que determina la enorme

diferencia con el pais inmediato en la exportacion mundial de banano. (RIOFRIO J. 1995)

3.3.1 SUPERFICIE BANANERA EN ECUADOR.

Segun datos oficiales del Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador, tomado a
agosto 31 del 2009, las &reas sembradas inscritas en El Oro, Guayas y Los Rios (las principales
del pais) y de otras provincias en dicha dependencia, ascienden a 170.897 hectareas, desglosadas

de la siguiente manera:

Cuadro 1. Superficie Bananera en Ecuador.

AREAS SEMBRADAS INSCRITAS (Has.)

2011

EL ORO (Has.) | GUAYAS (Has.) | LOS RIOS (Has.) | OTRAS (Has.) TOTAL (Has.)

57.257,68 63.483,22 67.406,50 19.341,96 207.197,36

Fuentes: MAGAP/ SIGAGRO 2013.
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En el siguiente cuadro se detalla la produccidn nacional expresada en toneladas, entre los
afios 2005 y 2011, con una media aproximada de casi 7 millones de toneladas y un rendimiento

de 32,5 tm/ha. Ademas de la superficie de &rea cultivada y superficie cosechada.

Cuadro 2. Superficie, Produccion y Rendimiento a nivel Nacional.

Ano Superficie Superficie Produccion en Rendimiento
sembrada cosechada fruta fresca
(Ha) (Ha) Tm (Tm./Ha)
2005 232.780 221.085 6.118.425 27,67
2006 221107 209.35 6.127.060 29,27
2007 211.843 197.41 6.002.302 30,41
2008 233.427 215.521 6.701.146 31,09
2009 229.602 216.115 7.637.324 35,34
2010 232939 218.793 8.237.546 37,65
2011 231.221 217.145 7.842.112 36,18

Fuentes: MAGAP/ SIGAGRO 2013.

3.3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO

En total, en el mundo se exporta un promedio de 16°340.258,67 TM anuales. En este
contexto el principal exportador es Ecuador, quien aporta con un 29 % de las exportaciones
mundiales totales. Sus dos competidores cercanos en el mercado mundial son Costa Rica y las
Filipinas con 12 % del total de las exportaciones mundiales cada una. En el caso de la CAN,
Ecuador también es el principal exportador con el 75 % de la region, le sigue Colombia con el 24
% y Bolivia con tan solo el 1 %. (INEC. 2009).
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Figura 4. Exportaciones de banano de Ecuador

Fuente: INEC. 2009

A través de los afios el sector bananero con su produccién y comercializacion ha
contribuido en forma directa con el pais en la generacion de divisas, empleos e ingresos.
Inversionistas nacionales y extranjeros han dirigido recursos al sector, para ubicarlo entre los

mas importantes generadores de divisas.

El PIB del banano en el Ecuador tiene un promedio de 700,45 millones de USD, y una
tasa de crecimiento de 5,93 % para el periodo 2002-2009 y alcanza su mayor valor en 2009 con
951,36 millones de USD aproximadamente. La representacion promedio del banano dentro del
PIB agricola en el periodo 2002-2009 es de un 26 %. El valor minimo se presenta en 2007 con el
20,16 %, y su valor maximo en 2003 con el 33.23 %. La participacion del banano en el PIB
nacional muestra una trayectoria similar en el mismo periodo, con un promedio de crecimiento

del 2 %. En 2008 alcanza un valor igual al 1,27 % y al 2,56 % en 2003.
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Cuadro 3. PIB del Banano del 2002-2009

PIB nacional =y el

Afio (millones de USD) (millones de USD) (millones de

Participacion en Participacion en
PIB nacional el PIB agricola

PIB banano

635,76 24899,48 , 2,55% 31,04%
2003 734,31 28635,91 2209,72 2,56% 33,23%
2004 666,86 32642,23 2218,63 2,04% 30,06%
2005 680,75 37186,94 2462,81 1,83% 27,64%
2006 616,79 41763,23 2790,04 1,48% 22,11%
2007 622,62 45789,37 3026,98 1,36% 20,57%
2008 695,12 54685,88 3448,63 1,27% 20,16%
2009 951,36 58659,98 3548,80 1,62% 26,81%

Fuente: INEC. 2009

3.4 PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES DEL BANANO

Las plagas y enfermedades constituyen un factor limitante para el desarrollo de las
bananeras, para contrarrestar esto, los productores bananeros invierten altas sumas de dinero en
el control de enfermedades y plagas (en especial M. fijiensis), que ocasiona pérdidas de hasta un
100 % de la produccion si ésta no es controlada apropiadamente. (MAURA, F 2007). Entre los
problemas fitosanitarios mas frecuentes que afronta el cultivo en relacion a plagas y
enfermedades se tiene: virus del mosaico del pepino (CMV), virus del rayado del banano (BSV),
nematodos (Radopholus similis, Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.), picudo negro (Cosmopolites
sordidus), y Sigatoka negra (Micosphaerella fijiensis); siendo ésta ultima, es la principal enfermedad

responsable de grandes pérdidas econdmicas en la produccion mundial. (BARRIOS M. 2006)
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3.4.1.- LASIGATOKA NEGRA

La Sigatoka Negra es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, pertenece a la clase
Ascomycetes, orden Dothideales familia Dothideaceae. Fué descrita por primera vez en la isla de
Fiji en 1963, sin embargo, la enfermedad estaba ampliamente difundida en el pacifico antes de
su descubrimiento en la isla. A partir de esta fecha, la enfermedad se ha diseminado a través de
varias regiones de América Latina y el Caribe: Belice en 1975, Guatemala, Costa Rica, El
Salvador y Nicaragua en 1977. México y Panaméa en 1980, Colombia en 1981, Ecuador en 1986,
Venezuela y Cuba en 1991; Jamaica y Pert en 1994, Republica Dominicana en 1996, Bolivia en

1997 y Brasil, en 1998. (BARRIOS. M. 2006).

Figura 5. Clasificacion de M. fijiensis.

Fuente: CARRION B. 2015
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Este hongo tiene la caracteristica de reproducirse tanto sexual como asexualmente durante
su ciclo de vida, lo que dificulta su manejo. La fase asexual, genera conidios que son liberados
desde los conidioforos a partir de las primeras lesiones de la enfermedad (pizcas o estrias). La
fase sexual produce una gran cantidad de ascosporas desde estructuras llamadas peritecios, los
cuales se forman sobre la superficie del estado de lesion mas avanzado de la enfermedad.

(MEREDITH. 1970.)

Como producto de la gran capacidad reproductiva del hongo, éste ha alcanzado una
amplia variedad genética y patogénica que le ha permitido adaptarse a diversas condiciones
ambientales. Entre las variables agrometereoldgicas que influyen en la germinacion, penetracion
y exito en la colonizacion de los tejidos internos y desarrollo de M. fijiensis, se encuentra la
temperatura, la humedad relativa, el viento y la precipitacion; las cuales definen la dindmica del

inoculo y el impacto de la enfermedad en los rendimientos. (MARIN.2003).

La enfermedad provoca desérdenes significativos en el crecimiento vegetativo de la
planta, la cual sufre un severo deterioro del area foliar y de la productividad del cultivo, al
disminuir su capacidad fotosintética. De presentarse esta condicién, la planta no logra extraer de
las hojas los elementos nutritivos para llevarlos al racimo y llenarlo; éste puede presentar

madurez prematura y la fruta no sirve para la exportacion (HERRERA, 2007).
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3.4.2 ESTADIOS EVOLUTIVOS DEL HONGO EN LA HOJA DEL BANANO.

Los sintomas de la enfermedad, bajo condiciones controladas de invernadero pueden
desarrollarse por completo desde los 10 hasta los 50 dias (ROMERO, JE. 2005). Segun la escala
de Fouré, los sintomas de la Sigatoka negra se pueden reconocer a través de seis estadios.
(ALVAREZ E, PANTOJA A, GANAN L Y CEBALLOS G. 2013)

3.4.2.1.- ESTADIO 1:

Se observa una pequefia mancha rojiza (peca). Esta puede observarse Unicamente en el
enves (parte de abajo) de las hojas 2 y 3. Son mas abundantes en el lado izquierdo cercano del

borde de la hoja.

3.4.2.2.- ESTADIO 2:

Se caracteriza por una raya marrd rojiza, paralela a la venacion que puede observarse por

ambos lados de la hoja.

3.4.2.3.-ESTADIO 3:

La raya se torna méas ancha y el color comienza a cambiar de rojo a marrén oscuro
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3.4.2.4.- ESTADIO 4:

Se caracteriza por manchas marrén oscuras en el enves de la hoja y manchas negras

irregulares en el haz de la hoja.

3.4.2.5.- ESTADIO &:

En el haz de la hoja se observa un halo clorético alrededor de la mancha negra.

3.4.2.6.- ESTADIO 6:

El centro de la mancha adquiere un color blanco grisaceo con bordes negros y de

apariencia hundida.

Figura 6. Estadios Evolutivos de Sigatoka Negra

Fuente: ALVARADO A. 2007
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3.4.2.7.- PERIODO DE INCUBACION (PI):
Numero de dias desde el momento de la inoculacién hasta la aparicion del primer estadio
(pizcas).

3.4.2.8.- PERIODO DE LATENCIA (PL):

Tiempo transcurrido entre la aparicion de las estrias y las primeras manchas en estadio 6.

3.4.2.9.- TIEMPO DE EVOLUCION DE SINTOMAS (TES):

NUmero de dias desde la aparicion de los primeros sintomas (estadio 1) hasta el final de

estos (estadio 6).

3.4.2.10.- TIEMPO DE DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD (TDE):

NUmero de dias entre el momento de la inoculacién y la aparicién de las primeras

manchas necrosadas en la hoja (estadio 6).
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3.5 CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de M. fijiensis inicia con la deposicion de las esporas, ya sean ascosporas
0 conidios, sobre las hojas del banano. La germinacién y penetracion del indculo ocurre
Unicamente cuando se dan las condiciones favorables para su reproduccién tales como son:
humedad relativa de 90 a 100%, temperaturas de 26 a 28°C y, sobre todo, presencia de agua libre
sobre las hojas. En estas condiciones, las esporas germinan en un periodo de 2 a 6 horas,
formando tubos germinativos que se extienden y ramifican en busca de los estomas. De esta
forma inicia el proceso de penetracion que tarda de 2 a 3 dias si las condiciones de humedad
relativa, temperatura y moja dura foliar son las adecuadas. (BELALCAZAR. 1991; MERCHAN.

2000; PATINO Y MEJIA. 1999; PLOETZ. 1994; SIERRA. 1993).

Figura 7. Ciclo de vida de M. fijiensis

Fase asexual

Esporodoguios sobre las hojas

Gonidios dellipe
Corcospora

Peritecios con ascas &= e
¥ ascasporas en s hojas

N
AN necrdlicas

Penatracidn 3 fravds de [0z estomas

Fuente: BAYER MEXICO 2014
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Las ascosporas o esporas de origen sexual se desarrollan en el interior de cuerpos
fructiferos conocidos como ascécarpos o seudotecios y se desprenden de la lesiones en estadio 5
y 6. Mientras que las conidias o esporas de origen asexual se producen sobre los conidioforos y
se desprenden desde el estadio 2 hasta el 6. Las conidias se desprenden del conidiéforo, por

accion de agentes ambientales como agua y el viento.

3.6 CONTROL DE LA SIGATOKA NEGRA.

El manejo integrado de enfermedades se considera una herramienta sustentable para
el combate de patégenos, mediante la combinacion de métodos quimicos, culturales, fisicos y
bioldgicos que minimicen los riesgos econdmicos, de salud y ambientales. (HOLLIER,
2004). Para controlar la enfermedad se debe intervenir en uno o en varios puntos del ciclo de

vida del hongo para tratar de minimizar la cantidad de esporas producidas por el inoculo.

3.6.1.- CONTROL CULTURAL.

El cultivo de banano con un buen control cultural como: densidad de siembra 10 %,
deshoje fitosanitario 10 %, drenajes secos 10 %, control de malezas 5 %, sistema de riego 5 % y
fertilizacion 10 % permiten evitar o disminuir la alta humedad relativa y alta temperatura, lo que

facilita un microclima favorable a la plantacion. Pero estas practicas por si solas no son
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suficientes para el control de la enfermedad, lo que es complemento los fungicidas 50 %.

(COMTEC. 2000.)

3.6.2.- CONTROL BIOLOGICO.

Investigaciones dirigidas al desarrollo de métodos de control bioldgico para la Sigatoka
negra han sido limitadas porque los controles quimicos, que son altamente efectivos y
econdmicos, estdn ampliamente disponibles a los productores comerciales. Aunque los métodos
de control bioldgico son deseables principalmente para la proteccion del ambiente, su aplicacion
con éxito probablemente sera dificil porque la Sigatoka negra es una enfermedad policiclica y el
tejido susceptible del bananero esta presente todo el afio. Se han probado varias bacterias
(incluyendo Pseudomonas, Bacillus y Serratia spp.) para el control de M. fijiensis, pero aun la

investigacion del control biologico esta en sus etapas preliminares. (SIERRA. L 1993.)

3.6.3.- MEJORAMIENTO GENETICO

Las técnicas de hibridacion son frecuentemente usadas con la finalidad de obtener plantas
genéticamente mas resistentes a enfermedades y plagas; y alcanzar mayor rendimiento en la
produccion de la fruta. Sobre estas perspectivas varios investigadores lo han venido utilizando en

las muséceas para contrarrestar la Sigatoka negra. En Venezuela, (GARCIA Ay SOSA L 2001)
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evaluaron el comportamiento agrondémico del hibrido de platano resistente a Sigatoka negra,
denominado FHIA-21, de manera de poder ofrecerle al pequefio y mediano productor una
alternativa en el cultivo del platano. Los resultados obtenidos de este trabajo indican la buena
adaptacion del hibrido a la zona y su resistencia a la Sigatoka negra, constituyéndose en una
alternativa viable de produccion para el pequefio y mediano productor de platano sin tener que
recurrir a agroquimicos para el control de la enfermedad. No obstante, posee muchos detractores
que consideran que su aceptaciéon implicara una limitacion para su comercializacién nacional e
internacionalmente, como lo han vivido y lo siguen experimentando los agricultores. Las razones
que alegan es que estos hibridos en general poseen baja adaptacion al manejo post cosecha

tradicional y caracteristicas organolépticas diferentes a los clones comerciales.

3.6.4.- CONTROL QUIMICO.

Es actualmente la medida de control mas usada para reducir los estragos de esta
enfermedad, sin embargo, la mayor preocupacién de esta medida es la mala practica en la
aplicacion de fungicidas, favoreciendo a la resistencia genética de M. fijiensis. EI control
quimico se hace mediante aspersiones aéreas y terrestres en las que se utilizan fungicidas, aceites
minerales y emulsificantes. Los cultivadores gastan del 30 a 40% de sus ingresos brutos en
fungicidas. (OROZCO M. 1998). Para prevenir la resistencia del hongo con los fungicidas, se
debe evitar el uso exclusivo y continuo de los mismos. Estos se pueden agrupar en dos categorias

segun el modo de accion:
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3.6.4.1 DE CONTACTO:

Son de accidn preventiva ya que acttan en el lugar donde hacen contacto con la planta y
no son capaces de penetrar al interior de la hoja, de esta forma protegen Unicamente las partes de
las hojas fumigadas, impidiendo la germinacion de las esporas sin tener accion sobre las

infecciones ya establecidas.

3.6.4.2.- SISTEMICOS.

Estos tienen accion preventiva y curativa ya que atraviesan la cuticula y traslocan via
floema hacia otros puntos distantes de la planta. El ingrediente activo actla sobre sitios
especificos de las células del hongo, induciendo la formacién de razas resistentes, si estos se
aplican con mucha frecuencia.

Figura 8. Modo de accion de los Fungicidas

Hojas producidas
despuesde la
aplicacion no estan
protegidas

Todas las hojas
estan protegidas,
inclisive aquellas
que son
producidas
despuesde la
aplicacion del
fungicida.

El fungicida
permanece solo sobre
las hojas, no se
moviliza a otras partes
de la planta

El fungicida se
moviliza a toda la
planta, protegiendo
internay
externamente las
hojas.

DE CONTACTO SISTEMICOS

Fuente: CARRION B. 2015
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3.7 MECANISMOS DE ACCION DE LOS FUNGICIDAS

Segun (COMTEC. 2000) los mecanismos de accion de los fungicidas pueden ser:

>

>

Fungicidas que acttiian como téxicos generales.

Fungicidas que actuan sobre la respiracion.

Fungicidas que acttan sobre la mitosis y division celular.

Fungicidas que actuan sobre la sintesis de A. nucleicos y la biosintesis de las
proteinas.

Fungicidas que actuan sobre la membrana celular.

3.8 ESTIMULACION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS.

Existe un grupo importante de bacterias y hongos que presentan efectos antagonicos
contra otros microorganismos. Sin embargo, aln no se ha logrado determinar con precision los
mecanismos que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los patégenos en la
planta huésped. Para Trichoderma, se ha considerado un complejo de mecanismos que incluye:
competencia por nutrientes y espacio, antibiosis, micoparasitismo e induccién de resistencia.
Hongos como Fusarium oxysporum no patogénico, se le adjudican como modos de accion mas

importantes: induccién de resistencia, competencia por nutrientes en la rizosfera y competencia

por sitio de infeccion. (HARMAN. 2004)
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3.8.1 INDUCCION DE RESISTENCIA.

La induccion de resistencia consiste en la estimulacion, por parte de moléculas
activadoras, de los mecanismos de defensa en el hospedante. En ciertos casos, la induccion de
resistencia inicia con una respuesta local por parte de la planta alrededor del punto de
necrosis y es asociada con un incremento rapido de la sintesis de acido salicilico (AS) y la
posterior activacion de un gran numero de genes que codifica para la produccion de proteinas
(PR) relacionadas con la patogenicidad. Subsecuentemente, la resistencia se expresa
sistémicamente y se desarrolla en todas las partes de la planta, fendmeno conocido como

Resistencia Sistémica Adquirida (RIVEROS, AS. 2001).

En la actualidad, se han sugerido una serie de inductores sintéticos de resistencia que
involucran el acido salicilico (AS) como sefial intermediaria que conduce a SAR inhibiendo la
accion de la catalasa; convirtiendo el H202 en H20 y Oz La inhibicion resulta en una
acumulacion de especies reactivas de oxigeno que puede actuar como mensajeros secundarios
para inducir la expresion de los genes responsables de SAR (CHET. I; INBAR. J. 1994). No
obstante, algunos autores consideran que la inhibicion de la catalasa no solo se logra por accion
del AS. La induccion de ciertas proteinas no es producto de la acumulacion del H202sino del AS
directamente, ademas, la actividad de la enzima no decrece con el tratamiento de AS. Asi mismo,
los niveles de AS dentro del tejido son muy bajos como para inhibir la catalasa, y el H202 en
altos niveles también puede inducir la produccion de AS (HAMMERSOHMIDT. R; SMITH. R.

2000.)
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Diferentes inductores bidticos como proteinas, glicoproteinas, péptidos, quitina, glucano,
polisacaridos y lipidos, han sido encontrados en fluidos de esporas en germinacion, filtrados de
cultivos de hongos y bacterias, paredes celulares 0 membranas de hongos fitipatdgenos, al igual
que en el espacio apoplastico de las plantas donde se encontraba el hongo en proceso de

colonizacion intercelular (RIVEROS. AS. 2002).

Dentro del género Mycosphaerella se ha reportado que la especie M. pinodes, la cual secreta
un elicitor en su fluido de picnosporas en germinacion, induce mecanismo de defensa en plantas
mediante la produccion de fitoalexinas, ademas de un incremento en la actividad de proteinas PR
como 8-1,3-glucanasa y endoquitinasa. Este elicitor, ademas, de inducir las respuestas de
defensa, responde a un supresor que bloguea esta misma, condicionando los tejidos de la planta a
ser susceptibles. La accion de este supresor parece estar relacionada con base en el tipo de
interaccion que puede ser especifica a una especie o en forma similar a la especificidad entre el

cultivar y una raza del patoégeno. (DARVILL. AG; ALBERSHEIM. P. 1984).

3.9 RESISTENCIA DE LOS FUNGICIDAS.

El uso exclusivo y excesivo de los fungicidas con modo de accién especifica, puede dar
lugar a seleccion de razas de hongos resistentes a dichos fungicidas; se manifiestan por una

reduccion de la sensibilidad a dichos productos, con la consiguiente pérdida de eficacia de los
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mismos para dichos hongos. Resistencia a un organismo es cuando un producto quimico no
causa el mismo efecto sobre las poblaciones del mismo, en las mismas concentraciones

(COMTEC. 2000).

3.10. IMPACTO DE LAS FUMIGACIONES

Desde la época de la revolucion verde, en la década del 60 al 70, se ha venido
intensificando el uso de fungicidas quimicos para el control de las enfermedades de las plantas, y
asi vemos que en el caso especifico del banano, la mayoria de los pequefios y medianos
bananeros sufren pérdidas econémicas a causa del incremento del costo de los insumos y de los

continuos ciclos de fumigacion aérea. (AGUIRRE C. 2013)

Cuando hablamos de ciclos de fumigaciones, estamos hablando de aspersiones aéreas.
Normalmente la industria bananera y las empresas bananeras actualmente estan en un promedio
de 22 a 29 ciclos de aspersiones aéreas al afio. Esto significa que se fumiga cada 15 dias en las
zonas aproximadamente. Sobre todo hay que tener en cuenta una situacion: cuando se fumiga, no
se fumiga para curar, se fumiga para prevenir. Se estan usando toneladas de quimicos, por cada

hectérea se estan utilizando en promedio 65 Kilos de plaguicidas al afio. (TEGANTAI .2012)
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El impacto sobre el medio ambiente por éste indiscriminado uso de agroquimicos, esta
afectando tanto a poblaciones que residen dentro o bien en las inmediaciones de plantaciones
bananeras. Es de conocimiento publico, a pesar de que los grandes empresarios han intentado
minimizar lo que es evidente, que la gran cantidad de productos quimicos empleados en las
fumigaciones de varias hectéareas de banano, tienen un elevado indice de toxicidad, tanto asi que
son calificados como “veneno”, no solo para el ser humano, sino para el agua, la tierra el aire, la
flora y fauna de los alrededores, es dificil determinar el tiempo de duracién y permanencia de
dichos productos, pero lo que se puede saber a ciencia cierta, utilizando nada mas que el sentido
comun, es que este fendbmeno no solo afectara a quienes habitan en dichos lugares hoy en dia,
sino que lo hara de igual o peor manera a las generaciones venideras. (MALDONADO A,

MATINEZ A. 2007).
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CAPITULO IV

3. HIPOTESIS

4.1 HIPOTESIS NULA

ACTIVFOL posee propiedades similares a TRIAMIN, que actla como como un bioestimulante

de la planta de banano, frente al hongo Mycosphaerella fijiensis causante de Sigatoka negra.

4.2 HIPOTESIS ALTERNATIVA

ACTIVFOL no posee propiedades similares a TRIAMIN, que actita como como un

bioestimulante de la planta de banano, frente al hongo Mycosphaerella fijiensis causante de

Sigatoka negra.
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CAPITULO V

4. MATERIALES Y METODOS

5.1 LOCALIZACION DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion fue realizada en la UTMACH, en la Facultad de Ciencias Quimicas y
de la Salud, Area de Microbiologia, situada en la via Machala — Pasaje, Km 5 % y en el CIBE
(Centro de Investigacion Biotecnologicas del Ecuador) de la Escuela Superior Politécnica del

Litoral, situada en la via perimetral, Km 30.5.

5.2 MATERIALES Y EQUIPOS

5.2.1 MATERIAL DE ESTUDIO:

e Hongo de Sigatoka Negra: Mycosphaerella fijiensis
e ACTIVFOL

e TRIAMIN

5.2.2 MATERIALES

e Tubos de ensayo
e Canaletes

e Micro pipetas
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Pipetas

Probetas

Cajas Petri

Buretas

Vasos de precipitacion

Matraces Erlenmeyer

Agitadores

Tubos Falco de 15 ml y 50ml

Placas de micro titulacion 96 pocillos de 300 pl Nunclon

Puntas de 10, 200, 1000 pl

5.2.3 EQUIPOS

Plancha de agitacion y calentamiento.
Incubadora

Esterilizador

Autoclave

Camara de flujo laminar
Estereoscopio

Microscopio

Camara de neuvahuer

Espectrofotometro Uv Biotek (Synergy HT)

34



5.2.4 REACTIVOSY MEDIOS DE CULTIVO
e PDA (Papa Dextrosa Agar)
e Agar Agua2%
e Tween 20 al 0.005 %
e Etanol 70 %

e Isopropanol 70 %.

e PDB (Caldo Papa Dextrosa)

5.3 VARIABLES DE ESTUDIO

5.3.1 VARIABLE DEPENDIENTE

e Sensibilidad o respuesta del Hongo Mycosphaerella Fijiensis

5.3.2 VARIABLE INDEPENDIENTE

e Dosificacion de los productos ACTIVFOL Y TRIAMIN.
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5.4 TIPO DE INVESTIGACION:

La presente investigacion es de tipo Experimental - Descriptivo, ya que se describid el
comportamiento o respuesta que tiene la variable dependiente (M. fijiensis) al manipular la
variable independiente (ACTIVFOL Y TRIAMIN) en diferentes concentraciones (32, 100, 320,

1000, 3200 y 5000 ppm) para evaluar su efectividad.

5.5 DISENO EXPERIMENTAL:

Inicialmente se deseaba usar el método del disco en placa, usualmente empleado para
detectar la efectividad de diferentes agentes o moléculas de accion terapéuticas sobre
determinados microorganismos especificos, el cual consiste en poner discos de papel filtro de 5
mm de didmetro previamente esterilizados, impregnados con la muestra en estudio, sobre la
superficie de un medio de cultivo selectivo sembrado con el hongo en cajas Petri. Concluido el
tiempo de incubacion se examina la superficie del agar, esperando encontrar halos de inhibicion
del hongo alrededor de los discos, las cuales se miden en milimetros con la ayuda de un

calibrador vernier.

Este meétodo presentd inconvenientes, debido a que al hacer las observaciones al
microscopio el medio se encontraba contaminado con Fusarium oxysporum, ya que no se
contaba con la instrumentacion necesaria para el aislamiento de M. fijiensis. Otro contratiempo
presentado fue que el crecimiento del hongo, el cual lo hacia de forma filamentosa, resultando

dificil e inexacta la lectura del halo de inhibicién.
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Con estos antecedentes se gestiono trabajar en conjunto con el CIBE de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral de Guayaquil, el cual contaba con las instalaciones e instrumentacion

idoneas para realizar este tipo de investigacion.

Para evaluar la sensibilidad de la Sigatoka negra frente a ACTIVFOL y TRIAMIN se
utilizé un método validado por el CIBE por espectrofotometria en placas de ELISA, para lo cual

preparamos diluciones en las siguientes concentraciones: 32, 100, 320, 1000, 3200 y 5000 ppm.

Cada dilucidn se la analizo en placas de Elisa de 96 pocillos frente a las cepas de M. fijiensis de
las provincias de El Oro y Esmeraldas, colocando en la primera fila el Blanco de muestra
(caldo PDB + concentracion de producto sin inoculo de Sigatoka) y en la segunda fila el Control
de la muestra (caldo PDB + inoculo de M. fijiensis, sin concentracién de producto). En cada
pocillo de la placa se colocé 50 pL de in6culo mas 200 pl de PDB con las concentraciones
respectivas del producto a evaluar. . Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé las lecturas
en el espectrofotometro a 690 nm. de longitud de onda, siendo las Absorbancias encontradas

proporcionales a las concentraciones inhibitorias de M fijiensis.

5.5.1 TIPO DE DISENO

Se empled el disefio de bloques completos al azar, evaluando a 2 productos, empleando
un control y 6 concentraciones diferentes con 8 repeticiones cada una, sobre 2 inodculos de M.

fijiensis, provenientes de las provincias de El Oro y Esmeraldas.
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5.6 METODOLOGIA:

5.6.1 SELECCION DE LA MUESTRA

En un principio se selecciono el tejido necrosado de hojas de banano infectadas con
Sigatoka negra, recolectadas en la hacienda Santa Inés perteneciente a la Unidad Académica de
Ciencias Agropecuarias de la UTMach. Posteriormente, la muestra se aislo de la coleccion

perteneciente al CIBE, de muestras M. Fijiensis de las provincias de EI Oro y Esmeraldas.

5.6.2 DETERMINACION DE SENSIBILIDAD DE M. fijiensis FRENTE A ACTIVFOL Y

TRIAMIN POR ESPECTROFOTOMETRIA EN PLACAS DE ELISA

5.6.2.1 REPRODUCCION DE M. fijiensis EN PLACAS CON MEDIO PDA

Bajo camara de flujo laminar, de las cepas de Mycosphaerella fijiensis, tanto de la
provincia de EI Oro como la de Esmeraldas de la coleccion perteneciente al CIBE, se extrajo
cuidadosamente el tejido y se procedid a suspenderlo en 9 mL de Tween 20 al 0.005 % estéril.
Aparte, preparamos y autoclavamos 500 mL de PDA (Papa Dextrosa Agar), para realizar un
vertido en placa, colocando 2 mL de la suspension dentro de una caja petri estéril y vertiendo
sobre ésta 18 mL de PDA a 60 °C, una vez solidificado el agar las cajas se incuban entre 27 a 29

°C por 15 dias, chequeando diariamente el cultivo para asegurar que no haya contaminacion.
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5.6.2.2 OBTENCION DEL MICELIO

De las cajas petri ya cultivadas se procedid a hacer una dilucion 1/5 en tubos falcon con
Tween 20 al 0.05 % y se dejo reposar por 12 horas. Aparte, se esterilizan 3 rulimanes de 4 mm
de didmetro para posterior a las 12 horas de reposo colocarlos dentro de los tubos y proceder
hacer una trituracién por agitacioén vigorosa por aproximadamente 20 minutos. Después de la

trituracion de los micelios, la dilucion se filtrd por membrana poro 100 pum.

5.6.2.3 CONTEO DE MICELIOS

El conteo se lo realiz6 con un microscopio con lente 40 X, colocando 10 pL del filtrado en una
camara de Neuvahuer. Para estimar el nimero de micelios/cc se hace un promedio contando
todas las células observadas en los cuatro cuadrantes esquineros y multiplicar este valor por

10000. De la siguiente forma:

Para la provincia de Esmeralda se obtuvo: L1=55, L2=35, L3=46, L4=56

Micelios _ (55435+46+56) x10000
mL - 4

=48 x 10°mic/mL

Para la provincia de El Oro se obtuvo: L1=67, L2=39, L3=42, L4=60

Micelios _ (67+39+42+60) x10000
mL 4

=52 [ 105mic/mL
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Figura.9 Campos de observacion de la camara de Neuvahuer
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Fuente: CARRION 2015

5.6.2.4 CONCENTRACION DE MICELIOS

Para efectos de calculos se utiliza la formula: V1xC1 = V2xC2 . Deacuerdo a la metodologia

del CIBE necesitamos preparar 10 mL que contenga una concentracion de 5 x 10> micelios/mL.

De esta forma procedemos de la siguiente forma:

Cuadro 4. Célculo de concentracién de micelios.

ESMERAILDAS El ORO
V1= 5x10° mic/r;ll)f 10000 ul V1= 5x105mic/7nlﬂ.c'10000 ul
48 x 105mic/mi 52 x 103mic/ml
V1=1042 ul + 8958 ulH20 V1=962.0 ul +9038 ul H20

Fuente: CARRION 2015
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5.6.2.5 PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE TRIAMIN Y ACTIVFOL.

Para evaluar la sensibilidad de Activfol y Triamin se prepararon diluciones en las
siguientes concentraciones: 15, 32, 100, 320, 1000, 3200, 5000 y 10000 ppm. En cada pocillo se
colocd 50 pL de indculo mas 200 pl de PDB con las concentraciones respectivas del producto a
evaluar. Cada dilucion se la analiz6 en placas de Elisa de 96 pocillos frente a las cepas de M.
fijiensis de las provincias de EI Oro y Esmeraldas, colocando en la primera fila el Blanco de
muestra (caldo PDB + concentracion de producto sin inoculo de Sigatoka) y en la segunda fila

el Control de la muestra (caldo PDB + indculo de M. fijiensis, sin concentracion de producto).

Figura 10. Esquema de la placa de Elisa

Conc. PPM  Blanco Control 15 32 100 320 1000 3200 5000
Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3
Réplica 4
Réplica 5
Réplica 6
Réplica 7
Réplica 8

Fuente: CARRION 2015

Procedimos a sellar y rotular las placas para posteriormente incubar a 26 grados Celsius por un lapso
de 11 dias. Finalizado el tiempo de incubacion, realizamos las lecturas de las palcas de ELISA, de
ACTIVFOL y TRIAMIN a una longitud de onda de 690 nm en el espectrofotémetro. El valor de
absorbancia encontrado es proporcional al crecimiento o concentracién de micelio en el medio de cultivo.
Con estos valores pudimos conocer la sensibilidad inhibitoria de los productos en estudio, sobre las cepas de
Sigatoka negra.
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CAPITULO VI

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron pruebas de sensibilidad sobre dos aislados de Mycosphaerella fijiensis
obtenidos de las provincias de EI Oro y Esmeraldas respectivamente frente al producto
TRIAMIN. Las concentraciones de producto evaluadas fueron 32, 100, 320, 1000, 3200 y 5000

ppm con ocho réplicas. Los resultados fueron los siguientes:

Cuadro 5. Lecturas de TRIAMIN frente a la cepa proveniente de la provincia de EI Oro.

Conc. Ppm c 32 100 320 1000 3200 5000
Réplical [ 0832 | 0768 | 0719 [ 0785 | 0,754 [ 0629 | 075
Réplica2 | 0726 | 0747 | 0799 | 0751 | 0,721 | 0739 | 0,753
Réplica 3 0749 | 0737 | 0723 | 0734 | 0759 | 0713 | 0712
Réplicad | 0807 | 075 | 0698 | 0777 | 071 | 0689 | 0,705
Réplica 5 0842 | 0816 | 0956 | 0815 | 0,788 | 0777 | 0,741
Réplica 6 0794 | 0786 | 0874 | 0851 | 0798 | 074 | 0,79
Réplica7 | 0775 | 0782 | 0781 | 0,787 | 0795 | 819 | 1127
Réplica 8 0787 | 0766 | 08 | 0779 | 0768 | 0791 | 0,753
Promedio 0,79 0,77 0,79 0,78 0,76 0,73 0,79
Crecimiento % 100 97 101 99 97 92 100

Fuente: CARRION 2015

Cuadro 6. Lecturas de TRIAMIN frente a la cepa proveniente de la provincia de Esmeraldas.

Conc.Ppm € 32 100 320 1000 3200 _ 5000
Réplica 1 0827 | 0839 | 0713 | 072 | 0729 | 0689 | 0611
Réplica 2 0,725 | 0885 | 0,784 | 0,719 | 0,758 | 0,612 | 0,759 |
Réplica 3 0809 | 0614 | 0785 | 0795 | 0648 | 0665 | 062
Réplica 4 079 | 0658 | 0,731 | 0,792 | 0,708 | 062 | 0,731
Réplica 5 0.706 | 0568 | 056 | 0649 | 062 | 0683 | 0547
Réplica6 | 0589 | 0548 | 0611 | 0539 | 0574 | 0521 | 0533 |
Réplica 7 0739 | 085 | 0554 | 0546 | 0686 | 0683 | 0519
Réplica 8 0817 | 0777 | 0653 | 0622 | 0728 | 0631 | 0,641 |
Promedio 075 069 067 067 068 064 0,62
recimiento % 100 92 a0 90 91 85 83

Fuente: CARRION 2015
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Se realizo la prueba de sensibilidad sobre dos aislados del hongo Mycosphaerella fijiensis
de las provincias de El Oro y Esmeraldas respectivamente frente al producto ACTIVFOL en
concentraciones de 15, 32, 100, 320, 1000, 3200 y 5000 ppm con ocho réplicas. Los resultados

fueron los siguientes:

Cuadro 7. Resultados de Activfol frente a una cepa aislada de la provincia de EIl Oro.

Conc.Ppm B c 32 100 320 1000 3200 5000
Réplical [ 0142 | 1168 [ 0792 [ 0455 | 0185 | 1285 | 0,294 [0.384
Réplica 2 0144 | 074 | 0423 | 0656 | 0,113 | 0855 | 1,031 |0716
Réplica 3 047 | 0519 | 0567 | 0572 | 018 | 1002 | 0436 | 0421
Réplica 4 0471 | 0559 | 0565 | 079 | 027 | 0329 | 0572 |0.738
Réplica 5 0142 | 127 | 0792 | 0476 | 0289 | 1.177 | 0.303 |0.394
Réplica 6 0144 | 064 | 0529 | 0939 | 0115 | 0859 | 1.051 |0.723
Réplica 7 047 | 0621 | 0469 | 0472 | 0183 | 0519 | 1,02 |0423]
Réplica 8 0471 | 0548 | 0429 | 0,894 | 0258 | 0,333 | 055 |0.753
Promedio 0,307 0758 0571 0657 0199 0488 0350 0,262
Crecimiento % 100 75 87 26 64 46 35

Fuente: CARRION 2015

Cuadro 8. Resultados de Activfol frente a una cepa aislada de la provincia de Esmeraldas.

Conc. Ppm B C 32 100 320 1000 3200 5000
Réplica 1 0142 | 0862 | 1624 | 1204 | 1917 | 2192 | 1465 | 035
Réplica 2 0144 | 2,236 | -0011 | 1,085 | 0352 | 1,771 | 0985 |0557
Réplica 3 047 | 2769 | 172 | 095 | 077 | 2155 | 1286 |0.205
Réplica 4 0471 | 2339 | 0884 | 0876 | 0943 | 2049 | 1739 |0.807
Réplica 5 0142 | 0873 | 1654 | 1204 | 0645 | 21194 | 1434 | 038
Réplica 6 0144 | 2231 | -0011 | 1,088 | 035 | 2069 | 098 |0555
Réplica7 | 047 | 2773 | 1755 | 0,957 | 0,745 | 2153 | 1.272 |0.207 |
Réplica 8 0471 | 2341 | 0883 | 0872 | 0943 | 2,042 | 1748 |0.797
Promedio 0,307 2053 1,062 1,030 0833 1771 1,057 0,176
Crecimiento % 100 52 50 a1 86 51 9

Fuente: CARRION 2015

43



Cuadro 9. Tasa de mortalidad en % de M. fijiensis con respecto a TRIAMIN.

TRIAMIN % MORTALIDAD

Conc. (ppm) EL ORO | ESMERALDAS
32 3 8
100 0 11
320 1 11
1000 4 9
3200 8 15
5000 0 17

Fuente: CARRION 2015

Grafico 1. Analisis de % de Mortalidad
con Respecto a Concentraciones de
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Deacuerdo al grafico 1 la tasa de mortalidad del producto Triamin no es muy
significativa por tal motivo no se pudo referenciar el CL50 ya que ninguna concentracion
sobrepaso o igualo a la media, no obstante la mayor concentracion de mortalidad fue en 5000

ppm con un 17 % de inhibicion en la cepa de M. Fijiensis de Esmeraldas.
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Cuadro 10. Tasa de mortalidad en % de M. fijiensis con respecto a ACTIV FOL.

ACTIV FOL % MORTALIDAD
Conc. (ppm) EL ORO |ESMERALDAS
32 25 48
100 13 50
320 74 59
1000 36 14
3200 54 49
5000 65 91

Fuente: CARRION 2015

Grafico 2. Analisis de % de Mortalidad con
Respecto a Concentraciones de ACTIV FOL
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Se puede observar mediante la grafica 2 que hay un mayor porcentaje de mortalidad a
5000 ppm en las cepas de las dos provincias llegando a inhibir hasta en un 65% a M fijiensis de
la provincia de El Oro y hasta en un 91 % en cepas de la Provincia de Esmeraldas. Al estimar el
CL50 tenemos que Activfol inhibe hasta en un 75 % a M. fijiensis en las cepas de la provincia de
El Oro y en un 59 % a cepas provenientes de la provincia de Esmeraldas, a una concentracion de

320 ppm.
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Cuadro 11. Comparacién del % de Mortalidad de Sigatoka en la Provincia de El Oro

EL ORO % MORTALIDAD
Conc. (ppm) TRIAMIN | ACTIVFOL
32 3 25
100 0 13
320 1 74
1000 4 36
3200 8 54
5000 0 65

Fuente: CARRION 2015

Grafico 3. Analisis de comparacion de % de
mortalidad de TRIAMIN Y ACTIVFOL con
respecto a M. fijiensis de El Oro
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Dado el analisis realizado, Activfol tiene mayor eficacia en la provincia de EI Oro en
concentraciones de 320 ppm, en comparacion con TRIAMIN ya que es menos eficaz por

encontrarse los datos de mortalidad por debajo de Activfol a la misma concentracion.
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Cuadro 12. Comparacién del % de Mortalidad de Sigatoka en la Provincia de Esmeraldas.

ESMERALDAS % MORTALIDAD
Conc. (ppm) TRIAMIN | ACTIVFOL

32 8 48

100 11 50

320 11 59

1000 9 14

3200 15 49

5000 17 91

Fuente: CARRION 2015

Grafico 4. Analisis de comparacion de % de mortalidad de
TRIAMIN Y ACTIVFOL con respecto a M. fijiensis de
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Al comparar el analisis de porcentaje de Mortalidad del patégeno de la provincia de
Esmeraldas; Activfol tuvo el mayor porcentaje de mortalidad por lo cual es eficaz en la provincia
Esmeraldas de acuerdo a los resultados obtenidos con el 59 % en concentraciones de 320 ppm y
91 %, a 5000 ppm, a diferencia del Triamin que en todas sus concentraciones que van

desde 32 a 10000 ppm no logro alcanzar un CL50 o sobrepasar este.
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6.1 ANALISIS DE DATOS Y PRUEBAS DE SIGNIFICACION

Para demostrar la superioridad de ACTIVFOL sobre TRIAMIN frente al hongo causante
de la Sigatoka negra en banano procedimos a realizar un contraste o prueba de hipétesis, para lo

cual planteamos una hipétesis nula y otra alternativa resumida a continuacion:

Ho: ACTIVFOL = TRIAMIN

Ha: ACTIVFOL # TRIAMIN

Para dicha demostracion recopilamos los mejores tratamientos tanto de ACTIVFOL
como de TRIAMIN (ver Cuadro 13 y 14) y procedimos a realizar un Analisis de Varianza, con
un nivel de significacion de « = 0,05 equivalente al 5 %, utilizando el software del programa

estadistico Origin 5.6.

Cuadro 13 y 14 Mejores Tratamientos de ACTIVFOL Y TRIAMIN sobre los indculos de M. fijiensis de la
provincia de Esmeraldas y El Oro.

% de Crecimiento de M. fijiensis % de Crecimiento de M. fijiensis
ESMERALDAS EL ORO

TRIAMIN ACTIVFOL TRIAMIN ACTIVFOL

5000 ppm 5000 ppm 3200 ppm 320 ppm
81,5 17,1 79,7 24,4
101,2 27,2 93,7 14,9
82,7 10,0 90,4 237
97,5 39,4 87,3 35,6
72,9 18,6 98,5 38,1
71,1 27,1 93,8 15,2
69,2 10,1 103,8 24,1

_ 855 _ 389 100,3 34,0

X=_ 827 X=__ 23,5 X= 93,4 X= 26,3

Fuente: CARRION 2015
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En el cuadro 13 y 14 podemos observar que M. fijiensis proveniente de la provincia de
Esmeraldas crece en el medio que contiene 5000 ppm de TRIAMIN hasta en un 83 %, mientras
que a la misma concentracién con ACTIVFOL dicho in6culo posee tan solo un 24 % de
crecimiento; mientras tanto la cepa procedente de la provincia de ElI Oro se reproduce a una
concentracion de 3200 ppm de TRIAMIN en un 93 %, siendo éste su mejor control, que en

comparacién con ACTIVFOL a 320 ppm éste se propaga sobre el medio hasta en un 26 %.

Con los dos cuadros planteados anteriormente obtuvimos los siguientes cuadros de

ANOVA respectivamente:
Cuadro 15y 16: Andlisis estadistico ANOVA
ESMERALDAS EL ORO
One-Way ANOVA on col(A) -> col(G): One-Way ANOVA on col(A) -> col(G):
Data Mean Variance N | | Data Mean Variance N
TRIAMIN 82,7 140,48857 8| | TRIAMIN 93,4375 59,41696 8
ACTIVFOL 23,55 134,76857 8| | ACTIVFOL 26,25 79,05429 8
F=101,68594 F =260,79985
p =8,4217E-8 p =1,90905E-10
At the 0,05 level, At the 0,05 level,
the means are significantly different. the means are significantly different.

Fuente: CARRION 2015
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De acuerdo al anélisis de ANOVA, se puede observar que los valores de p (significancia
estadistica) para el efecto de los productos, inferiores a 0,05 (p<0,05). Es decir, tiene un efecto
estadisticamente significativo del ACTIVFOL SOBRE EL HONGO DE SIGATOKA NEGRA

FRENTE al producto TRIAMIN en un nivel de confianza de 95,0 %.

Con los resultados obtenidos y puesto que el valor p de la prueba es inferior a 0.05, la hipétesis
nula es rechazada en el nivel de confianza del 95,0 %, por lo que, la hipbtesis alternativa es
ratificada a este nivel de confianza, la cual propone que ACTIVFOL no posee propiedades
similares a TRIAMIN, en el control del hongo Mycosphaerella fijiensis causante de Sigatoka

negra en banano, actuando como un fungicida.
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CAPITULO VII

6. CONCLUSIONES

> EIl bioproducto ACTIVFOL posee propiedades fungicidas ya que demostro ser eficaz en el
control de Mycosphaerella fijiensis causante de la Sigatoka en banano.

» El producto TRIAMIN presenté una leve sensibilidad frente a las cepas de la provincia de
Esmeraldas llegando a inhibir hasta en un 20 % el crecimiento del in6culo a 10000 ppm,
efecto que no sucedio con las cepas de EI Oro. Ademas se observo que ACTIVFOL también
tenia mayor sensibilidad en las cepas provenientes de la provincia de Esmeraldas, esto se debe
probablemente a que EI Oro es una provincia netamente bananera y sus cepas han estado
sometidas a un mayor nimero de fumigaciones por afio, haciendo que estas mejoren

genéticamente adquiriendo una mayor resistencia.

» En comparacion con TRIAMIN, existe evidencia suficiente a nivel de significacion a para
indicar que el producto ACTIVFOL, es muy superior en el control del hongo Mycosphaerella
fijiensis causante de la sigatoka negra en banano. Ademas, puesto a los resultados obtenidos,
podemos considerar a TRIAMIN como un bioestimulante, que ayuda a la planta de banano a
generar sus propios mecanismos de defensa frente a agresores externos como lo es M.

fijiensis.

» Concluido el estudio podemos asegurar que ACTIVFOL puede usarse como una nueva
alternativa frente a M. fijiensis, para disminuir el impacto ambiental generado por los

fungicidas quimicos.
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CAPITULO VI

7. RECOMENDACIONES

> Para evitar que el hongo de la sigatoka negra, adquiera resistencia a los fungicidas
quimicos, se recomienda alternar éstos con nuevos productos alternativos que vienen
demostrando ser eficaces frente M. fijiensis y asi reducir los ciclos de fumigacion por

afo.

» Se recomienda el uso de ACTIVFOL, ya que al ser un producto obtenido por
fermentacion en biodigestores, resulta ser amigable con el ambiente y segin la ficha
técnica se aplicaria 0.2 mL por m? de bananera, reduciendo considerablemente los
impactos medioambientales por residuos quimicos en las frutas y fuentes de aguas,
menorando los rubros por fumigaciones aéreas que le representan al productor hasta en

un 40 % de sus ingresos.
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