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l. INTRODUCCION

En Ecuador, el cultivo de banano es de gran impodadesde la perspectiva
del propio sector, la produccién de banano congglzon un 3% en la generacion del
PIB total, es decir unos 593 millones de délayesyn el 16% del PIB generado en el
sector agropecuario (Servicio de Informacién Agouyseia del Ministerio de

Agricultura y Ganaderia del Ecuador 2006).

Debido a que en el Ecuador el banano es unmsledltivos de mayor
importancia econdmica, social y nutricional, laxadad bananera, incluyendo todo el
proceso de produccion, comercializacidbn y expadtactonstituye una de las
mayores fuentes de empleo: un 12% de la pobla@perdie directa o indirectamente
de este sector y ha desarrollado una industrigcabrtente integrada. (CORPEI,

2007).

El principal problema fitopatoldégico en el cultivde banano en Ameérica
Central, Colombia y Ecuador, asi como de muchasmeg de Asia y Africa, es la
Sigatoka negra, enfermedad causada por el hivhygosphaerella fijiensidorelet
(Marin y Romero, 2002), cuya forma imperfecta cgponde aParacercospora

fijiensisMorelet (Rivas-Platercet al, 2002).

Esta enfermedad ataca las hojas del cultivo darmrproduciendo un rapido
deterioro del area foliar, afectando el crecimignta productividad de las plantas al

disminuir la capacidad fotosintética de las misrdaBcionalmente reduce la calidad



de la fruta al promover la maduracion prematurbbgeacimos que es la mayor causa
de pérdidas debido a ésta enfermedad, por tal smx@és ha venido efectuando
fumigaciones aéreas y terrestres con una ampliaagden fungicidas en una

frecuencia de 24 ciclos/afio. (Rivas-Platetal, 2002).

Esta situacion ha provocado que se tengan queabusedidas alternas y
disminuir asi el uso de plaguicidas, por lo queaeladencia actual se dirige a la
busqueda de microorganismos que pueden ser usadus agentes de biocontrol
(Michel, 2001). El control biolégico busca apartel dontrol, lograr la seguridad
alimentaria al adquirir alimentos libres de compogs$dxicos y llevar una vida sana.
Para esto es necesario conocer a los agentes dosnéfiprender sus habitos e
identificar el papel que juegan para regular glaslaciones dafinas y reducir asi el
uso de plaguicidas. Esto obliga a realizar esfepara desarrollar cada vez mas
productos a base de organismos antagonistas, duanacontra patégenos de
enfermedades foliares. En este sentido se haadogresultados satisfactorios de
control biologico de fitopatdgenos con especiesgéelerolrichodermaen un rango
amplio de enfermedades del follaje, aun cuando kaidgemias explosivas (Nelson,

1991).

El uso deTrichodermacomo agente de biocontrol representa una altemati
viable a ser evaluada, dadas sus caracteristea®rdeficaz contra fitopatdogenos
foliares y del suelo en algunos cultivos. Asi nasise requiere detectar la presencia
y diversidad de cepas nativas, con el propoésitoedaluarlas como agentes

potenciales de control biolégico (Papavizas, 1988d0 por Ezziyyani, 2004). Las



especies dd@richodermamuestran gran capacidad para el control de fiémeatos
ejerciendo un efecto antagonico, debido a su ulécliia su facilidad para ser
aisladas y cultivadas, su crecimiento rapido egran nimero de sustratos ya que no

atacan a plantas superiores (Papavizas et al. C¥32lo por Ezziyyani, 2004).

El hongo Trichodermaactia por medio de la competencia por sustrato, la
produccién de sustancias fungotodxicas, la inducdénresistencia por medio de

fitoalexinas, y el micoparasitismo.

Por lo expuesto anteriormente, la presente tegipresenta una opcion al
control quimico en el manejo integrado de la enéetadl, el cual se constituye en una
herramienta que proporciona el fundamento pardugfean manejo preventivo de la
Sigatoka negra, basado en la implementacion dealt@anativa bioldégica usando a

Trichoderma spp.

Para cumplir con la investigacion, se planteaosrsiguientes objetivos:

Objetivo General
» Evaluar el potencial antagonico de cepas nativa3radoderma spppara el
control de Mycosphaerella fijiensiganamorfoParacercospora fijiens)sen el

cultivo de banano en la fase de laboratorio.



Objetivos Especificos

» Aislar el agente patdgeno causante de la enfeineda

» Aislar, seleccionar y caracterizar molecularments Icepas nativas de
Trichoderma

* Evaluar la actividad antagonican vitro de Trichoderma en contra de
Paracercospora fijiensi§Patdogeno en estadio juvenil).

» Difundir la metodologia y los resultados relevardektrabajo de investigacion a

nivel interno.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. LAENFERMEDAD DE SIGATOKA NEGRA EN BANANO

La Sigatoka negra se describi6 como una enfermed@sya en 1963, en
América Latina se observé por primera vez en Hoaslwm 1972 y desde alli se
disemindpor el resto de la region. En Suramérica, se mégjsbr primera vez en
Colombia en 1981, posteriormente en Ecuador en J®&ddad,et al. 1999)
Constituye uno de los principales problemas fitoldgicos de la produccion de
banano ya que por la severidad de su incidencisi@@@bajos o ningun rendimiento
y altos costos por las caracteristicas de su cenbagjando a causar pérdidas en la

produccion de entre el 60 y 70%.

En nuestro pais se la detectd por primera vezaehatienda “El Timbre”
localizada en la provincia de Esmeraldas, en laatidad se ha extendido al 50% de
todas las areas bananeras del Ecuador que sonmadaxnente 120 mil hectareas
su presencia incluso se encuentra en pequefiascateeasdas en la provincia insular

de Galapagos (Asociacion de Exportadores de Bas@recuador A.E.B.E, 2006)

2.1.1. Agente Causal

El agente causal de la enfermedad de la SigatokgraNes el hongo

Mycosphaerella fijiensisMorelet (anamorfo Paracercospora fijiensisMorelet

Deighton,Zimn) que afecta a todas las variedades de bananor(égtial.2003).



La Sigatoka Negra ocasiona severos dafos aldalaja planta destruyendo su
capacidad fotosintética y de respiracion, redu@esah ello el rendimiento y calidad
de la fruta y si el ataque se origina sobre taddas hojas jévenes de la planta, la
pérdida de la produccion es total. La fruta quehaeobtenido de plantaciones
atacadas por este mal se madura rapidamente eayetto a los mercados con las

consiguientes pérdidas para los agroexportadotggi{@nda, 2001).

2.1.2. Sintomatologia

Los sintomas que presentan las plantas afectadaMpcosphaerella
fijiensisson puntos de color café rojizos de 0,25 derdiametro que aparecen en el
enves de la hoja y a continuacion estrias de cali@r rojizo de 20 mm de largo por 2
mm de ancho que se encuentran de forma pardkehzeaacion lateral en el envés de
la hoja, luego las estrias se tornan de café oscuesi negro un poco mas alargadas

y son visibles en el haz de la hoja (Manzo, 2001).

La estria sigue avanzando en su desarrollo y eidolycse hace mas
grande y ancha de forma eliptica y se rodea deotdelrafé oscuro visible cuando la
hoja esta mojada; luego de este estado la mandecaeen el centro, se torna gris y
se deprime, la lesion se rodea de un borde angesgto bien definido al unirse todas
las lesiones la hoja se torna negra y muere ed 3@manas después de asomar los

primeros sintomas (Agrios, 2000).



2.1.3. Manejo de la Enfermedad

A nivel del Ecuador existen varias técnicas deajmpara la enfermedad de la

Sigatoka Negra son las siguientes:

2.1.3.1. Fungicidas

Las plantaciones grandes utilizan principalmentatroles quimicos. Los
programas de control estan en su mayor parte bagad@s fungicidas protectores
como mancozeb (usualmente aplicado en agua o emirmacion con aceite) y
clorotalonil. El mancozeb frecuentemente se amitaombinacion o en rotacién con
morfolina, con inhibidores de demetilacion (IDMe)con fungicidas estrobilurinas.
El clorotalonil se rota pero no se combina con®ftmgicidas. La resistencia a los
fungicidas benzimidazol, IDM y estrobilurinas esyrmeomuin en muchas areas de
produccién. Los fungicidas frecuentemente son agbs en fumigaciones aéreas

(Guzman, 2004).

2.1.3.2. Cultivares resistentes

Soto (1993), manifiesta que el uso de cultivaessstentes constituye en efecto
el Uunico medio practico de controlar la Sigatokgraepara el pequefio agricultor
porque los fungicidas en general son muy carosgllrs. Desgraciadamente aunque
existen cultivares resistentes de platano y barmhspponibles, muchas veces son

inaceptables a las preferencias locales. Una @adriimportante de los centros



internacionales de investigacion es el desarraficultivares resistentes aceptables
Sin embargo, obtener resistencia a enfermedadespegialmente complejo con el

banano, ya que es dificil cambiar el manejo tradigi del cultivo.

2.1.3.3. Manejo del cultivo

Las técnicas de manejo como el espaciamientosdeldatas, drenaje de agua,
areacion del suelo, remocién de malezas y elimbmade las hojas o parte de ellas
gue estan severamente enfermas, también puedasaskxs para el manejo y control
de la enfermedad. Simplemente quitar las hojastadias (deshojar) y ponerlas en el
suelo puede reducir la eficacia de emision de $assporas significativamente. La
aplicacion de urea y otros productos a los residofestados en el suelo puede
acelerar la descomposicion de éstas y asi reduisr len fuente de indculo (Soto,

1993).

2.1.3.4. Control Bioldgico

Suquilanda (2001), manifiesta que investigaciodiegidas al desarrollo de
métodos de control biolégico para la Sigatoka ndmra sido limitadas porque los
controles quimicos que son altamente efectivos on@uicos, estan ampliamente
disponibles a los productores comerciales. Aungsariétodos de control biolégico
son deseables principalmente para la proteccioardblente, su aplicacion con éxito
probablemente sera dificil porque la Sigatoka negrana enfermedad policiclica y

el tejido susceptible del bananero esta preseni® ¢b afio. Se han probado varias



bacterias epifiticas (incluyendBseudomonas, Bacillug Serratia spp.) para el
control deM. fijiensis pero audn la investigacion del control biologiciaeen sus

etapas preliminares.

Existe un grupo importante de hongos que presesfertos antagonicos con
otros microorganismos y esta accion puede ser aphada como una forma de

control biolégico de patdgenos vegetales (Oriettaryea, 2001).

Entre los microorganismos mas importantes se em@re hongos de los
génerosGliocladium y Trichoderma Este ultimo es el mas utilizado para el control
de un grupo importante de patdgenos del suelaneebnismo de accién principal de
Trichodermaes por hiperparasitismo, aunque algunas especiespgs pueden
producir metabolitos bioactivos que incrementan agcion. Ademas algunos

aislamientos controlan nemétodos (Orietta y Lai268}).

2.1.4. Impacto Econémico

El banano ha sido por décadas el principal ruler@xportacion del Ecuador,
sin embargo los crecientes problemas en su corfieaci@n originan protestas y
reclamos masivos, ya que de la actividad banaregandien unas 300 mil familias.
Esta fruta mantiene después del petrdleo el promesto de los rubros exportados del
pais, que fue su mayor productor y exportador enugldo. Lo preocupante es que, a

pesar de que la produccion se recupera, la dedaddm@sta actividad se mantiene.



Recuérdese que, aun cuando en 2002 la producciaerad en 4%, sus ventas no

alcanzaron el nivel previo al fenédmeno del Nifio.

2.2. EL CONTROL BIOLOGICO

Zerba (2007), manifiesta que el término Controll@&i@o se refiere por un
lado, al fenbmeno natural que consiste en la reguladel nimero de plantas y
animales por medio de enemigos naturales (paragitedadores y patégenos); por
otro lado, al control aplicado de plagas; técniga opcluye la manipulacion de esos
agentes naturales por el hombre para reducir fasdaé en agricultura, forestacion o

productos comerciales.

El control biolégico aplicado generalmente se Bnpénta de tres formas

diferentes o combinaciones de las mismas:

Conservativo Consiste en alterar las practicas culturales @n dultivos para

favorecer el desarrollo de los agentes de coniotddiico natural y sus efectos.

Aumentativo Los agentes de control biolégico se producenoemd masiva en el
laboratorio y se aplican en forma inoculativa onidativa para destruir las plagas.
Clasicao Es la fase de aplicacion compuesta por el desoidnto, importacion y

establecimiento de enemigos naturales exoticos.
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El control biologico esté libre de los efectoswsetarios indeseables asociados
a los insecticidas de amplio espectro y es un@sienietodos de mejor relacion entre
costo y efectividad. Cuando es aplicado por eslstes, bajo principios
establecidos, el control biolégico es seguro y ieoet efectos adversos sobre el

ecosistema (Cate, 1994 citado por Zerba, 2007).

2.3. TRICHODERMA

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo, actuatmea
clasificacion taxondémica lo ubica dentro del DoimirEucarya, Reino Fungi,
Division Mycota, Sub division Eumycota, Clase Deaigicetes, Orden Moniliales,

Familia Moniliaceae, Génerbrichoderma.

Su fase perfecta (estado Telomorfo) lo ubica e@Glése Ascomycetes, Serie
Pyrenomycetes, Orden Hipocreales, Género Hypodreme como sindénimos el

géneroTolypocladium( Villegas, 2000)

Trichodermase caracterizan por no poseer 0 no presentar aadcesexual
determinado. De este microorganismo existen m&90despecies, todas con efectos

benéficos para la agricultura y otras ramas (PZ305).

Trichodermagonstituye un modelo excepcional, y para muchasresitse trata
de un biocontrolador “ejemplo” para el estudio decbntrol, en primer lugar por

tratarse de un microorganismo ubicuo, faciimentévalble en diferentes medios de
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cultivos, de crecimiento rapido en varios subssrayo huéspedes, es raramente
patogénico en plantas superiores, actia como nr@sipay es buen competidor por
fuentes nutritivas, produce antibioticos y un sisteenzimatico capaz de atacar a una

amplia gama de fitopatdgenos (Falconi, 1997).

Trichodermags injustamente considerado s6lo como antagasesteongos, ha
sido reportado con buenos resultados como antdgaéspatdgenos bacterianos, ha
sido estudiado intensamente por sus propiedadisaicas y su sistema enzimatico

en el proceso de alimento y en la biodegradacidmocdbioindicador (Falconi, 1997).

Trichodermaha merecido la atencibn maxima como agente debiod a una
respuesta positiva y concreta a la campafia mudedibimpieza del planeta mediante
la utilizacion de microorganismos antagonicos cditipes para la proteccion de los

cultivos de los patogenos fungicos del suelo.

Desde luego no es posible esperar un buen cqrdrdlrichodermaen campos
con antecedentes a favor del patdgeno fungico. fstoclaramente demostrado
también en el cultivo del tabaco, las aplicaciobedogicas dirigidas a suelos con
infeccion media y alta pdP. nicotianaesolamente reducen el indice de infeccion a

un 30 % y a un 60 % respectivamente (Trugtal. 1996).

12



2.3.1. Importancia del GéneroTrichoderma en la Agricultura

El principal beneficio ddrichodermapara la agricultura, es el antagonismo
con microorganismos patégenos de las plantas, pocapacidad para producir
secreciones enzimaticas toxicas extracelularecausan desintegracion y muerte en
hongos fitopatdgenos que habitan el suelo (micegaao), en la degradacién de
paredes celulares de las hifas de hongos patogédémredacion), en la produccion
de quimicos volatiles y antibiéticos antifungalege dnhiben hongos basidiomicetos
(amensalismo), en la colonizacion directa del hormr penetracion hifal
(predacion), en la competencia por oxigeno, nutgey espacio en el suelo y por su

gran adaptabilidad y rapido crecimiento(Villega@)@)

El manejo de las plantas mediante la rotacion dkives favorece a
Trichodermaa librar el suelo de los propagulos del patogarinerables durante su
latencia en ausencia del hospedante, por esta lazditizacion del biopreparado en
los cultivos a rotar en las areas altamente inflest@era una forma a contribuir en la
reduccién de la poblacion del patdgeno en un metemo de tiempo (Acevedo,

1995).

Ademas la preparacion adecuada del terreno, larnfiegha de plantacion,
fertilizacion y riego actian a favor de la combidamlantalrichodermaasociadas.
La introduccion del biocontrol pdirichodermaen el manejo integrado de plagas por
cultivo es la forma 6ptima de explotar las posilsities que brinda el microorganismo

como antagonista. El andlisis riguroso de los adtetes y el nivel de indculo en el
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suelo ayuda a la toma de decisiones con vistas@omionar un control eficiente y

optimizar la efectividad dérichoderma(Orietta, 2001).

En el mundo biolégico existe una interaccion cumdi entre los patégenos
potenciales y sus antagonistas, de forma tal qos éimos contribuyen a que en la
mayoria de los casos no se desarrollen enfermeddeéiexondiciones naturales los
microorganismos estan en un equilibrio dinamicolarsuperficie de las plantas

(Orietta, 2001).

2.3.1.1. Hongos y Enfermedades que controldrichoderma

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de
enfermedades en plantas causadas por patégenaso&ingl suelo, principalmente
de los género$hytophthora, Rhizoctonia, Sclerotiufythiumy Fusarium entre

otros (Ezziyyani et al2004).

Diferentes especies d&richodermatienen la capacidad antagonista contra
hongos fitopatdgenos comBhizoctonia solani, Fusarium oxyporum fs diantbhii,
Sclerotinia  sclerotiorum, Colletotrichum gloespades, Sclerotium rolfsii,
Rosellinia bunodes, Phytophthora cinnamomi, Phyttomia cactorum con
Trichoderma harziamun, Botrytis cinerean T. virens, Rosellinia bunodesn T.
pseudokoningii, Armillaria melleeonT. viride, Phytium spy Phytophthora spcon

T. hamatum, Cryptonectria parasiticanT. parceromosun(Fuentest al.2001)
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En el Cuadro 1 se indica las diferentes especidwdgos fitopatdgenos controlados

por Trichoderma

Cuadro 1. Diferentes especies de fitopatogenaosatados pofTrichoderma

Fltopatoge_nos controlados Enfermedad Cultivo E_spec:|e de
por Trichoderma Trichoderma
Colletotrichum Antracnosis Papa, tomateT]. harzianum
gloeosporioides frijol, fresa,| T. koniingii
flores, tomate. T. pseudokonigii
T. aureoviride
T. viride
Fusarium moniliforme Pudricion Maiz T. harzianum
T. virens,
T. longibranchiatum
Phytophthora infestans Gota Papa, pepino de€r. asperellum
agua T. harzianum
Phytophthora spp. Pudricion Tabaco, flores,T. harzianum
frutales, etc. T. aureoviride
T. longibranchiatum
Pythium spp. Pudricion Varios cultivos. | T. harzianum
algodonosa, T. viride
volcamiento T. longibranchiatum
Fusarium oxysporum Marchitamientog Papa, tomate, T. harzianum
vasculares frijol, platano,| T. koniingii
maiz, clavel. T. lignorum
T. aureoviride
Rhizoctonia solani Pudricion Zanahoria, T. harzianum
algodonosa, tomate, lechuga, T. koniingii
volcamiento col, café, papa, T. pseudokonigii
cebolla, ajo, T. virens
pimenton. T. viride
T. hamatum
T. longibranchiatum
Macrophomina phaseolina] Carbén de las Maiz, frijol, | T. harzianum
raices. melon, ajonjoli. | T. koniingii
T. longibranchiatum
T. crassum

Fuente: Adaptado de: Herrera-Estrella y Carsolio, 1998het and Inbar, 1994. Citado por
Paez, 2006, modificado por Cobos, 2009
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2.3.1.2. Mecanismos de Accion

Los mecanismos antagonicos que utilizgchoderma sp.se describe como
antibiosis, micoparasitismo y competencia, sinestos mutuamente excluyentes y

pudiendo por lo tanto actuar a la vez (Dubos, 1987)

2.3.1.2.1. Antibiosis

Sin establecer contacto fisico algufimichoderma sp.puede inhibir el
crecimiento de otros hongos mediante la producaiten varios metabolitos

secundarios volatiles y no volatiles como gliotaxiniridina y gliovirina (Howell,

1993).

2.3.1.2.2. Micoparasitismo

Existen cuatro estados de parasitismo en la Glaitagdnica d€richoderma

sp.con otros hongos (Erazo, 2007):

e Crecimiento quimiotréfico: El estimulo quimico preme del hongo objeto de

control.

» Reconocimiento especifico: Probablemente mediado Ipoitinas sobre la
superficie celular, tanto del hongo antagoénico cal@gatogeno.

* Unidn y crecimiento de las hifas alrededor del gat.
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» Secrecion de enzimas liticas que degradan laggmreelulares del hongo

fitopatogeno.

2.3.1.2.3. Competencia

Si el crecimiento del antagonista provoca la reguc de la poblacion del
patogeno, la competencia entre estos puede restarontrol de la enfermedad

(Erazo, 2007).

2.4. TECNICAS MOLECULARES PARA HONGOS

Con el descubrimiento en 1986 de la reaccion agterta de la polimerasa
(PCR), como una de las mayores técnicas moleculaegermitido establecer la
identidad de cada organismo y sus relaciones filégeas, lo que ha revolucionado
la sistematica de hongos sobre todo los que siieecontroladores, debido a que la
determinacion tradicional basada en la observagdggstructuras morfologicas y en
propiedades fisioldégicas no es suficiente pararasteina identificacion confiable.
Con la utilizacion de las técnicas moleculareshe$acilitado la identificacion en el
menor tiempo posible y de una forma fiable de osyaos patdégenos que es

fundamental para mininizar los dafios que produe&t(, 1998).

Las aplicaciones de la técnica PCR son muy amphia® las mas usadas para

el campo agropecuario se encuentra la deteccidenéificacion de virus, bacterias,
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hongos, nematodos, etc. (CENIS, 1993). El éxitoed& técnica consiste en su
sencillez tedrica y en la rapidez en su ejecugranque permite la identificacion de

un microorganismo en el menor tiempo.

2.4.1. Reaccion de la Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) astéonica de biologia
molecular descrita en 1986 por Kary Mullis, quenpigz la sintesis in vitro de ADN
(Barrera y Rodriguez, 2004). Esto se consigue angglila repeticion ciclica de

reacciones enzimaticas a diferentes temperaturas.

Estas reacciones permiten la replicacion expoaerdel ADN gracias a
enzimas como la ADN polimerasa (Treguerres e28D3). La PCR consiste en tres

pasos

a) Desnaturalizacionradica en la ruptura de los puentes de hidrogeh@DN
para asi separarlo en dos cadenas sencillas qugdsezomo molde para la
amplificacion. Para ello se incuba a temperaturdie 2 y 95°C (Barrera y

Rodriguez, 2004).

b) Hibridacion dos tipos de moléculas cebadoras cuyas secuersoas
complementarias a los extremos de la secuenciaripdifigar en el ADN,
hibridan especificamente con las secuencia del ADNIde, a una

temperatura que facilite el apareamiento de baBeta temperatura de
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hibridacion depende del contenido de G y C de &tmdores y generalmente

oscila entre 50 y 60°CT (eguerreset al., 2003).

c) Extension: La ADN polimerasa termoresistente sintetiza unalena
complementaria por cada cadena molde, adicionandedtidos al extremo
3’ del cebador hibridado. Este paso se efectia°€ t2ando se usa Taq
Polimerasa. Al final del proceso de extension seege dos nuevas
moléculas de ADN de cadena doble idénticas a laies®ia original

amplificada (Surzycki, 2000).

El nimero de ciclos en una PCR varia entre 20 ye$ultando en una
acumulacién del fragmento de ADN. En teoria despi@é30 ciclos de amplificacion
se obtendrian 1.000 millones de copias, cantidédiente para ser visualizado por
electroforesis y cuantificado por espectrofotoraetiias reacciones de PCR se

realizan autométicamente en termocicladoresg(ieeeset al, 2003).

Con la ayuda de las reacciones de PCR se tra¢atddiar los cambios en la
secuencia de los genes y de ahi inferir una gelagvolutiva, para lo cual el RNA
ribosOmico tiene un interés muy grande porque sowao marcador para hacer

filogenia de organismos.
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2.4.2. Estructura del Ribosoma

Los ribosomas son organelos donde se sintetizateipas. Los ribosomas no
estan rodeados por una membrana; estan constifpiados subunidades, cada una
de las cuales esta formada por un complejo de RibOS@mico y proteinas. Tanto en
las células procariéticas como en las eucarigtloagibosomas tienen una estructura
similar; sin embargo, los ribosomas de las cél@asaridticas son un poco mas
grandes. Los ribosomas son los sitios en los cuadesre el acoplamiento de
aminoacidos para formar proteinas; asi, mientras pndteina este fabricando mas

ribosomas tendra la célula (Curtis y Barnes, 2004).

La region ITS es, en el genoma de los eucaricdesué se encuentran entre
los genes 18S y 28S que codifican para los ARNsdbwles (e incluye el gen 5.8S)
y al ser una region altamente conservada se laauimpliamente en estudios de
clasificacion vy filogenia de organismos eucariotesluyendo los hongos (Martin y

Rygiewicz, 2005).

2.4.2.1. Region Espaciadora Transcriptora Interna (ITS) delADN

Ribosomal (rDNA)

El ADNr es la region del genoma fungico mas uwiia para estudios
filogenéticos (Hillis y Dixon, 1991; Bruns y et ,all992). Esta regién ha sido
seleccionada principalmente por el hecho de qugdags del ADNr son multicopia

y estan organizados
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En el ADNr se encuentran las regiones ITS1 has$b Ique flanquean el gen
5.8S muestran una gran variabilidad entre los étesr La longitud de las
secuencias de cada una de estas dos regionesdeada mas de 1000 pb en las
células humanas hasta menos de 300 pb en algwaasitas (Gonzalez y col., 1990;
Joseph y col., 1999). Estas regiones han sidzadiéis en numerosos estudios para

la identificacion de especies fangicas (lwen y,@002).

18s 5.8s 28s 5s
/ \
/ \
/ \
/ \
/ <= |TS4 A
ITSE wp

Figura 1. Estructura de la Region Espaciadora Eripisra Interna (ITS].

Estudios filogenéticos han sido posibles a paleir disefio y descripcion de
iniciadores especificos por parte de Wieital.,(1990), para amplificar y secuenciar

varios segmentos del rDNA mitocondrial y nucleieohdngos (Martyet al, 2000).

' Fuente http://biomodel.uah.es/modellj/rna-prot&imaits-gif.htm
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2.4.2.2. Secuenciacion Automatica de ADN

La mayoria de los métodos de secuenciacion auimandtilizados actualmente
son modificaciones del método desarrollado por Saggolaboradores a finales de
los aflos 70. En este método, el DNA que va serese@do funciona como un
molde para la sintesis enzimatica de un nuevo DNA gomienza en un sitio
definido por la unién de un primer. En la reacci®a utiliza una mezcla de
desoxinucleotidos y didesoxinucledtidos a unas eoimaciones que crean una
probabilidad finita de que un didesoxinucleétido ieorpore en lugar del
correspondiente desoxinucleétido en cada posic®radcadena que estd siendo

sintetizada (Dovichi, 1990).

La secuenciacion automatica se caracteriza pdzaeaondas sucesivas de
desnaturalizacion, hibridacion y extension en uméeiclador, dando como resultado
una amplificacion lineal de la extension. Estosdpoios bien se cargan en un gel o
se inyectan en un capilar para la obtencién desuesicia de bases (Sambrook, 1989

citado por Rodriguez, 2006).
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Secuenciacion automatica

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP

Gracias al empleo de 4
fluorocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones ¥ aplicar la mezcla a
un mismo pocillo del gel de
eleciroforesis.

Se genera un regisiro

informatizado de los 4

perfiles de color, que
hinados se i

Mo solo se pueden
detectar los 4 colores tras
acahar la separacion
eleciroforética, sino que
incluso segim va
transcurriendo ésta el
detector puede medir la
presencia de las handas
que van pasando por el
haz Laser y su color.

£OO UNA SECUBTICia.

—_— Ty

El color de cada
handa corresponde

al del
dideoxinuclédtido
F-terminal de ese
fragmento.

CEHGHGE Ao

Laser

Electroforesis

Figura 2. Representacion de Secuenciacién autcafatic

El método de secuenciacion permite conocer endatetallada la secuencia
del ADN; cuando se pretende determinar especignicd®organismos se debe usar
la informacién de la secuenciacion para analizada el banco de genes NCBI
(National Center for Biotechnology Information) nai@m mediante el uso de

programas bioinforméaticos como el BLAST y CLUSTALW.

2.4.2.3. Filogenia Molecular

Segun Vandamme (2003), la filogenia moleculaglesstudio de la evolucion
de los organismos a través del andlisis de suesei@s de ADN o de aminoacidos.

La filogenia nos proporciona el fundamento paraldaificacion de los organismos.

2 Fuente www.biotechniques.com-multimedia-archivehgifi
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Morfolégicamente no es posible comparar una bactayn un hombre, sin embargo
si es posible establecer una comparacion con makcde ADN de ambos

organismos, que estan formadas por el mismo leeglgbases.

Pace, 1997 menciona que las relaciones filogexgtntre organismos basadas
en las secuencias de ADN o de proteinas, sueléraitte mediante un arbol
filogenético, el cual nos muestra las partes de doganismos que estdn mas

intimamente relacionados. Los arboles filogenétimrstan de:

Raiz.- Es el punto de inicio o ancestro comun ddividuos genética y
evolutivamente relacionados.

Nodo.- Es un lugar en el que se concentra la nmcion genética pudiendo
subdividirse hacia otros nodos (Nodo intermediap@Nodo terminal).

Rama.- Son las derivaciones de informacién gendgaan nodo hacia otro nodo.

A B c D

) <« Nedo
termineal

< Nodo
intarno

S E— Rama
(internodos)

+—— Raiz

Figura 3. Representacion esquemaética de un atbgeéfiético. A, B, Cy D
representan a organismos en estudio (adaptaciBertbee y Taylor, 1999).
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Estos arboles representan las relaciones filogasétentre los diferentes
taxones. Cada nodo es el punto donde cada ramtusslo se termina. Los nodos

terminales representan las secuencias conocidas deganismos (Haro, 2005).

2.4.2.3.1. Programas Informéticos BLAST y CLUSTAW

El BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es programa o banco de
genes mundial que almacena la informacién gendtctndas las especies: humana,
animal y vegetal, incluyendo los hongos. Por metkoeste programa se puede
comparar la informacion genética obtenida de laieggacion con la informacion
genética almacenada en el BLAST y determinar géoerspecie del organismo en

estudio (Ilwen, 2002).

El CLUSTALW, es un programa que permite alineardacuencias obtenidas

comparadas con la ayuda de la base del BLAST, @s alzcede a obtener el lugar

exacto de la secuencia de ADN.
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I, MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacion Politica

Cuadro 2. Situacion politica del &rea de investayac

Provincig Santo Domingo de los Tsachilas

Canton Santo Domingo

Parroquia Luz de América

Laboratorio de Fitopatologia del Area Académica AAB Hacienda
Sitio| “San Antonio” perteneciente a la ESPE localizadaeeikm 35 Via|
Santo Domingo — Quevedo.

MAPA POLITICO Ay \‘— D\Ot MBIA
N *\

Flgura 4. Mapa del Ecuador



Figura 5. Mapa de Santo Domingo Figura 6. Croquis del sitio

3.1.2. Ubicacién Geografica

Cuadro 3. Situacion geografica del area de la tigaason

Longitud UTM Este (x): 666920 /694760
Latitud UTM Norte (y): 9926280 / 9944700
Altitud 234 msnm

Fuente: Instituto Geografico Militar, 2000

3.1.3. Ubicacioén Ecolégica

La zona en mencién corresponde de acuerdo a KifiCd&ion Ecoldgica de

Holdridge a Bosque humedo tropical (b.h - T).

Cuadro 4. Caracteristicas agroclimaticas de la derlaaboratorio.

Temperatura media 23,1°C
Precipitacién anual 3.306 mm
Humedad Relativa 91,5%

Fuente: INAMHI. (2008). Estacién Meteoroldgica: Rodla
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3.2. MATERIALES
3.2.1. Materiales de la Fase de Laboratorio

3.2.1.1. Equipos

Autoclave automatica vertical, Market Force BO2Q20

Camara de flujo laminar, Pc4pascal CSB120

Estufa incubadora, Memmert 04773-0888

Refrigerador, Coolmaster Challenger

Congeladora a -80°C, Thermocientific Merck Revco
Microscépio Optico, Olimpus pluss

Sistema de Electroforesis Vertical, Cleaver ESC@ swixi 24640.
Termociclador, Termo EC4000p serie90 programable
Termobloque, Thermomixer Compact Eppendorf AG5350
Vortex, VWR Lab dancer 03.277510

Centrifuga Eppendorf mini spin plusbAg 22331 Hangbur
Centrifuga refrigerada, Sigma 3-18K serie 118155
Transiluminador, con camara, Wealtec Dolphin Viéd8& CCDamera 200n/
Sonyvideo grafic pintor up897MD.

Sorvona, WP biodocit System 154412

Microondas. LG Sensor Microwavw

Destilador de Agua, Milipore Automatic model Pro60Q
Fluorometro, Qubit. TM fluorometer invitrogen

Agitador Orbital, VWR H809389
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Hot plate, Cimasec2 Themoyne Sp 46925

Balanza electrénica, Pioner Ohaus N13123 8-20vdc-4w

3.2.1.2. Sustancias y reactivos

Agua destilada estéril

Alcohol antiséptico

Hipoclorito de Sodio al 5%
Medio de cultivo Agar Papa Dextrosa PDA
Sulfato de Estreptomicina
Nitrato de Calcio

Nitrato de potasio

Fosfato de potasio

Cloruro de calcio

Acido citrico

Sacarosa

Alcohol etilico

Buffer CTAB

Proteinasa K
Fenol-cloroformo-alcohol isoamil
RNAasa

Fenol-alcohol isoamilico

Acetato de sodio
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Etanol 75%

Agarosa

Agar

Bromuro de etidio

TE( Tris — EDTA)

Agarosa

TBE(Tris base, Boro, EDTA)
Isopropanol

Primers Universales ITS 1 - ITS 4
dNTPS

Cloruro de Magnesio

Tag Polimerasa

Buffer 5x

Agua ultra Pura

Marcador de peso molecular de 100bp

3.2.1.3. Materiales de acero, vidrio y otros

Agujas de punta recta
Asas de inoculacion
Cuchara espatula
Sacabocadaoke 3

Homogenizador mecanico
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Pinza

Bisturi

Mechero

Placas porta y cubre objetos

Vasos de precipitacion de 250 ml, 1000 ml
Matraz erlenmeyer

Varilla de vidrio

Cajas petri de vidrio (70 mm — 90 mm)
Cajas petri desechables

Tubos eppendorf

Juego de micropipeta BOECO puL.
Algodon estéril

Papel filtro

Puntas con filtro

Papel parafilm

Guantes de cirugia

Mascarilla

Material vegetal enfermo

Material fungoso
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3.2.1.4. Materiales de Oficina y toma de informacién

Equipo de computacién. (PC, pantalla, etc)
Suministros de oficina.( Papel bond, carpetascé&pietc.)

Libreta de campo.

3.3. METODOS
3.3.1. Disefio Experimental

3.3.1.1. Factores a probar

C1...C11; L1... L3:Cepas ddrichoderma
M1: Aislado deParacercospora fijiensis Z.

A: Testigo absoluto (coklycosphaerella fijiens)s

En donde
C: Cepas nativas colectadas

L: Cepas ddrichodermade la coleccion IASA i
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3.3.1.2. Tratamientos a comparar

En el presente trabajo se evalué quince trataosemue corresponden cada

tratamiento a la localidad donde fue recolectaalanuliestra y de cepas pertenecientes

ala coleccion 1ASA I, tal como se presentakouadro 5.

Cuadro 5. Esquema de los tratamientos del ensagaaén Inhibitoria ‘in vitro”.

TRATAMIENTO CEPA CONTROL BIOLOGICO PATOGENO
Trichoderma Paracercospora
T1 C1- Quininde VS, M1
T2 C2-Yamile VS, M1
T3 C3- La Unior VS, M1
T4 C4- Paisaji VS, M1
T5 C5- Congome VS, M1
T6 Ce€- San Ignaci VS, M1
T7 C7- Vilmita VS, M1
T8 C8&- La Mani VS, M1
T9 CS8- Machale VS, M1
T10 C1(C- San Gabrie VS, M1
T11 C11- Bonanzi VS, M1
T12 L1-C¢ VS, M1
T13 L2- MT (Mulaute’ VS, M1
T14 L3- SC (San Gabrie VS, M1
T15 TESTIGC M1

M1: PatogenoRaracercospora fijiensis)

3.3.1.3. Repeticiones o bloques

El ensayo se realiz6 con cinco repeticiones pda tatamiento
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3.3.1.4. Caracteristicas de la unidad experimental

En laboratorio la unidad experimental estuvo regméada por una caja Petri, en
la que se realizo la siembra y medicion del cresmimu de patdgeno y antagonista. El

medio de cultivo utilizado fue agar papa dextré¥2aX).

3.3.1.5. Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico utilizado para evaluaamagonismo de las cepas de
Trichodermamostrado ant®aracercospora fijiensifue un analisis de regresion y
correlacion para determinar la eficiencia de lepas deTrichoderma sppen la
inhibicion deParacercospora fijiensientre el tiempo de evaluacion y el crecimiento

radial en mm en el ensayo de inhibicién (Cuadro 8).

Cuadro 6. Modelo de la ecuacion lineal

Ecuacion de la regresion | y=a+ bx

Variable a Medir

La variable que se tomo6 en consideracion fue edigiento radial en mm del

antagonistaTrichoderma sppy del patogen®aracercospora fijiensis
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3.3.2. Meétodos Especificos de Manejo del Experimento

3.3.2.1. Localidades Muestreadas

. Quinindé.- Via Santo Domingo - Esmeraldas
. La Union.- Via Santo Domingo - Esmeraldas
. Cbéngoma- Via Santo Domingo - Congoma

. San Ignacio.- Via Santo Domingo — Quevedo
. Bonanza.- Via Santo Domingo — Quevedo

. San Gabriel.- Via Santo Domingo - Quevedo
. Vilmita.- Buena Fé - Quevedo

«  Yamilet.- Los Angeles - Quevedo

. Paisaje.- Buena Fé - Quevedo

. Mercedes. Via Quevedo — La Mana

. Machala.- Machala

3.3.2.2. Obtencion del Agente PatogenBaracercospora fijiensis

De material vegetal enfermo del cultivo de ban@®las hojas dos y tres) se
obtuvo aislados d@aracercospora fijiensjsusando la metodologia y técnicas de
aislamiento en laboratorio propuestas por Lalaretedl, 1984 citado por Aguirret
al., 2003 que consisti6 en usar jeringas de plastiseatables de 10 émlas cuales
se llenaron con un medio PDA - azul de metilencstreptomicina luego de su

esterilizacion y previa su solidificacion.
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Una vez que el medio se solidificoO y para captamael campo los conidios de
Paracercospora fijiensise corto el extremo anterior del las jeringas pditezarlas
como cilindros dispensadores de medio presionahéamieolo de la jeringa hasta que
guede a libre exposicion aproximadamente 2 mm eeses de medio y se cortd
cuidadosamente con un bisturi obteniendo discosrdesuperficie lisa. Este disco se

presiond suavemente sobre el area de desarralo aet la infeccion en las hojas.

Se colocaron dos discos por lamina portaobje&sscuales se depositaron
dentro de una camara humeda para inducir la difusipida del colorante a través de
las células de los conidios del muestreo y evéatdshidratacion del medio (Anexo

1).

Las laminas portaobjetos con los discos obtersdamontaron tan pronto como
fue posible en el microscopio compuesto para obsefas caracteristicas

morfoldgicas de los conidios estudiados a travéslgetivo 40X.

En los casos en que no se logro la identificacidm los discos obtenidos en
campo se utilizaron los mismos para una siembegtdiren cajas Petri con medio de
cultivo PDA el cual se incubo en la estufa a 28cd@ante 14 dias, tiempo suficiente

para que los hongos sembrados expresen su desarroll
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3.3.2.3. Identificacion del Agente PatogenoParacercopsora fijiensis

Con el fin de identificar el patégeno se procealidescribir sus caracteristicas
morfoldgicas y compararlas con claves especialzattaidentificacion de hongos

patdgenos de Joseph Gilman (1963).

3.3.2.4. Obtencion del AntagonistaTrichoderma spp.

Los aislados del biocontrolador se obtuvieron dirpde muestras de suelo
procedentes de las localidades en estudio, cadadenellas constituida por 4

submuestras (200 gr c/u). (Anexo 2).

Se tamizaron y pesaron 10 gr de suelo y se ladviisen 100 ml de agua
destilada estéril. La solucibn madre se dispensimetio de cultivo especifico para
Trichoderma Ademas se utilizo el sistema de siembra en grudesositando
homogéneamente sobre la superficie de la caja Petexo 1). Las cajas se
incubaron en una estufa a 28 °C durante 14 diafizardo luego repiques para

purificar el hongo.

Producto del aislamiento se obtuvieron 11 cepésasadeTrichoderma spp.,

las cajas con estas cepas fueron conservadas egenmation para realizar

posteriormente el ensayo de determinacion del anisigo.
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3.3.2.5. Identificacion del Antagonista Trichoderma spp.

Se realizé la identificacibn morfologica del artagta Trichoderma spp.

utilizando preparados microscopicos en placas @objtos comparando las

caracteristicas con claves taxondémicas espedabzde Joseph Gilman (1963).

La identificacion molecular dé&richoderma sppse realiz6 mediante técnicas

especificas que consistieron en:

3.3.2.5.1. Extraccion de ADN de cepas dé&richoderma spp.

Para la extraccion de ADN se siguio la metodolg@g@uesta por Kinet al,

1992 modificada por Lee, 2000; Argoti, 2007; ColiX)9 (Anexo 3).

Con las muestras obtenidas mediante el protoalexttaccion se realizé la

corrida en el sistema de electroforesis horizorgata corroborar la presencia de

ADN en las muestras (Anexo 4).

3.3.2.5.2. Reaccién de la Cadena de Polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el producto de ADN de las mussta colocO en un

termociclador, usando de igual manera un protoesidusivo para realizar PCR

(Anexo 5), del cual se obtuvo una cadena de ADNIlifiogula.
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3.3.2.5.3. Analisis de Secuencias

Para la secuenciacion se envio el producto de nlagstras de ADN

amplificadas al laboratorio especializado MACRME=N Seul-Corea.

Las muestras se enviaron con 20 ul de prime&uy tle cada uno (reverse and

forward) por cada 5 muestras enviadas, a una ctraceém de 15 picomole/ul.

Para el envio de la muestras se llené un formafivadd (Anexo 8) con el

nombre de la muestra y el de los primers tantersevcomo el forward.

Para ejecutar la identificacion molecular de lapas seleccionadas de
Trichodermase utilizé los programas informéticos de Bioeditrgp realizar la
secuencia consensus gque posteriormente fueronasublidporograma MEGA 4 para
hacer la correspondiente alineacion y el arbogéleetico donde se obtuvo mediante
el BLAST los siguientes resultados, que se present&l cuadro 7 y demuestran la
comparacion entre el cdédigo genético de especidsicdeodermaalmacenados en el

BLAST y el codigo genético de las cepas nativasraghoderma

3.3.2.6. Determinacion del antagonismo d@richoderma en contra de

Paracercospora fijiensis

Se procedio a extraer discos de los cultivos pdeds patdgeno de 14 dias de

crecido con el saca bocados N° 3, y se realizéelalga diametralmente en una caja
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Petri con medio de cultivo, al mismo tiempo se colen la misma caja Petri discos con
el agente de control bioldgico. Una vez realizadasiembra se incubé a 28 °C

(Anexol).

Se realiz6 lecturas del crecimiento radial targbashtagonistd richoderma spp
como del patdgendraracercospora fijiensiddurante ochos dias, obteniendo los
promedios del crecimiento final en mm/dia, parasta manera determinar mediante
las mediciones diarias la accidén inhibitoria quieraa Trichoderma contra
ParacercosporaPosteriormente con los datos obtenidos de las imed y con la
ayuda del Programa estadistico Infostat se replizébas estadisticas de regresion y

correlacion.
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V. RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION DEL AGENTE PATOGENO

De las muestras de material enfermo del cultivdo@eano procedente de las
zonas en estudio se aislo e identificd el géneroothgo causante de la Sigatoka negra

en el cultivo de banano.

La descripcion de las caracteristicas morfologitishongo en medio de cultivo
corrseponde aParacercospora fijiensigjue presenté un crecimiento circular, con
micelio algodonoso y pegado al medio de cultivocd®racién blanco durante las
primeras 48 horas, posteriormente conforme se md#satoma un color amarillo
anaranjado brillante (Figura 7), presenta coniéios forma de mazo o ser a la vez
mazo cilindrico conteniendo 1 -6 septas; son asnidesde la base hasta la marca
basal. Estas caracteristicas concuerdan con hassctie identificacién propuestas por

Joseph Gilman (1963).

Figura 7. Desarrollo dearacercopora fijiensi€n medio de cultivo PDA.



4.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DEL

CONTROLADOR Trichoderma spp.

De las localidades muestreadas se aislaron dfidardn morfol6gicamente 11

cepas ddrichodermaspp

Las caracteristicas morfolégicas del hongo géneiohoderma aislado se
describen asi: Hifas trepadoras, septadas, origmam césped miceliar aplanado,
sélido. Conidi6foros erectos, saliendo de ramasrddds cortas ramificadas,
ramificacibn comunmente opuestas, sin el apicehaidc y produciendo de manera
terminal cabezuelas de conidios. Conidios pequdaanayoria globosos, hialinos o
de colores brillantes que son similares a las dascen la claves taxondmicas de

Gilman, 1963.

Figura 8. Trichoderma. a) conidioforos; b) conidios
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4.2.1. Identificacion Molecular de las Cepas Nativas d&richoderma spp.

Seleccionadas

Para la identificacion molecular se modificé yaestarizé un protocolo (Argotti,

E; 2009) de extracciéon de ADN (Anexo 3).

4.2.1.1. Extraccion y amplificacion de ADN de cepas dé&richoderma

SPp.

De la metodologia de extraccién (Anexo 3) se abtuv producto de 100 ul de
la resuspensiéon en TE conteniendo el pellet de ABN. visualizO mediante
electroforesis en geles de agarosa (Anexo 7) pasatificar el ADN obtenido
mediante fluorometria, dando como resultado catisi@n un rango de 78 a 90 ng/uL
(en muestras sin diluir). Esta resuspension plgieeso de amplificacion (PCR) en
donde se obtuvo cadenas amplificadas con primevensales de las regiones ITS 1 e

ITS 4.
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Muestras de Bandas de ADN Amplificadas en el Terahador

MW.100bp MW.100bp

Figura 9. Bandas de ADN amplificadas

En la Figura 9 se puede observar bandas intenbasymarcadas con un peso

molecular de 600 bp que es lo que correspondesal gee las muestras.

4.2.1.2. Resultados de la Secuenciacion

Este proceso realizado por el laboratorio MACRQIEHSeul — Corea) dio

como resultado las secuencias de ADN para cada cepa

Con la ayuda de software MEGA 4 — BLAST se obtlava@entificacion de las

secuencias recibidas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Comparaciéon de cepas colectaddsideodermacon especies derichodermaalmacenadas en el BLAST.

Tratamientos| Cepa Accesion Descripcién Max Total Query E -value| Max Ident
Score Score Coverage
Tl Quinindé| EU280068.1 Trichoderma spirale 1112 1112 99% 99%
T2 Yamile | FJ605246.1 Trichoderma asperellum 1098 1098 99% 99%
T3 La Unién| EF442079.q  Hypocrea lixiianamorfoTrichoderma 1116 1116 99% 99%
harzianum
T4 Paisaje | GQ221864,] Trichoderma viride 970 970 96% 98%
T5 Coéngomg FJ605246.1 Trichoderma asperellum 1083 1083 100% 98%
T6 Igﬁggio FJ605246.1 Trichoderma asperellum 1107 1107 99% 99%
T7 Vilmita | FJ605246.1 Trichoderma asperellum 998 998 100% 99%
T8 La Mana| DQ000632.1 Hypocrea pezizoides 95.3 95.3 14% 3e-16 87%
T9 Machala| EU280110.1 Trichoderma asperellum 1050 1050 95% 98%
San

10 Gabriel* i i i i i i i
T11 Bonanza| FJ605246.1f Trichoderma asperellum 1098 1098 99% 99%
T12 C9 FJ605246.1 Trichoderma asperellum 1057 1057 99% 98%
T13 MT GQ203535.1 Trichoderma longibrachiatum 599 885 7% 9e-16B 96%
T14 SG EU280110.L Trichoderma asperellum 609 735 95% 8e-171 95%

* El resultado de la secuencia de la cepa de Sanigbao pudo ser identificada por el programaidielprobablemente a que no hubo referencias bade
de datos.
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En el cuadro 7 se resaltan las tres cepas nasisiexcionadas en fase de
laboratorio de la investigacion corresponden aleggéfrichoderma.Estas cepas
fueron seleccionadas debido a que inhibieron laidaccdel patdégeno

significativamente (Cuadro 8).

Las mencionadas cepas corresponden a las locasidbkel Bonanza y Machala,
gue pertenecen a la especieldehoderma asperellumy la cepa de la localidad de

Paisaje pertenece a la especiddehoderma viride.

Con la finalidad de observar las diferencias exi®s entre las cepas nativas de

Trichoderma spp. se construyo un arbol filogenético con la ayudh pegrama

MEGA 4 (Figura 10).
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g2 | Hypocrea lixii strain T1c 18S ribosomal
22 Trichoderma hamatum isolate T112a 18S ri
2 L———— Hipocrea Lixii UOKT044 small subunit rib
Trichoderma spirale strain DAOM 183974 1

Trichoderma asperellum isolate South-wes
96 ! Trichoderma asperellum South-wes

Trichoderma tomentosum strain 2S20B inte

5 Congoma
0 4‘_|_E La Union

o[

Vilmita

Hypocrea lixii genes for 18S rRNA ITS1

Trichoderma ovalisporum strain Dis 203c

0 —— Trichoderma fasciculatum Daom 167646 tra
MS54-39-1 Trichoderma ovalisporum/Theobr

Trichoderma atroviride isolate 91b 18S r

Trichoderma asperellum strain ZJPH0810 1
411 Trichoderma fertile strain CCRC33634 int
79 | Trichoderma oblongisporum strain CCRC335

st Hypocrea orientalis strain SzMC IM2 inte
3 Hypocrea orientalis strain SzMC IM1 inte
0 I— Trichoderma crassum strain CCRC33580 int

Trichoderma viride GQ2218641

_|: Trichoderma harzianum G:J:S: 00-06 inter
0 9

Trichoderma spirale strain TU Graz 11TSM

Yamile
0 0 La Mana
San Ignacio
o 11 Quininde
Trichoderma stromaticum strain CCRC33614
0| ——— Trichoderma spirale isolate aurim1210 sm

16 Trichoderma spirale
96 ! Hypocrea lixii strain DAOM 234005 18S ri

Trichoderma citrinoviride isolate South-

9 Tichoderma longibrachiatum
£ Trichoderma koningiopsis strain GJS 04-3
Figura 10. Arbol filogenético de las cepas obtemida las localidades en estudio.
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La figura de arbol filogenético nos demuestrarkdaciones evolutivas de los

taxones, esto se dedujo utilizando el método demzégarsimonia.

4.3. ENSAYO DE ACCION INHIBITORIA

Con el fin de determinar la eficiencia de las seg@l richoderma spgn contra
el patdgeno P. fijiensis causante de la enfermedad Sigatoka Negra, se &amé
consideracion la informacién obtenida de los regsstle las mediciones de la accion
inhibitoria in vitro, posteriormente utilizando estos datos se utildprograma
estadistico Infostat para determinar y seleccidasrtres mejores cepas del hongo
antagonista que provocaron un menor crecimientoadgerdo a los mayores y
menores incrementos del hongo antagonistact{oderma spp.)vs patogéno
(Paracercospora fijiensis)dando como resultado que los tratamientos T4 Qkp
Trichodermaviride), T9 y T11 (cepas dérichodermaasperellunm correspondientes a
las cepas recolectadas en las localidades de ®didaghala y Bonanza presentaron
diferencias estadisticas significativas y demosiivade igual manera una mayor

capacidad antagonica frente al patdégeno.

Se establecio la regresion y correlacion entréieshpo de evaluacion y el

crecimiento radial de. fijiensis en cada una de las cepasldehoderma spp.
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Las cepas de Paisaje, Machala y Bonanza demwstsa eficacia de control

frente al patdgeno entre 84% y 90% de inhibicion.
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Cuadro 8. Regresion y Correlacion entre el tiempedluacion en dias y el
crecimiento radial en mm de cada cepddehoderma spp en la prueba de
antagonismo de laboratorio en contraPdeacercopsora fijiensis

CONTROL BIOLOGICO

PATOGENO

TRATAMIENTO | TRICHODERMA | | TRATAMIENTO | PARACERCOSPOR/
T1 rY: _102,’0241: -0,11x T1 YZ E),O7,?é-l5-*;0,13x
e R
T3 :(: _30,55864-!;;0,15X T3 :(Z ?6?176;;0’08)(
T4 rYi (2):32;:0,35X T4 rY: %?824:*-0,16 X
TS5 rY:20,,0572**0,16X TS5 :: (_)6?;1**0,09)(
e T =
e
s || | oe o
T9 rY: (2):(8)193;0,19X T9 rY: %?884-:;0’17)(
e
T11 rYz é’;g;: 0,22x T11 rY: %?9901:0’17)(
s
T13 :(: _3(),?.386-!;;0,15X T13 :(20_,06;48-*-9,11X
T14 :(: _30,,2859-:;0,33X T14 :(Z ?6’779;;0’13)(

= + -

. Mayores incrementos

Menores incrementos
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Figura 11. Cepas diichoderma spppertenecientes a las localidades de Paisaje,
Machala y Bonanza

De manera general, todas las cepasldehodermainhibieron en mayor o
menor grado el crecimiento de los patdgenos, dedbisios diferentes mecanismos de
antagonismo no obstante los aislamientoS dehodermaPJ (T4) y Mch (T9) que
corresponden a las zonas Paisaje y Machala respeente, se desarrollaron sobre
el patégeno, desmostrando actividad antagdnicacporpetencia y Bnza (T11)
correspondiente a la zona de Bonanza que realizacsuidad antagénica por

antibiosis, siendo las de mayor poder antagénica @lacontrol del patégeno.
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V. DISCUSION

La meta principal de la presente investigacion @waluar el potencial
antagonico de las cepas nativas Tdechoderma sppjpara el control del hongo
Mycosphaerella fijiensien su estado anamofaracercospora fijiensien el cultivo
de banano en fase de laboratorio. Para alcanzebjefivo fundamental de dicha
meta se trazd objetivos especificos que sirviegl®mprocedimientos a seguir para

obtener los resultados esperados.

La obtencion, aislamiento e identificacion morfpt@a de cepas nativas de
Trichoderma spp.fueron las opciones elegidas y requeridas como ic&sn
microbiologicas a seguir para la caracterizacionfohigica de las muestras, sin
embargo las técnicas moleculares, en especial R, BGperan esta barrera al ser

consideradas técnicas sensibles y rapidas.

Las cepas nativas d@ichodermaspp. tuvieron crecimiento variable, algunas
crecieron rapido y otras lento, esto es debidoalguase de adaptacion al medio
depende del origen de cada cepa ya que fueronlasstie diferentes zonas bananeras
del Ecuador, otra condicion pueden ser que lassitames nutricionales no fueron
las adecuadas o suficientes para el desarrollostds eepas dérichoderma spp
Benitez et al. (2008), coincide en mencionar que el crecimient@rygceso de
biocontrol depende de la cepa @echoderma tipo de cultivo y de condiciones
ambientales tales como: disponibilidad de nutrgntpH, temperatura o la

concentracion de hierro.



Los resultados obtenidos del ensayo de inhibigidvitro, estan dados porque
Trichodermatiene varias formas de crecimiento micelial y esfativo , también
debido a que posee propiedades antibidticas y @tzms que determinan su
capacidad bidtica y antagonica, ademas son facitmealtivables en medio de
cultivo PDA y la gran mayoria tienen rapido cre@ntd debido a que son
competidoras por fuentes nutritivas. Esto corrolberaformado por Zunino (2004),
quién indica que existe diferencias significatieasla tasa de crecimiento individual

de cepas dérichodermaspp. aisladas y comerciales.

El andlisis de secuenciacion de la cadena de A®MNgltres agentes de control
biolégico confirmé el género de los microorganismdsicandolos en el orden
Hyphales, génerdrichodermacon un porcentaje de similitud del 99 % con la
especieasperellum a las cepas de las localidades Bonanza y Machaanyla
especieviride a la cepa de la localidad de Paisaje, siendo datasle mayor
importancia en nuestra investigacion ya que evideme mayor capacidad

antagonica contra el patégeno.

Gracias a las técnicas moleculares y de secuédtize identificO de una
manera rapida y efectiva las cepas de bioconwolqade obtuvimos del ensayn
vitro de inhibicion. Sin embargo al conocer dirchodermaes un tipo de hongo
anaerobio facultativo que se encuentra de manéuaahan un nimero importante de
suelos agricolas y que una de sus caracteristgcam gposeer, 0 no presentar un
estado sexual determinado permiten que este mgaommo tenga mas de 30

especies, todas con efectos benéficos para lauligra y otras ramas; se tomo en
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consideracion conocer las especiesTdehodermaa las que pertenecian las cepas
Trichoderma recolectadas de las zonas de estudio y de |ass @ coleccion del

IASA II.

Del estudio molecular realizado a todas las cej@sensayan vitro, a las
cuales se realizo filogenia molecular se encogtr® existe cepas dd¢ypocrea lixii
Hypocrea orientalisque son los anamorfos (estadios asexualesJradoderma
harzianumy Trichoderma viride respectivamente, ademas T&chodermaspirale y
Trichoderma longibranchiatungue son las especies mas conocidas y por lo tanto

mas estudiadas de acuerdo a la investigacionesaas por Stefanova, M.(1999).
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VI.  CONCLUSIONES

Las cepas dé@richodermaspp. aisladas en condicion@svitro, demostraron

una gran actividad antagonica en contra del pamBaracercospora fijiensis

Las cepas Paisaje, Machala y Bonanza alcanzasoménores incrementos
radiales diarios d@aracercospora fijiensjsconsiderandose de esta manera los mas

antagoénicos para controlar la enfermedad

De acuerdo al analisis estadistico realizado nufica que las cepas
pertenecientes a los tratamientos de las cepascdph T9 y de la cepa T11
presentaron diferencias significativas entre é68490 % con respecto a los demas
tratamientos, lo que demuestra que estas cepagrejen mejor control antagonico

contra el patégeno.

El arbol filogenético nos demuestra que las cepkshala y Bonanza
pertenecen al grupo dirichoderma asperelluny que la cepa Paisaje pertenece al

grupo deTrichoderma viride.



VIl. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de accion inhibitoria con lasasemativas ddrichoderma
spp (Paisaje, Machala y Bonanza) y nuevas cepas asslkd€e zonas productoras de
banano, a fin de ampliar el banco de cepas antstgsnén contra de los patégenos

causante de la Sigatoka Negra).

Utilizar primers especificos pafxichodermaspp. en la extraccion de ADN,
para lograr una secuenciacion con alto porcentwgrdilitud y poder determinar con

exactitud las especies del biocontrolador.

Se recomienda llevar a campo el ensayo de acdbibitoria in vitro de
Trichodermacontra el patdgenBaracercospora fijiensisausante de la enfermedad

de la Sigatoka Negra en el banano.
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IX. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad recolectaislar, seleccionar,
identificar y caracterizar morfolégica y moleculamte las cepas nativas de
Trichoderma sppde varias zonas bananeras del pais, con potefeiakr usadas
como medida de control alternativo para la Sigatd&gra del banano. El potencial
antagonico deTrichoderma sppfrente al agente causdycosphaerella fijiensis
Morelet, cuya forma imperfecta se denomParacercospora fijiensidMorelet, se
evalué mediante un ensayo de accion inhibitorigitro. Se analizaron 11 cepas de
Trichoderma spprecolectadas de diferentes zonas bananeras del Bacepas de
Trichoderma sppdel banco de cepas del laboratorio de fitopatal¢bASA II). El
mejor control antagonico dérichoderma sppcontra el patdgen®aracercospora
fijilensis se obtuvo con los tratamientos T4, T9 y T11 cowedfentes a las cepas
recolectadas en las localidades de Paisaje, MaghBlananza. Estos tratamientos
presentaron diferencias estadisticas significatigae 84% y 90%. Mediante
técnicas de caracterizacion molecular se deteredlas cepas recolectadas en las
localidades bananeras de Machala y Bonanza peeersedcgrupo dérichoderma
asperellumy la cepa recolectada en la localidad bananeraajE corresponden al
grupo deTrichoderma viride Este estudio es una fase preliminar de investigacio
gue servira para finalmente poder formular unungfcida que permita controlar los
agentes fitopatdgenos que disminuyen la produetivide varios cultivos de interés

econdmico para el pais.



X. SUMMARY

The present work had as purpose to gather, totésota select, to identify and
characterization morfologic and molecular of natsteins ofTrichoderma sppof
most important banana areas of the country, witkeng@l of being used as
alternative control for the Black Sigatoka of thanbna crop. The antagonistic
potential of Trichoderma sppn front of the agent causdlycosphaerella fijiensis
Morelet whose imperfect form is denominataracercospora fijiensidorelet, was
evaluated by test of inhibitory action vitro. 11 strains offrichoderma sppwere
analyzed gathered of different banana areas of ctentry and 3 strains of
Trichoderma sppof the bank of strains of the Plant Phatologydratory (IASA 11).
The best antagonistic control ofrichoderma spp against the pathogen
Paracercospora fijiensiswas obtained with the treatments T4, T9 and T11
corresponding to the strains gathered in the taviriBaisaje, Machala and Bonanza.
These treatments presented significant statistif@rences between 84% and 90%.
By technicals of molecular characterization it wastermined that the strains
gathered in the banana towns of Machala and Bonae#ang to the group of
Trichoderma asperellurand the stump gathered in the banana town of jBaisay
correspond to the group @fichoderma viride This study is a preliminary phase of
investigations that will serve for finally to be labformulate a biofungicide that
allows to control the pathogens that diminish thedpctivity of several cultivations

of economic interest for the country.



Xl.  ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de la captura y aislamiento deongos en estudio

Fotos 1.y 2 - Captura y Aislamiento del hongo patiigcausante de la enfermedad.
Foto 3.- Obtencion del hongo antagonibtezhoderma sppkoto 4.- Discos para la
determinacion del ensayo de inhibiciémvitro.



Anexo 2. Medio selectivo para captura dé&richoderma spp.

Ingredientes Cantidad
Nitrato de calcio 109
Nitrato de potasio 0,259
Sulfato de magnesio 0,25¢g
Fosfato de potasio 0,259
Cloruro de calcio 109
Acido citrico 0,05 g
Sacarosa 204g
Agar 25,09
Agua 1 litro
Sulfato de estreptomicina 0,005¢
Mancozeb 0,003 g
Alcohol etilico 0,50 ml
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Anexo 3. Metodologias de extraccién de ADN

Metodologia propuesta por Kimet al. 1992 modificada por Lee 2000 y Argoti,

2007, para extraccion de ADN de hongos.

1. Colocar 4 ml de agua destilada estéril en la cajd pon micelio de siete dias
de crecimiento y se deposita en un tubo Eppendoi,8 ml, y centrifugar a
13000 rpm por 30 minutos y eliminar el sobrenadante

2. Altubo Eppendorf que contiene el micelio afiada pQ@e buffer CTAB.

3. Afiada 1,5 pL de proteinasa K a cada muestra (O/nihg incube a 65° C por
una hora a bafio maria.

4. Afada 700 pL de fenol —cloroformo-alcohol isoar2b:@4:1) y centrifugue a
13000 rpm por 30 minutos.

5. Transfiera el sobrenadante a un nuevo tubo y afdadalumen de fenol —
cloroformo-alcohol isoamil (25:24:1) y centrifugue 13000 rpm por 15
minutos. Retire el sobrenadante.

6. Trate el sobrenadante con 1 pL de RNA asa (50 jxg'micube por una hora a
37 °C.

7. Anada 1 volumen de Cloroformo-alcohol isoamilical:@d y centrifugue a
13000 rpm por quince minutos. El sobrenadante fiexasa otro tubo.

8. Afada 25 pL de acetato de sodio 3M y 500 pL dercggmol helado y se deja
en incubacion toda la noche a -20 ° C, centrifugd8000 rpm por 15 minutos.

Elimine el sobrenadante.
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10.

11.

Afiada 400 pL de etanol 75% y centrifugue a 13009 pgor 10 minutos.
Elimine el alcohol y deje secar al ambiente por difutos.

Resuspenda el pellet de ADN en 50 puL de TE e inaw2® ° C.

Una vez que se agrega Tris - Cl - DTA (TE) es rnmoepreparar el mix para

PCR.

Metodologia de extraccion modificada por Cobos 2009

De una caja con micelio de siete dias de crecimistolectar con la ayuda de
un palillo redondo de madera estéril todo el micphbsible y depositarlo en un
tubo Eppendorf de 2.0 ml, hasta que llegue a 1ark Bue se deshidrate llevar
a -80°C por una noche.

Macere el micelio directamente en el tubo Eppendorf el homogenizador
mecéanico por unos 2 minutos. Posteriormente af@@au8 de buffer CTAB
(200mM Tris- HCL, pH 8.0; 25mM EDTA,pH 8.0; 250mM dNaCL; 1% SDS;
1% pB- mercaptoetanol, 2% CTAB (N-cetyl-N,N,N-trimethgamonium
bromide)y vuelva a macerar con el homogenizadoémieo.

Agregar 400 pL de CTAB y realizar un vortex de ibuto aproximadamente
Afiada 10 pL de proteinasa K a cada nuestra (20mgreallice otro vortex de
30 segundos e incube a 65°C por una hora a 100@mpeghtermobloque. Cada
15 minutos dar pequefios vortex de 1 minuto.

Afada 700 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamib:@4:1) y centrifugue a

13000 rpm por 35 minutos. Vortex por 1 minuto
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10.

11.

12.

13.

Transfiera el sobrenadante a un nuevo tubo y aflagalumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamil (25:24:1) y centrifugue 13000 rpm por 20
minutos. Retire el sobrenadante.

Trate el sobrenadante con 2uL de RNAasa (50pg/mbiuwoe por 1 hora a
40°C a 700 rpm en el termobloque. Dar un pequeftexde 10 segundos
Afada 1 volumen de Cloroformo-alcohol isoamilicat:@ y centrifuge a
13000 rpm por 20 minutos. El sobrenadante trarssfeerotro tubo.

Afiada 700uL de isopropanol al 100% helado y se elejancubacion toda la
noche -80°C, centrifuge a 13000 rpm por 15 minlEtmine el sobrenadante.
Anada 400 pL de etanol 75% y centrifuge a 13000 pom10 minutos (en
centrifuga refrigerada a 4°C). Agite levemente tmano los tubos por 10
segundos.

Repetir el paso anterior.Posteriormente eliminealebhol y deje secar al
ambiente por 20 minutos.

Resuspenda el pellet de ADN en 100uL de TE .

Llevar la resuspension al termobloque a 37°C yGapt0 por una hora e incube

a-80°C
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Anexo 4. Metodologia aplicada para la realizacion @ los Geles de Agarosa en

Electroforesis

Electroforesis horizontal en geles de agarosa

Una vez extraido el ADN se procede a visualizarkxdiente una electroforesis en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidiatibza un voltaje de 120v por 1

hora.

Para la preparacion del gel se pesa una cantidagiaga de agarosa dependiendo de
la concentracion requerida y se disuelve en bliAdE 6 TBE. Se agita la solucidn
por 10 minutos en un stir hot plate para permitie ¢p agarosa se hidrate. Luego se
lleva la solucion a ebullicién por 1 min y se deganogenizar. Se repite este paso dos
veces. Posteriormente se deja enfriar hasta gaaados 55°C y se afiade 0.5 ul de
bromuro de etidio (10mg/mL) por cada 10 ml de séluicFinalmente se vierte en un
molde plastico previamente armado que conste deeinata con pocillos de tamafio

conocido.

Una vez solidificado el gel, se sumerge en un tamtpuelectroforesis horizontal lleno

con la misma buffer utilizada en la preparacion.géneral se pueden usar diferentes

buffers, pero las mas frecuentes son:
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» Tris acetato EDTA buffer (TAE): 40mM tris base, 2@macido
acético, 1ImM EDTA.

» Tris borato EDTA buffer (TBE): 89mM tris base, 89Mmacido
bdrico, 2mM EDTA. Mayor capacidad amortiguadora qéé y se

usa para fragmentos de hasta 12,000pb (Surzyckg)20

Posteriormente se procede a cargar las muesttas pocillos del gel para lo cual se
homogeniza 10ul de ADN con 2 ul de buffer de cdBjae juice 10X) el cual tiene
tres funciones principales: detener reaccionesvétitias, proveer densidad y color a

las muestras (Surzycky, 2000).

Paralelo a la corrida de las muestras, es necesargar en el gel un marcador de
peso molecular conocido, para poder determinaraelafio de las bandas. Para
visualizar los resultados se utiliza un fotodocutadar UVP BioDoc It con camara
digital CCD que emite radiacion UV a una longituel @hda de 365 nm al cual el

bromuro de etidio emite fluorescencia
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Anexo 5. Protocolo empleado para Reaccion de la Caiga de Polimerasa

REACCION DE PCR

Reaccion PCR Inicial 1X
Buffer 10x 5uL
MgCl, 50 mM 2 uL

dNTP’S 25 mM 0,4 uL
ITS 1 100 pmol 0,25 uL
ITS 4 100 pmol 0,25 uL
Taq 5 U/uL 0,4 uL
Agua ° PCR - 33,7 uL
Muestra 8 uL
Volumen Final 50 uL

PROGRAMA PCR : TERMOCICLADOR

Desnaturalizacion previa 94°C 5 minutos

Desnaturalizacion 94°C 1 minuto

Hibridacion 54°C 30 segundos 35 ciclos
Polimerizacion 72°C 1 minuto

Extension Final 72°C 7 minutos

Reposo 4°C 10 minutos
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Anexo 6. Codificacion de las cepas deichoderma spp. aisladas

Ne LOCALIDAD CODIGO
1 Quininde Qn

2 Yamile Ym

3 La Union Lu

4 Paisaje PJ

5 Congoma Cnga
6 San Ignacio Sl

7 Vilmita Vm

8 La Mana Lm

9 Machala Mch
10 San Gabriel SnG
11 Bonanza Bnza
12 Espe Cepa 9
13 Espe Cepa MT
14 Espe Cepa SG
15 Testigo Absoluto Paracercospora
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Anexo 7. Corridas de gel de agarosa con muestras eetraccion de ADN

Muestras de ADN deTrichoderma

'

Marcador de Peso
Molecular de 10( pb.

Corrida de gel con 13 muestras de extraccion de DNA

Muestras de ADN deTrichoderma

Bandas Marcadas de ADN
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Anexo 8. Procedimientos para identificacion de mstras usando programas
bioinformaticos

"2/ | micic | Insetar  Dissfio depagina  Formulas Datos  Revisar  Vista @-a x
= 4 =0 = s e = = = e N O s ¥ autosuma = A
& == 10 -|[a a7llll ||| | Siajustar texta General E &= 5 [ 3 retlrar- Z? \fa
Pegar N £ s - £ Combi trar v o ||%8 %8|  Formato Darformato Estilosde  Insertar Eliminar Formato | Ordenar  Buscary
B L = === A5 | 5 Conalycentias i (2 condicional - como tabla - celda - - - 2Bormar~  yiltrar~ seleccionar
Portapapeles = Fuente i) Alineacian T Numera ] Estilos Celdas Maodificar
D1 - S| ¥
sEC D E F G HIL[ K L M N 0 P Q R s T S
I
2 — Type of S i g If yau have more than 2 difierent types of samples or sequencing
3 ___ reactions, please use another sample sheet by clkicking another tab in
4 [ Sample type I . ] the order sheet file
5 | DNA & ducts(non-purified: Purification sion 3
§ % M—i-\
- | I Purification : PCR were already done by customer, butthey are not yet purified. Macrogen purfi
o Not y * No PCR or purification is necessary. The samples are already ready to be sec
3 | C ts on the Samg % Describe freely ahoul the detalled information about your sameles, if
10 necessan.
11
12
3 Cells in ells are in i
14 |Agar plate : Cell are on the surface(in the middle) of solid agar media
13
12 L 1 Important Note:
= Reaction Information Each number indicates individual sequencing reactions. So please fil in
every single reaction in every line to prevent from any error that can be
13 Seauencing reactions were ordered, caused by misinterpretation.
13 TR T Tame ot Sea primer NN (ex, Line | : pGAD4 - MI3F Line 2 pGADA - M13R)
20 || Quininde 15
g; § OC”Q‘E‘"“E g;‘ TFDNA samples were Iyophilzed, please write he amauntof DW o make
50ng/ul In final.
21 | & con TS+
24| | |5z Unign TS
25 6 | LaUnidn ITS4
26 | |7 San Jacinto =
27 | |8 SanJacinta TS+
28 | |'2] Congoma TSt
29 | ]40] Congoma TS+
30 | [33] Santo Domingo et
31 | |32 Santo Dominga TS+ |
W4 bl [ el == _Sample don < F1 A7 n I

Seleccione el destino v presione ENTRAR o elija Pegar [EEET

/= Protein BLAST: search protein databases using a protein query - Windows Intemet Explorer

f 9 T ~| &[4 | x |0 Googt S
% Google | genbank = ]Bus:a.vll-e;;v - | @ Compartir- B~ [ Sidewiki ~ | "% Corrector ortografico - (88| Traducir - ] Autocompletar = % & = () Acceder -
x &Y WindowsLive Bing B - | WhatsNew Profle Mol Photos Calendar Share | | = signin
TVENIP.COM ~ Be ~ TV4CHAT ~ @3 FUTBOL = CB TVECUADOR ~ [ Videos iy +CANALES ~ (& B rado. - EN5) = vigta ¥ [H Desactivado ~ | 1+
77 Favoritos | 55 & | Mas complementos v (& Sitios sugeridos v
& e
22 Protein BLAST: search protein databases using a = ~ [ mm v Paginav Seguridad v Herramientas v g~
GOUS[Q Esta pagina esta escrita en inglés. ; Quieres traduciria con la barra Google? Was informacion Traducir | | Desactivar traduccion al mg\és‘ ¥
blsstn | blasto | blastx | tblastn | thiast #
BLASTP programs search protein databases using a protein query, more. Resetpsge  Bookmark
Enter Query Sequence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Query subrange &
AGCTCTGAGCAARARTTCARRATGARTCARRACTTTCARCARCGGATCTCTTGGTICTGGCATCGAT # F
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATARGTARTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAR o
CGCACATT GTATTCT TGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCE [
CTCCGGEGEGATCGECETTGEGEATCGEEACCCCTCAC ATACAGTGGCGG To
TCT TCT! TATTTGCACAACTCGCACCGGG: -
Or, upload file e | 3
Joh Title 090713-04_G11_88_Vilmita-TS1.ab1
Enter a descriptive titie for your BLAST search &
[7] Align two er more sequences &
Choose Search Set -
Database @
Organism [ Exclude .+
Optional
Enter organism common name, binomial, or taxid. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude [ Models pavixp) [ L sample
Optional
Entrez Query
Optional
Enter an Entrez query to limit search & -
@ Internet | Modo protegido: activado Gy BI0% v

Ingreso de datos en formato Fasta al NCBI.
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/= NCBI Blast:090713-04_G11 88 Vilmita-ITS1.ab1 {458 - Windows Internet Explorer

R IO = ivip.//bict ncbi i nib.gov/Blast.coi BEE Gaogle P
x Google [ genbank lBuszar‘i - $~| Compartir= B~ [ Sidewiki - | % Corrector ortografico = 23| Traducir = 5] Autocompletar = ) Acceder -
% &Y Windows Live  Bing B » | WhatsNew Profile Mail Photos Calendar Share ‘ A | [# Ssignin
x TVENIP.COM ~ E]ﬂ Go T uTV#CHAT v &yruoL v LA TVECUMDOR v [l Videos iy +CANALES ™ % Visita ¥ [N Desactivado ™ | i+
77 Favoritos | 55 & | Més complementos v (& Sitios sugeridos v
| = NCBI Blast030713-04 611 88 Vilmita-ITSLab1 (458 | ~ [ e v Piginav Seguridad > Herramientas~ v
Gougle"‘ Esta pagina esta escrita en inglés. ; Quieres traducirla con [a barra Google? Mas informacicn Traducir | [ Desactivar traduccidn al inglés ] X
UIOT TS T 00 TS AT EHI0 7
Query ID 160661 Database Name nr
Description 090713-04_G11_88_Vilmita-ITS1.ab1 Description All GenBank+EMBL+DDBI+PDA sequences (but no EST, 5TS,
Molecule type nuclsic acid GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 458 Program BLASTN 2.2.23+ FCitation

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores. click to show alignments |

Color key for alignment scores

Andlisis de los datos ingresados

/= NCBI Blast090713-04_G11 88 Vilmita-ITS1.abl {458 - Windows Internet Explorer

KRRl = tr//bisctncbi i nin.gow Blsst coi B D -
% Google [ genbank E-] Bus(ar'i - $v| Compartir~ B~ [ Sidewiki - | % Corrector ortografico = 33| Traducir = -] Autocompletar = 2 ) Acceder
x &Y Windows Live Bing B - -What‘sNew Prn;\lz Mail .P.hetcs Calendar  Share ‘ EFS ) Signin
X TVENIP.COM =~ En Go 4 TV+CHAT v G FUTBOL > Gl TVECUADOR ~ [ videos gy +canaes ~ (ENCIITTENEA )5 =5 vists ~ ) Desactivado | i+

¢ Faverites | 5k | Mas complementos ~ @& Sitios sugeridos v

| g ~ Paginav Seguridad v Heramientas v i+ i

| = NCBI Blast090713-04_G11 88 Vilmits-TSLabL 458 |

GDL'!S[C " Esla pagina esta escrita en inglés. ;Quieres traducirla con la barra Google? Mds informacidn Traducir | [ Desactivar traduccidn al inglés ] 4
¥ Descriptions
Legend for links to ather resources: [0 Unicene I3 6E0 [@ Gene B structure [ Map Viewsr
Sequences producing
Accession Description Max score Total score Query coverage __ E value HMax ident Links

Trichoderma asperellum strain T186 135 ribosomal RNA aene, parti 833 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain T77 185 ribosomal RNA aene, partia 833 100% 00 99%
Trichoderma asperellum strain T52 185 ribosomal RNA aene, partia 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain TS1 185 ribosomal RNA gene, partia 833 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain T29 185 ribosomal RNA aene, partia 833 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain T8 18S ribosomal RNA aene, partial 835 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain TS 185 ribosomal RNA gene, partial 833 833 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum isclate NEAIL(N)ASS 12A-Ta 18 ribosoma 830 830 100% 0.0 99%
Trichoderma asperellum strain TA 07 185 ribosomal RNA gene, parl 830 830 100% 0.0 99%
kL strain CBS 121219 185 ribosamal RNA ge 830 830 100% 0.0 99%
Trichoderma sp. GID-20092 strain GIS 04-116 185 ribosomal RNA ¢ 830 830 100% 0.0 a5%
Trichoderma sp. GID-2009a strain GJS 04-310 185 ribosomal RNA ¢ Q 830 100% 0.0 99%
Trichoderma sp. GID-20082 strain G5 04-16 185 ribosomal RNA qe 830 830 100% 0.0 99%
Trichoderma sp. GID-20092 strain GIS 04-118 188 ribosomal RNA ¢ 830 830 100% 0.0 99%

GU138297.1  Trichoderma sp. GID-2009a strain GIS 04-108 185 ribosomal RNA ¢ 830 830 100% 0.0 99%

GU188296.1 Trichoderma sp. GID-2009a strain GJS 06-159 185 ribosomal RNA ¢ 830 830 100% 0.0 99%
Trichoderma sp. GID-20092 strain GIS 04-72 185 ribosomal RNA at 830 330 100% 0.0 ao%
Trichoderma asperellum strain ZIPHD&10 185 ribosomal RNA gene, 830 830 100% 0.0 99% =

] i I b

Busqueda en el banco de genes mundial, similitysbdeentaje con especie
Trichoderma asperellurfa9%.
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nt Editor

om Horizontal Scale  Accesory Application  RNA  Window Help

File Edit view
=0

Pt c: \s ias_ESPE_jul0g_1\
ESBmp‘L 100___LU-ITS4 |File: C:Users'comandato'Desktop Grace' Secvencias_ESPE_jul09_1'Sacuencias ESPE jul09 1'Secuencias ESPE jul090100__ LU-TT84 abl

ias ESPE julg 1\ ias ESPE jul09\100_LU-ITS4.abl

e Sekcled 95
50 5 0 80 o0 100 110 120 130 140
TTTAACGGCTGTG GACGCECOOCGCTOCCOATGCGAGT 6T GCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCG GCGAGACE GOCACTE TATTTCGGAGACGGCCACCT

1258, 4293 104

I

A

Picos de la secuencia de una de las muestras mandié en direccion Forward and
reverse.

% File Edit Sequence Alignment View Accessory Appiication RNA World Wide Web Options Window  Help
=]
= Wﬂ B 2 total sequences
Modk = Selection nul Sequence Mask. None Start
b TR Postior Humbering Mask: Hone e ot
= = B R o EATGAT T B B = e |
£IDID Gon-+ Eﬁé.éﬁll"! TN CRTERT @MIE speed slow gy -« fast
T L L e 4 [ D [ e e R e e e e e
1| 50 60 70 80 30 100 110 120 130 140 150
100 TU-1TS4 |[TCAGA: TGTTTAACGGCTGTGE. GCG GCGCT GATGCGAGTGTGCARACTECTGCGCAGGAGH! TGCGGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCCGCTAAGGGA
100_LU-ITs1  |GTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGECGGEATCTCTG GEGTGCETCECAG GGACCRAGECGCCOG CAACCARAACTCTTTTTGTATA TCGCGEGTTTTTTAA
Lat = |
Al

Secuencia de una de las muestras ITS1 — ITS4.
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3 Biokdit Sequence
File Fdit [Sequence| Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help

=0

MNew Sequence
Edit Sequence

Edit all selected

Select Positions

Open at cursor position
Extract Positions.

Go to Pubmed references

Overwrite/Retrieve sequences by gi numberin title by HTTP to GenBank
Overwite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence)

True positions from alignment positions

Filter out sequences containing certain characters
Rename

Sort

PCR Primers / oligos

Pairwise alignment

Simmilarity Matrix (for pairwise alignments and shading)

09 1 Secuencias ESPE jul02\88_Vilmita-ITS... [= | ==

Start
nder at

Seroll Ll |
speed slow oy fast

\ACTGTTECCTCGGCGEGGTCACGCCCCEEETE

T TGGEGTETTTTACGGACGTGEACGCGCCGCGOTOCC

Align two sequences (optimal GLOBAL alignment)

Align two sequence (allow ends to slide)

Features Calculate identity/similarity for two sequences

Sequence groups (or families)
Edit Mode

Mask

Toggle Color

Gaps

Manipulations

Mucleic Acid

Protein

Translate or Reverse-Translate (permanent)
Translate in selected frame (permanent)

Toggle Translation Ctrl+G

Alineacién de las dos secuencias forward and revéd@aina muestra

3 Biokdiit Sequence Al
File Edit Sequence View Accessory Application RNA World Wide Web  Options  Window Help
=0 Minimize Alignment
Minimize alignment to mask
> Tab-delimited summary of masses and basecounts for selected columns of selected sequences
Sequence Identity Matrix
Sequence difference count Matrix
Create Consensus Sequence
Entropy (Hix) plot
Teggle Translation Cirl+T ”E JU09\88_Vilmita-ITS... [= | ==
Positional Nucleotide Numerical Summary
Positional Amino Acid Numerical Summary Start
Positional frequency summary (any characters, ~-. are gaps) nuler at
Find Conserved Regions | @Hr st
Similarity Matrix (for shading) ! SRR Lol

Strip columns containing gaps [CTCGGCGGEETCACGCCCCGEETE

Plot identities to first sequence with a dot LCGBERCGTEGACGEGCCECGETCOC
Information scan
Create IUPAC consensus in selected columns (nucleotide only, no threshold)

Flush the alignment (pad ends with gaps to longest sequence)

Create cell matrix of positions under current % identity

Creacion de la secuencia consensus
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" Biokdit Sequence

=D

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help

¥ Pairwis

Alignment summary

> i i

R Y e e
b a— : : ; " 7 i

= |[E 5=

' '
i T 0 0 g

Pairwise Alignment

Sequence ends allowed to
Rlignment sc

Sequence 1: 88 Vilmita-ITS1
Sequence 2: 88_ Vilmita-

p\Grace\Secuencias_ESPE juldd 1\Secuencias ESPE jul09 1\Secuencias ESPE juldd\88_Vilmita-ITS... [ = || & || 23

ITS4 2 total sequences

slide over each other

Frnce sk Hone

Identities:  0,3664122

$ CABioEdit\Temp\~outtmp =
(=] [CowierNen  =|[11 =] B 3total sequences =) [l

Mod: = Selsaia il Sequence Mask: None St —
e Sect /S =] Piston Numbeing Mask: None e at]1
= ST B TR e e ¢ [T A e = Seroll Lt —1
§ 1D XIT §ool+ B EEETNIIAEE 2 1B S aE e
e e e e e e
| 560 570 580 550 600 €10 €20 -l

CGGGACCCCTCACAC GEGTGCCGECCCOG A2
jcaT TCACZ
Consensus CGRGACCCCTCAC

TTTGCA

Secuencia consensus creada
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