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RESUMEN

La Sigatoka negra, causada por Pseudocercospora fijiensis, constituye una de las
principales enfermedades que afectan los cultivos de muséaceas en la regién del Uraba antioquefio,
generando pérdidas economicas significativas y dependencia del control quimico. En este contexto,
el uso de agentes biolégicos como Trichoderma sp. se presenta como una alternativa sostenible. El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica de los metabolitos secundarios
producidos por cepas autdctonas de Trichoderma sp., aisladas en suelos agricolas de la region. La
metodologia incluy6 la bioprospeccion, aislamiento e identificacion microscopica de las cepas, su
cultivo en medios s6lidos y liquidos bajo diferentes condiciones de luz y oscuridad, la extraccién
de metabolitos mediante solventes organicos y la evaluacién in vitro de su efecto inhibitorio sobre
el tubo germinativo de P. fijiensis. Los resultados mostraron que ambas cepas presentaron una
inhibicion significativa dependiente de la concentracion, alcanzando valores del 100 % en dosis
superiores a 600 pL. La cepa aislada en la Universidad de Antioquia (UdeA) (Trichoderma
asperellum) evidencié mayor estabilidad en sus respuestas bioactivas, especialmente en
condiciones de oscuridad, mientras que la cepa URI (Trichoderma harzianum) destaco en medio
liquido bajo luz. Estos hallazgos confirman el potencial de los metabolitos de Trichoderma sp.
como agentes de biocontrol frente a la Sigatoka negra y promueven su aplicacion en la produccion

agricola sostenible.

Palabras clave — Trichoderma sp., metabolitos secundarios, control biolégico,

Pseudocercospora fijiensis, Sigatoka negra.
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ABSTRACT

Black Sigatoka, caused by Pseudocercospora fijiensis, is one of the most destructive
diseases affecting banana and plantain crops in the Uraba region of Antioquia, leading to significant
economic losses and excessive dependence on chemical control. In this context, the use of
biological agents such as Trichoderma sp. represents a sustainable alternative. This study aimed to
evaluate the antifungal activity of secondary metabolites produced by native Trichoderma sp.
strains isolated from agricultural soils in the region. The methodology included bioprospecting,
isolation, and microscopic identification of the strains, cultivation under solid and liquid media
with light and dark photoperiods, extraction of metabolites using organic solvents, and in vitro
evaluation of their inhibitory effect on P. fijiensis germ tube development. The results showed that
both strains exhibited concentration-dependent inhibition, reaching up to 100 % inhibition at doses
above 600 pL. The strain isolated from the University of Antioquia (UdeA)(Trichoderma
asperellum) showed greater stability in its bioactive responses, particularly under dark conditions,
while the URI (Trichoderma harzianum) strain performed better in liquid media under light
exposure. These findings confirm the potential of Trichoderma sp. metabolites as biological control
agents against Black Sigatoka, supporting their application in sustainable agricultural production.

Keywords — Trichoderma sp., secondary metabolites, biological control, Pseudocercospora
fijiensis, Black Sigatoka
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I. INTRODUCCION

El uso de agentes bioldgicos para el control de enfermedades en cultivos agricolas ha
cobrado relevancia en los ultimos afios como alternativa frente al uso intensivo de plaguicidas
quimicos, los cuales han demostrado efectos adversos en el medio ambiente, la salud humana y la
sostenibilidad de los sistemas productivos. En este contexto, Trichoderma, un ascomiceto de la
familia Hypocreaceae, ha emergido con un gran interés biotecnoldgico por su capacidad de
producir metabolitos secundarios con propiedades antifungicas, su competencia por espacio y

nutrientes, y su notable capacidad de micoparasitismo [1]-[3].

Trichoderma spp. es un organismo cosmopolita que habita suelos, madera en
descomposicion y rizsferas de plantas. Presenta una alta plasticidad ecoldgica y se caracteriza por
su rapido crecimiento, su elevada produccion de enzimas y su interaccion simbidtica con plantas
[4][5].Ademas, es capaz de sintetizar diversos metabolitos secundarios como péptidos no
ribosomales, policétidos y terpenoides, que le confieren una fuerte actividad antimicrobiana y
citotoxica frente a hongos fitopatdgenos [3][6][7]. La expresion de estos metabolitos depende de
multiples factores como el pH, la luz, las condiciones de cultivo y la interaccion con otros

organismos [8]-[10].

Uno de los principales retos fitosanitarios en el cultivo de muséceas es la Sigatoka negra,
causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis, que afecta severamente la produccion bananera
en regiones tropicales y subtropicales. Su control convencional mediante fungicidas no solo
incrementa los costos de produccion, sino que también genera impactos negativos sobre el
agroecosistema. Frente a esta problematica, el uso de cepas de Trichoderma spp. autdctonas,
adaptadas a condiciones locales, representa una alternativa prometedora para el desarrollo de

bioproductos eficaces, seguros y sostenibles [11].

Este trabajo tiene como objetivo principal evaluar la actividad antifungica de metabolitos
secundarios producidos por cepas autéctonas de Trichoderma sp., aisladas de suelos agricolas de
la subregion de Urab4, frente al patdgeno P. fijiensis. Para ello, se plantea un estudio experimental
de tipo cuantitativo que comprende varias etapas:
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(i)

(i)

(iii)
(iv)

(v)

Una revision bibliografica sobre los mecanismos de accion de Trichoderma y sus
metabolitos;

La bioprospeccion, aislamiento e identificacion morfoldgica y microscépica de
cepas nativas;

El cultivo en medios solidos y liquidos para la produccion de biomasa y metabolitos;
La extraccién y caracterizacion quimica de los compuestos bioactivos mediante
técnicas cromatograficas como HPLC-MS; y

La evaluacion in vitro de su efecto inhibitorio sobre el desarrollo del tubo

germinativo de P. fijiensis.
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Il. OBJETIVOS
A. Objetivo general
Evaluar un metabolito secundario de una cepa autéctona de Trichoderma sp. aislada en la
subregion de Uraba para su potencial uso en el control biologico de Pseudocercospora fijiensis,
agente causal de la sigatoka negra en banano y platano.

B. Objetivos especificos

Realizar bioprospeccion y aislamiento de una cepa autoctona de Trichoderma sp. en la

subregion de Uraba, con potencial bioactivo para el control de Pseudocercospora fijiensis.

Establecer condiciones de cultivo para la cepa de Trichoderma sp. en medios sélidos y
liquidos para la produccién de biomasa y metabolitos secundarios.

Desarrollar una metodologia de extraccién y caracterizacion de un metabolito de

Trichoderma sp. con actividad reportada en el control de Pseudocercospora fijiensis.
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I11. MARCO TEORICO

3.1. La subregion de Uraba y sus cultivos caracteristicos

La subregion de Uraba, ubicada en el departamento de Antioquia, es reconocida por su alto
potencial agricola, en especial por la producciéon de musaceas (banano y platano), que constituyen
su principal actividad econémica y una de las mayores fuentes de exportacion del pais [12]. Las
condiciones agroclimaticas de la region, con temperatura entre 26 — 28 °C, alta humedad relativa
y precipitaciones frecuentes, favorecen el desarrollo de los cultivos de musaceas, pero a su vez
propician la aparicion y propagacion de enfermedades como la Sigatoka negra, la marchitez por
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC R4T), la pudricién del racimo causada por
Colletotrichum musae [13].

3.2. Sigatoka negra

La sigatoka negra es una enfermedad foliar causada por el hongo Pseudocercospora
fijiensis, que afecta a las musaceas y se considera una de las mas devastadoras en plantaciones de
banano y platano en zonas tropicales [14]. Este patdgeno invade el tejido foliar, reduce la capacidad
fotosintética de la planta y disminuye la calidad y rendimiento del fruto. La infeccion progresa
desde manchas foliares hasta la necrosis total de las hojas, acelerando la maduracién prematura del

fruto y afectando su comercializacion [15].

3.3. Métodos actuales de control

El manejo convencional de la Sigatoka negra se basa principalmente en el control quimico
mediante la aplicacién frecuente de fungicidas sistémicos y de contacto. En regiones como Uraba,

pueden realizarse hasta 50 aplicaciones aéreas anuales para contener la enfermedad[16],[17]. Sin
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embargo, el uso intensivo de agroquimicos ha generado preocupaciones ambientales, riegos para

la salud humana, resistencia fungica y altos costos de produccion [18].

Ademas de los fungicidas se han implementado précticas culturales como la eliminacion de hojas
infectadas, mejora de la ventilacion en el cultivo y uso de variedades tolerantes, aunque estas

estrategias por si solas no resultan suficientes para un control efectivo y sostenible [19].

3.4. Control biologico como alternativa sostenible

El control biol6gico ha emergido como una estrategia promisoria dentro del marco de la
agricultura sostenible y la bioeconomia. Esta practica consiste en el uso de organismos vivos 0 sus
metabolitos para reducir la incidencia de plagas y enfermedades en los cultivos [20]. En el caso de
enfermedades como la Sigatoka negra, los agentes de biocontrol pueden competir por espacio y
nutrientes, parasitar al patdgeno, inducir respuestas de defensa en la planta o secretar compuestos
antifangicos.

3.5. Generalidades de Trichoderma

El hongo Trichoderma, un ascomiceto perteneciente a la familia Hypocreaceae, es un
organismo cosmopolita que se encuentra cominmente en suelos, madera y en hortalizas en
descomposicion. Se caracteriza por su alta plasticidad ecolégica, lo que le permite tener una notable
capacidad para interactuar con otros hongos, animales y plantas, y por su habilidad para degradar
una amplia gama de sustratos, lo que lo convierte en un excelente candidato para diversas
aplicaciones biotecnoldgicas. Posee una gran capacidad de produccion de metabolitos activos que
le otorgan propiedades de micoparasitismo, competiendo eficazmente por espacio y nutrientes, y
generando compuestos antimicrobianos que actlan sobre patdgenos de plantas. A pesar de que su
clasificacion taxonémica es compleja y aun incompleta, estudios moleculares han ayudado a

mejorar la identificacion de especies dentro del género, lo que facilita su uso en biotecnologia [1].
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3.6. Clasificacion taxondmica

El género Trichoderma pertenece al filo Ascomycetes, clase Sordariomycetes, orden
Hypocreales, familia Hypocreaceae [4]. En general, no presenta estado sexual especifico y ademas
posee méas de 200 especies, de las cuales mas de 30 poseen propiedades para el control biolégico.
La reproduccion asexual se da mediante la formacion de conidios, los cuales son esporas verdes
formadas por conidioforos ramificados y septados. Son conocidos por su rapida tasa de crecimiento
y su alta produccidn de enzimas [2] [5]. Las especies mas relevantes de Trichoderma para el control
bioldgico incluyen T. atroviride, T. asperellum y T. harzianum, siendo este Gltimo recientemente
identificado con el estado sexual Hypocrea lixii. Estos hongos son aerdbicos facultativos y
simbioticos con plantas, sin ser patdgenos para ellas. Se encuentran comdnmente en suelos
agricolas y en otros ambientes, particularmente en las raices de plantas, mostrando una notable
capacidad de colonizacién y adaptacion a una variedad de suelos y condiciones ambientales, desde
suelos &cidos hasta aquellos con diferentes contenidos de materia organica [5].

3.7. Macro y microscopia

La coloracion generalmente varia entre blanco algodonoso al principio del cultivo [5] hasta
un verde amarillento y verde oscuro [21]. También puede presentar coloracion gris verdoso y verde
claro [22], con presencia de anillos concéntricos distribuidos en el interior de la caja y micelio
aéreo. Produce tres tipos de propagulos: las hifas, los conidios y las clamidosporas; estas ultimas
son estructuras globosas con pared rugosa y mas gruesa que los conidios con capacidad de
resistencia a las condiciones desfavorables. Los conidiéforos son muy ramificados, hifas tabicadas
con mas de un nucleo; los conidios son ovoides con un Unico nucleo y pared normalmente lisa,

siendo el verde el color principal [2].

A continuacion, se muestran dos especies de Trichoderma con coloraciones caracteristicas

diferentes. En la figura 1 se muestra a Trichoderma harzianum y Trichoderma viride.



Fig 1. Cultivo en caja Petri de (a) Trichoderma harzianum (b) Trichoderma viride

Nota fuente: [23].

3.8. Metabolitos secundarios de Trichoderma

Diferentes factores como la sefializacion del pH, las proteinas del complejo velvet y las
interacciones con otros organismos son responsables de la expresion de genes relacionados con los

metabolitos secundarios en Trichoderma spp.[8].

Los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma, como los péptidos no
ribosomales (NRP), los cuales incluyen epipolitiodioxopiperazinas (ETP) y siderdforos; los
policétidos y terpenoides exhiben una notable actividad antifungica [3][6]. Los NRP,
especialmente los peptaibidticos, actian formando canales en las membranas Yy
permeabilizandolas, lo que les confiere propiedades antimicrobianas y citotoxicas. Las ETP, como
la gliotoxina, son altamente toxicas y tienen un papel dual como factores de virulencia y agentes
antimicrobianos, suprimiendo hongos competidores. Los sider6foros, aungue principalmente
quelantes de hierro, limitan la disponibilidad de este recurso para otros microorganismos, lo que

indirectamente contribuye a la actividad antifungica [6].
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3.9. Activacion del metabolismo secundario

Diversos factores como la luz, el pH, los nutrientes, la inanicion o las lesiones mecénicas
afectan a este proceso [9]. En Trichoderma, la luz influye profundamente en el crecimiento, el
desarrollo asexual y sexual, la regulacion de las enzimas y el metabolismo secundario [10].

La fermentacion se lleva a cabo incubando el cultivo bajo iluminacién, agitacion y aireacion
a temperaturas que oscilan entre 25 °C y 30 °C. El pH del medio se mantiene entre
aproximadamente 5,8 y 7,0 [9].

3.10. Compuestos con actividad antifungica presentes en Trichoderma spp.

La mayoria de las cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios con alta
capacidad antagonista donde aproximadamente el 80 % pertenecen al grupo de los peptaibioticos

[24] de los cuales destacan los peptaiboles [25].

Péptidos no ribosémicos

Peptaibioticos

Son un gran grupo de péptidos lineales o, en algunos casos, ciclicos con una longitud de 4-
21 residuos y un peso molecular de 500-2100 Da [6], destacandose a Trichoderma como el maximo
productor [26]. Poseen actividad formadora de canales i6nicos e inhiben las enzimas asociadas a

la membrana implicadas en la sintesis de la pared celular [26], [7] ,[27].

Epipolitiodioxopiperazinas

Son metabolitos altamente reactivos caracterizados por un anillo de dicetopiperazina que
se deriva de un péptido ciclico. Su toxicidad se debe a la presencia de un puente disulfuro que
inactiva las proteinas uniéndose a grupos tiol y generando especies reactivas de oxigeno mediante

ciclos redox, siendo la gliotoxina la mejor estudiada [6] [28].
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Sideroforos

Los siderdforos fungicos son principalmente fusarininas, coprégenos y ferricromos, que
pertenecen al grupo de los sider6foros hidroxamato. La deficiencia de hierro en el caldo de cultivo
conduce a la expresion de coprogeno, coprégeno B y ferricrocina [6]. Solo se han asociado dos
NRPS a la biosintesis de siderdforos en Trichoderma. Uno forma parte del grupo de genes
biosintéticos de ferricrocina (BGC) en T. virens, T. atroviride y T. reesei, y el otro es un NRPS del
tipo NPS6, que esta involucrado en la produccion de la mayoria de los siderdforos secretados por
T. virens [29].

Policétidos

Los policétidos son un grupo de metabolitos secundarios producidos por hongos
filamentosos [30]. Se sintetizan a partir de unidades simples como la acetil-CoA y la malonil-CoA
mediante policétidos sintasas (PKS), que realizan sucesivas reacciones de condensacion
descarboxilativa. Las PKS son enzimas complejas estd compuesta por al menos una cetoacil
sintasa, una acil transferasa y un dominio de union a fosfopanteteina [6]. Estas se expresan en
diferentes condiciones y estan reguladas por la proteina Vell. Algunas PKSs en T. virens y T.
atroviride se asocian con la proteccion contra radiacion UV vy la interaccion con otros organismos,

como en el micoparasitismo [30].

Terpenoides

Los terpenoides identificados a partir de Trichoderma spp. incluyen terpenos volatiles, el
diterpeno tetraciclico harziandiona, sesquiterpenos como los tricotecenos trichodermina vy
harzianum A, y el triterpeno viridina. Las enzimas clave en la biosintesis de terpenos son las
terpeno sintasas/terpeno ciclasas. Sin embargo, la diversidad de estructuras de terpenos con
frecuencia supera el niUmero de enzimas respectivas codificadas en el fendmeno, ya que las terpeno
sintasas producen una mezcla de compuestos estrechamente relacionados en lugar de un solo

terpeno [6].
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3.11 Cultivos de Trichoderma

Trichoderma es un hongo con gran potencial biotecnolégico para el control de
enfermedades en diversos cultivos agricolas debido a su actividad antimicrobiana, principalmente
de hongos clave como Sclerotium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Cercospora spp., entre
otros [31], incluyendo a Mycosphaerella fijiensis [32]. Actualmente, debido al dafio causado por
el uso de plaguicidas en la salud de los cultivos, se hace necesario hacer una transicion a sistemas

0 bioproductos basados en Trichoderma, los cuales pueden ser sélidos o liquidos.

3.12. Produccion de peptaiboles

La produccion de peptaiboles y lipopeptaiboles se pueden lograr utilizando diversos medios
nutritivos, como el agar de patata dextrosa (PDA), el agar de extracto de malta (MEA), la peptona
de levadura glucosada (PYG), el agar de dextrosa caseina (DCA), el medio de agar selectivo para
Trichoderma (TSM) y el medio Sabouraud (agar Sabouraud Difco); junto con la adicion de
pequenas cantidades de sales como MgSQO4, FeCl,, MnSOa, ZnSOs, KCl, K:HPO4, KNOs,
Ca(H2PO4)2, CuSO. y FeSOa4 [24] en condiciones de no oscuridad [33].
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IV. METODOLOGIA

Este trabajo fue un estudio cuantitativo de tipo experimental. En una primera etapa se
realiz una revision bibliogréfica sobre los métodos convencionales de control de la Sigatoka
negra, los metabolitos producidos por Trichoderma sp., su modo de accién y su uso en el control
bioldgico sobre Pseudocercospora fijiensis. Luego, se llevdé a cabo una bioprospeccion y
aislamiento de dos cepas autoctonas de Trichoderma sp. en la subregion de Uraba, asi como el
establecimiento de condiciones de cultivo en medios solidos y liquidos para la produccion de
biomasa y metabolitos secundarios. Posteriormente, se llevd a cabo una metodologia de extraccion

y caracterizacion del metabolito con potencial antifingico.
4.1. Recoleccion de muestras
Muestras de suelo
Las muestras de suelo fueron recolectadas en bolsas de plastico herméticas. Usando un barreno se
cavaron huecos cerca de las raices de las plantas de platano con una profundidad entre 20 y 30

centimetros [34]. Se recolectaron las muestras de suelo donde se evidenciaron cortes sobre las

raices de la planta a la profundidad establecida (Fig 2).

Fig 2. Toma de muestra de suelo con Barreno.
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Muestras de tejido foliar

Las muestras de tejido foliar fueron obtenidas realizando cortes sobre hojas de plantas infectadas
con Sigatoka negra en estadio 6. Las hojas infectadas fueron cortadas con una podadora y las
muestras fueron obtenidas posteriormente recortadas con tijeras previamente desinfectadas.

Finalmente, las muestras fueron almacenadas en bolsas de papel (Fig 3).

Fig 3. Toma de muestra de tejido foliar.

4.2. Aislamiento de Trichoderma

Las muestras de suelo fueron mezcladas hasta obtener una muestra uniforme.
Posteriormente se tomd 1 gramo de esta mezcla y se prepararon diluciones seriadas hasta 10 [35].
De cada dilucién, se tomaron 100 puL y se sembrd por extension en placas Petri con medio de
cultivo TSM (Trichoderma Selected Media) (Fig 4). Para la preparacion de 1 L de medio se usaron
0,2 g de sulfato de magnesio (MgSQO4-7H20), 0,9 g de fosfato dipotasico de hidrégeno (K2HPO,),
0,15 g de cloruro de potasio (KCI), 1,0 g de nitrato de amonio (NHsNQO3), 3,0 g de glucosa, 0,15 g
de rosa de Bengala, 20 g de agar-agar y 0,25 g de cloranfenicol [36]. El protocolo de referencia
consultado sugeria acidificar el medio hasta pH 4,0 [37],[38]; sin embargo, en las pruebas
preliminares bajo esas condiciones no se observo crecimiento de los aislamientos locales. Por tal
razon, y con base en evidencia que sitla el éptimo de crecimiento y esporulacion de Trichoderma
entre pH 4,5-5,5 y reportes comparativos donde pH 5,5 maximiza el crecimiento de diversas cepas,
se ajusto el pH del TSM a 5,5 [39].
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El pH se ajustd antes de la esterilizacion con HCI o NaOH (soluciones estandar)
verificAndolo con pH-metro calibrado. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante un
periodo de 7 dias, observando el crecimiento caracteristico de colonias de Trichoderma (coloracion

verde, crecimiento rapido, margen regular) [40].

Fig 4. Procesamiento de las muestras de suelo (a) Diluciones seriadas, (b) Siembra en medio PDA y TSM.

4.3. ldentificacion macroscépica y microscopica de Trichoderma

Luego de incubar las cajas Petri con medio TSM, inoculadas con las diluciones seriadas de
las muestras de suelo, se procedid a la identificacion preliminar de colonias compatibles con
Trichoderma. Las colonias fueron seleccionadas con base en su réapido crecimiento, micelio
inicialmente blanco que adquirié tonalidades verdes y amarillas con el tiempo con textura
algodonosa, margenes definidos y presencia de anillos concéntricos. Las colonias fueron repicadas
en placas con medio PDA suplementado con Rosa Bengala y 100 ppm de Cloranfenicol [41] para

su purificacion.

Una vez obtenidas colonias puras, se procedio con la identificacion microscépica utilizando
un microscopio éptico compuesto. Se prepararon montajes temporales con azul de lactofenol donde
se pudieron observar estructuras tipicas del género Trichoderma, como conidiéforos ramificados,

fidlides en disposicion verticilada y conidios globosos.
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4.4. Conservacion de las cepas aisladas

La conservacion de las 2 cepas encontradas se desarrolld mediante la técnica de
conservacion usando papel filtro. En este caso, se recortaron cuadrados de papel filtro de 1cm * 1
cm y fueron dispuestos sobre la superficie del medio PDA, mientras que el hongo fue inoculado en
el centro de esta, retirando una porcion de medio solido del centro y disponiendo un indculo del
hongo en la misma posicion. Las cajas fueron conservadas a temperatura ambiente para garantizar
el crecimiento del hongo alrededor de la placa y cada cuadrado de papel luego puede ser retirado
con pinzas estériles e inoculado en otro medio. En la figura 5 se muestra la descripcion de la

metodologia de conservacion.

Fig 5. Conservacion de Trichoderma sp. en papel Filtro.

4.5. Cultivo para produccion del metabolito

La produccion del metabolito secundario se llevé a cabo usando los medios en estado sélido: TSM
y PDA, y en estado liquido: TSM y PDB. El pH de cada medio fue ajustado a 5.5 y los experimentos
fueron llevados a cabo bajo condiciones de luz y oscuridad por un tiempo de fermentacion de 15
dias.
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4.5.1. Cultivo en estado liquido

El cultivo en estado liquido se llevo a cabo en Erlenmeyer con capacidad de 100 mL que
contenian 40 mL de medio. Los cultivos que se muestran en la Fig 6, fueron agitados a 120 rpm
[42], usando un agitador orbital (TE-4200).

Fig 6. Fermentacion en estado liquido (luz y oscuridad) — PDB pH 5,5

4.5.2. Cultivo en estado solido

El cultivo en estado sélido se llevd a cabo en placas Petri de 9 cm de didmetro, en la Fig 7a
se muestran los cultivos de Trichoderma UdeA en PDA 'y TSM y la Fig 7b se muestran los cultivos
de Trichoderma URI.

Fig 7. Fermentacion en estado s6lido — PDA'y TSM pH 5,5
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4.6. Técnicas de extraccion del metabolito

4.6.1. Extraccion cultivo solido

Se raspd y recolectd el micelio de la superficie de los cultivos de las placas Fig 8. A
continuacién, se afiadieron 300 mL de solucion de cloroformo/metanol 2/1 (v/v) y se llevo a
agitacion durante 2 h. La fase inferior se recogio y se evapord. Tras la extraccion, el residuo seco
se disolvio en MeOH, se centrifugo y, posteriormente se almacend a -20 °C hasta la caracterizacion
por medio de HPLC-MS [43].

Raspado y recoleccion del
micelio Agitacion 2 h

Extracto crudo

Recoleccion de la fase

Adicion de solucion de . . .,
inferior y evaporacion

cloroformo/metanol 2/1
(v/v)

Fig 8. Procesamiento de la muestra proveniente de la fermentacion en estado solido

4.6.2. Extraccién cultivo liquido

Al finalizar la fermentacion, el caldo de fermentacion de cada matrax fue tratado 100 ml de
etanol absoluto en agitacion durante 2 h a 100 rpm a temperatura ambiente [38]. La suspension se
centrifugd a 6000 rpm durante 20 min y el sobrenadante se recogié y se rotaevaporo.

Posteriormente se obtuvo el extracto crudo Fig 9.
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Caldo de fermentacion tratado con Centrifugar a 6000 rpm Rotaevaporacion 40 °C a
100 ml de etanol, 2 h a 100 rpm, T° durante 20 min 175 mbar
ambiente.

Fig 9. Extraccion liquido — liquido de los metabolitos

4.7. Evaluacion de la actividad inhibitoria in vitro del metabolito

La evaluacion de la actividad antifangica de los extractos de Trichoderma se hizo a través
de la técnica de inhibicién de ascosporas con algunas modificaciones [39][40].

Se prepar0 agar agar afiadiendo un volumen de extracto por cada caja (50 - 100 — 200 — 300 — 400
—500 - 600 — 800 — 900 — 1000 uL). Se tomaron muestras de hojas de plantas infectadas en estadio
6 en la escala de Fouré y se graparon en discos de papel Kraft (Fig 10). Los discos fueron
humedecidos, guardados e incubados en bolsas plasticas selladas por un periodo de 2 dias.
Posteriormente, se realizé la descarga de ascosporas sobre cajas Petri con agar agar durante 1 h. Se
incluyé un control, el cual consisti6 en el medio de cultivo sin extractos de Trichoderma.
Finalmente, se midié la elongacion del tubo germinativo de Pseudocercospora crecido sobre medio
agar-agar suplementado con extractos de Trichoderma y se compard frente al control sin extractos.

Fig 10. Procesamiento de las muestras se Sigatoka negra.
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4.8. Anélisis molecular

Para la identificacion molecular de los aislamientos, se enviaron las muestras al Laboratorio de
Servicios Agricolas Especializados (SAE) de la Universidad de Antioquia, en convenio con la
Corporacion para Investigaciones Bioldgicas (CIB). El procedimiento se realizéd segun el
protocolo, empleando el kit Fungi/Yeast Genomic DNA Isolation Kit (Cat. 27300) para la
extraccion de ADN fangico. Posteriormente, se amplifico la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) mediante PCR con cebadores universales, y los fragmentos resultantes fueron
secuenciados. Las secuencias forward y reverse fueron editadas y alineadas con el software BioEdit
V7.2, obteniéndose secuencias consenso que fueron comparadas con la base de datos del GenBank

utilizando la herramienta BLASTN.

4.9. Andlisis estadistico

Los analisis del disefio completamente al azar (andlisis factorial 2x2) fueron llevados a cabo usando
el software estadistico R-Studio version 4.4.1. El objetivo principal fue evaluar la influencia de los
factores “TIPOS DE FERMENTACION” y “FOTOPERIODO” en el porcentaje de inhibicion del
tubo germinativo de P. fijiensis. La fermentacion fue evaluada en 2 niveles, sélido y liquido; y el
fotoperiodo en los niveles luz y oscuridad. Para los anélisis principales se hace uso del andlisis de
varianza (AOV) y se finaliza con un analisis de comparaciones multiples por medio de la prueba
de Tukey. Finalmente, se comprobaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los

residuales.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Bioprospeccion y aislamiento de cepas autdctonas de Trichoderma sp.

El aislamiento de Trichoderma sp a partir de las muestras de suelo recolectadas en zonas
productoras de musaceas en la subregion de Uraba fue exitosa, tras la siembra en el medio TSM en
las diluciones (1 x10%, 1 x 102, 1 x 10°%), se observo el crecimiento de colonias con caracteristicas
morfolégicas compatibles con Trichoderma como lo fue el rapido crecimiento, el color del micelio
inicio blanco y cambio a tonalidades mas verdes, margenes regulares y presencia de anillos

conceéntricos (Fig 11).

Fig 11. Crecimiento de las diluciones seriadas (a) Solucién madre, (b) 1 x10(c) 1 x102, (d) 1 x10°3.

Luego del proceso de purificacion de los cultivos, se identificaron dos cepas autoctonas,
una proveniente de las muestras recolectadas en predios de la Universidad de Antioquia en Carepa
— Tulenapa y otra de una finca ubicada en Turbo (Uri), ambas cepas se les identificO mediante
microscopia y se evidenciaron estructuras tipicas del género tales como conidiéforos ramificados,

fidlides en disposicion verticilada y conidios globosos (Fig. 12 y Fig. 13).
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Fig 12. Trichoderma sp. aislada en UdeA- Carepa (a) Cultivo sélido en TSM (15 dias), (b) Vista al microscopio 40
X.

Fig 13. Trichoderma sp. aislada en Finca Uri - Turbo (a) Cultivo sélido en TSM (7 dias), (b) Vista al microscopio 40
X.

Durante el proceso fermentativo se evidencié un desarrollo diferencial del micelio, en los
medios liquidos, especialmente en PDB, se observo una mayor densidad de biomasa en los cultivos
incubados bajo condiciones de luz continua, tras 15 dias de incubacion en 40 mL de medio. En los
cultivos solidos, las colonias presentaron una pigmentacion verde oscuro y esta fue mas abundante
en PDA que en TSM.
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5.2. Condiciones de cultivo para la produccion de biomasa y metabolitos

Durante el proceso fermentativo se evidenciaron diferencias notables en el crecimiento
micelial y la produccion de metabolitos entre las dos cepas de Trichoderma sp. (UdeA y URI), asi

como entre los distintos sistemas de cultivo y condiciones de fotoperiodo evaluadas.

En los cultivos liquidos, especialmente en el medio PDB, se observé una mayor densidad
de biomasa en las condiciones de oscuridad, caracterizada por un micelio compacto y de coloracion
blanquecina a verde palido. Este comportamiento sugiere que la ausencia de luz favorece el
metabolismo primario y el crecimiento fungico, posiblemente por una menor desviacion de

recursos hacia la sintesis de pigmentos o metabolitos secundarios fotoinducidos [9][10].

Por otro lado, en los cultivos sélidos se evidencié una pigmentacién mas intensa y una
esporulacion abundante, particularmente en los medios PDA, bajo condiciones de luz continua.
Las colonias adquirieron tonalidades verdes oscuro, indicativas de una activacion del metabolismo
secundario asociada a la respuesta luminica. Este resultado concuerda con reportes previos que
describen la luz como un factor clave en la regulacion de genes vinculados a la biosintesis de
peptaiboles y otros compuestos antiflngicos en Trichoderma spp [7], [26]. Comparativamente, la
cepa aislada en la Universidad de Antioquia (UdeA) presentd un crecimiento mas uniforme y
abundante en ambos sistemas de cultivo, lo que sugiere una mayor capacidad adaptativa. En
contraste, la cepa URI mostr6 un desarrollo mas variable, con mayor produccién de biomasa en
medio liquido y pigmentacién mas pronunciada en medio sélido, lo que refleja diferencias

metabolicas entre las cepas (Fig 14).
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Fig 14. Extractos purificados (a) Provenientes del cultivo sélido (b) provenientes del cultivo liquido.



VALORACION DE METABOLITOS DE TRICHODERMA SP. COMO AGENTE CONTROLADOR... 34

5.3. Anadlisis molecular de las cepas

El analisis molecular permitié confirmar la identidad taxondémica de las cepas fungicas
UdeA y URI, previamente clasificadas morfolégicamente dentro del género Trichoderma. La
secuenciacion de la region ITS revel6 que la cepa UdeA correspondio a Trichoderma asperellum
(96 % de cobertura y 99 % de identidad; acceso GenBank KY318472.1), mientras que la cepa URI
fue identificada como Trichoderma harzianum (98 % de cobertura y 99 % de identidad; acceso
GenBank ON319118.1).

5.4. Caracterizacion quimica del metabolito

El anélisis espectroscopico mediante FTIR permitid identificar los principales grupos
funcionales presentes en los extractos liquidos obtenidos del cultivo de Trichoderma asperellum
(cepa UdeA). El espectro evidencio una banda ancha en el rango de 3200-3450 cm™, atribuida a
los tramos de los enlaces O-H y N-H, caracteristicos de alcoholes, fenoles y amidas,
respectivamente. Estas seriales son indicativas de la presencia de compuestos polares, como

polisacaridos y proteinas derivadas de la matriz fungica [44], [45].
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Fig 15. Espectro FTIR del extracto UdeA - Liquido
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Asimismo, se observaron bandas en 2920 cm™ y 2850 cm™ asociadas a los estiramientos
C—-H de grupos alifaticos (CH, y CHs), que sugieren la existencia de cadenas hidrocarbonadas
tipicas de lipidos y metabolitos secundarios de tipo terpenoide o policétido [46],[47].En la regién
de 1735 - 1710 cm™, se registré una absorcion correspondiente al estiramiento C=0 de ésteres y
acidos carboxilicos, confirmando la posible presencia de lactonas y compuestos derivados de

acidos grasos [48].

Las sefiales observadas entre 1655 — 1630 cm™ (Amida I) y 1 550-1 540 cm™" (Amida 1)
corresponden a los modos vibracionales C=0 y N-H propios de las proteinas y péptidos no
ribosomales (peptaiboles), ampliamente reportados en metabolitos antifungicos de Trichoderma
[49]. Por su parte, la region 1 250-1 020 cm™ mostré bandas intensas asociadas a los enlaces C—
O-C y C-0, correspondientes a estructuras polisacaridicas, principalmente B-glucanos, quitina y
quitosano [50]. Ademas, una sefial en torno a 900-890 cm™ sugiere la presencia de enlaces B-
glicosidicos, confirmando la existencia de unidades glicosidicas caracteristicas de la pared celular

fangica.

En conjunto, el perfil espectral obtenido (Fig 15) indica la coexistencia de polisacaridos
estructurales, proteinas o péptidos bioactivos, y compuestos lipofilicos compatibles con
metabolitos secundarios tipicos de Trichoderma spp., como peptaiboles, policétidos y terpenoides
[28], [30]. Estos resultados confirman la complejidad quimica del extracto liquido y respaldan su

actividad antifungica observada frente a Pseudocercospora fijiensis.

En la Fig 16, se muestra el espectro infrarrojo del extracto sélido obtenido a partir del
cultivo de Trichoderma harzianum (cepa URI) revelé bandas de absorcion caracteristicas de
compuestos organicos de naturaleza mixta, evidenciando la presencia de proteinas, polisacaridos y
metabolitos secundarios de tipo lipidico o terpenoide. La banda ancha registrada alrededor de 3
326 cm™ se asocia a los estiramientos O—-H y N-H, tipicos de alcoholes, fenoles y amidas,
indicando la existencia de grupos polares derivados de proteinas y polisacaridos estructurales

propios de la pared celular fungica [46], [51].
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Fig 16. Espectro FTIR del extracto URI - Sélido

En la region de 2 974-2 832 cm™, se observaron sefales correspondientes a los
estiramientos C-H alifaticos (-CH,, —CH3s), atribuibles a cadenas hidrocarbonadas presentes en
lipidos 0 metabolitos secundarios de tipo terpenoide o policétido, los cuales son comunmente

reportados en especies de Trichoderma con actividad biolégica [46].

La banda detectada entre 1735-1710 cm™ se asocia al estiramiento del grupo C=0 de
ésteres y acidos carboxilicos, confirmando la presencia de compuestos lipidicos, lactonas o
derivados de acidos grasos, lo cual coincide con reportes de metabolitos secundarios fungicos con
propiedades biosurfactantes o antifangicas [52].Este comportamiento espectral sugiere la

existencia de estructuras oxigenadas complejas que podrian participar en la actividad antifungica

observada frente a Pseudocercospora fijiensis.

La intensidad relativa de las bandas en 1650 —1550 cm™ corresponde a las vibraciones
amidicas (Amida I y I1), indicativas de enlaces peptidicos en proteinas o péptidos no ribosomales,

mientras que la region de 1200 —1020 cm™" muestra sefiales caracteristicas de enlaces C-O-C y C-
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O, asociados a polisacaridos del tipo B-glucanos y quitina/quitosano [53]. En conjunto, estas
absorciones confirman que el extracto solido de la cepa URI contiene una mezcla de biopolimeros
estructurales y metabolitos secundarios de naturaleza lipidica y peptidica, coherente con la

composicion quimica reportada para metabolitos extracelulares de Trichoderma spp.

5.5. Evaluacion de la actividad antifangica in vitro frente a Pseudocercospora fijiensis

5.5.1. Actividad inhibitoria de los metabolitos producidos en fermentacion liquida

Los metabolitos obtenidos a partir de la fermentacion liquida de las cepas aisladas (UdeA
y URI) mostraron una inhibicion progresiva del crecimiento de Pseudocercospora fijiensis
dependiente de la concentracion del extracto aplicado (Figura 17). En todos los casos, el porcentaje
de inhibicion se incrementd de forma casi lineal a medida que aumento el volumen del extracto
(50-1000 pL), alcanzando valores de inhibicidn cercanos al 100 % en las concentraciones mas

altas.

En la cepa aislada en la UdeA, los cultivos en condiciones de luz alcanzaron inhibiciones
entre 35 % y 55 % a bajas concentraciones (50-100 pL), con un incremento sostenido hasta
alcanzar 100% de inhibicién a partir de 900 pL. En condiciones de oscuridad, la misma cepa mostro
una respuesta mas marcada, con porcentajes iniciales de 65% a 50 pL y logrando inhibiciones del
100% desde los 700 pL de extracto. Por su parte, la cepa aislada en la finca Uri evidenci6é un
comportamiento diferencial. En condiciones de luz, alcanzé inhibiciones iniciales de 69 % a 50 pL
y superd el 90 % a los 500 uL, llegando al 100 % a partir de los 900 uL. En condiciones de
oscuridad, los extractos mostraron un inicio de inhibicion de 55 % a bajas concentraciones, con

incrementos graduales hasta alcanzar valores cercanos al 100 % en volumenes superiores a 900

ML

Concentracion efectiva media (ECso) en cultivo liquido

El célculo de la concentracion efectiva media (ECso), definida como la concentracién

necesaria del extracto para inhibir el 50 % del crecimiento del patdgeno, permitié cuantificar la
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potencia inhibitoria de los metabolitos bajo las diferentes condiciones evaluadas. Los resultados
obtenidos para los extractos provenientes del cultivo liquido se muestran en la (TABLA ).

TABLAI.
CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION
LIQUIDA
Concentracioén efectiva media
Cepa i
Luz Oscuridad
Trichoderma UdeA 138,89 puL 38,46 uL
Trichoderma URI 36,23 uL 45,45 L

Estos valores muestran que, para la cepa UdeA, la condicion de oscuridad favorecio la
produccion de metabolitos con mayor actividad antifungica (menor ECso). En contraste, la cepa
URI present6 un comportamiento mas estable entre condiciones de luz y oscuridad, con valores de
ECso cercanos. Cabe destacar que el extracto de la cepa URI bajo luz present6 la ECso mas baja de

todas las condiciones evaluadas (36,23 L), evidenciando un alto potencial bioactivo.

Al contrastar estos resultados con la informacion reportada en el Informe anual
CENIBANANO 2022 [54], se observa que los programas de control quimico para la Sigatoka negra
dependen de moléculas como triazoles, estrobilurinas y mezclas sistémicas, con eficacias
reportadas en campo que oscilan entre 70 — 90 % segun la rotacién y las condiciones climaticas. Si
bien la accion de los metabolitos de Trichoderma fue evaluada en condiciones in vitro, la inhibicion
alcanzada (> 90 % en concentraciones superiores a 500 pL) y los bajos valores de ECso,
especialmente en la cepa URI, sugieren un desempefio comparable con fungicidas de referencia.
Estos hallazgos sustentan el potencial de los metabolitos como alternativa bioldgica de control,

reduciendo la dependencia de productos quimicos de amplio uso en la regién.

En la figura 17 y 18 se muestran los resultados del ensayo de inhibicion del tubo
germinativo de P. fijiensis en agar-agar suplementado con extracto crudo de Trichoderma sp. (cepa
UdeA, cultivo liquido—oscuridad y Cepa URI, cultivo liquido-luz).Respecto al testigo, se observa
una reduccion progresiva del numero de esporas germinadas y de la longitud del tubo germinativo
conforme aumenta el volumen del extracto (50-1000 pL), de acuerdo con el protocolo descrito,

hasta alcanzar inhibicion practicamente total a altas concentraciones.
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5.5.2. Actividad inhibitoria de los metabolitos en condiciones solidas

Los extractos obtenidos de los cultivos solidos de Trichoderma sp. (UdeA y URI) también
presentaron actividad inhibitoria contra Pseudocercospora fijiensis, con una respuesta dependiente
de la concentracion aplicada (50-1000 uL). En general, se alcanzaron inhibiciones completas (100

%) a volimenes > 600 uL en la mayoria de las condiciones evaluadas (Figura 19 y Figura 20).

Para la cepa UdeA, los extractos producidos bajo condiciones de luz mostraron porcentajes
iniciales de inhibicion de 58-59 % a 50 L, con un incremento progresivo hasta alcanzar 100 %
de inhibicion desde los 600 pL. En condiciones de oscuridad, la tendencia fue similar, con un inicio
de 54 % y una inhibicién completa a partir de los 700 pL.

Por otro lado, la cepa URI mostré un comportamiento mas variable. En condiciones de luz, los
niveles de inhibicién fueron bajos en las primeras concentraciones (7-19 % a 50 — 200 pL),
aumentando hasta 87 % a 500 pL y logrando 100 % en concentraciones > 600 pL. En oscuridad,
los valores iniciales fueron mayores (28-39 % a 50-200 pL) y la inhibicion completa se alcanzé

igualmente a partir de los 600 pL.

Concentracion efectiva media (ECso) en cultivo sdlido

El analisis de la concentracion efectiva media (ECso) mostro diferencias notables entre las

cepas Yy las condiciones de incubacion (TABLA I1):

TABLA II.
CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION
SOLIDA
Concentracion efectiva media
Cepa i
Luz Oscuridad
Trichoderma UdeA 43,10 uL 46,30 puL

Trichoderma URI 116,28 pL 128,21 uL
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Estos valores indican que los metabolitos de la cepa UdeA presentaron una mayor potencia
inhibitoria en estado sélido (menores ECso), siendo consistentes tanto en luz como en oscuridad.
En contraste, la cepa URI requirio concentraciones mas altas para alcanzar el 50 % de inhibicion,

lo que refleja una menor eficacia relativa bajo estas condiciones.

Comparacion con cultivo liquido

Al comparar con los resultados obtenidos en fermentacion liquida, se observa que la cepa
URI mostr6é mejor desempefio en condiciones liquidas (ECso entre 36,23 y 45,45 uL) que en sélidas
(>116 pL), lo cual sugiere que el medio liquido favorecio la produccion de metabolitos con mayor
actividad antifangica. Por el contrario, la cepa UdeA presento una eficacia mas uniforme entre los

dos sistemas, aunque destaco por su alta actividad en cultivo solido (ECso = 43 pL).

Estos resultados confirman que el tipo de sustrato (liquido vs. sélido) y el fotoperiodo
influyen en la expresion de metabolitos secundarios de Trichoderma sp. La cepa UdeA mostrd un
perfil bioactivo mas estable y eficiente en ambas condiciones, mientras que la cepa URI fue
altamente dependiente del sistema de cultivo. Este hallazgo es relevante para orientar futuras
aplicaciones en formulacién de bioproductos, donde la eleccion del sistema de produccion puede

determinar la eficacia antifingica del metabolito obtenido.
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5.6. Analisis estadisticos de los resultados encontrados

Los resultados encontrados fueron significativos. Como se establecid al principio de este
trabajo, el objetivo era evaluar los extractos de Trichoderma sp sobre el crecimiento
Pseudocercospora fijiensis, bajo el supuesto de que estos metabolitos secundarios presentes en el
extracto, de acuerdo con la informacién consultada, podrian inhibir el crecimiento de este. El
crecimiento de P. fijiensis fue distinta a diferentes dosis de tratamiento (50 - 1000 pL). Se encontro
que los extractos provenientes de la cepa aislada de UdeA presentaron mayores cuadros de
inhibicion, en contraste con la evaluacion de los extractos de la cepa aislada en Turbo. Por otra
parte, también se encontraron que las condiciones o los factores evaluados como el tipo de
fermentacion (sélida/liquida) y el fotoperiodo (luz/oscuridad) conducen a conclusiones diferentes
en funcién de cual sea la cepa analizada. En el caso de la cepa UdeA, el porcentaje de inhibicion
minimo promedio encontrado fue del 35 %, de extractos provenientes bajo condiciones de cultivo
LIQUIDO-LUZ a la dosis minima (50 pL); A esa misma dosis, se encontré que el porcentaje de
inhibicion méaximo promedio fue del 65 % bajo condiciones de cultivo LIQUIDO-OSCURIDAD.
En el caso de la cepa URI, se encontrd que, a la dosis minima, el porcentaje de inhibicion minimo
promedio fue del 10 % a través de condiciones SOLIDO-LUZ; por otra parte, el porcentaje de
inhibicion méaximo promedio fue de 60 % bajo condiciones SOLIDO-OSCURIDAD.

Las muestras analizadas UdeA Sélido - Luz presentaron cuadros de inhibicion del 100 %
cuando se aplicaron concentraciones desde los 400 plL. Por otra parte, el tratamiento solido-
oscuridad present6 cuadros de inhibicion del 100% cuando se aplicaron concentraciones desde los
500 pL. El tratamiento Liquido-Luz presentd cuadros de inhibicion del 100 % bajo concentraciones
desde los 900 uL. Por su parte, este mismo sistema, pero en oscuridad condujo a cuadros de

inhibicion del 100% bajo concentraciones desde los 600 pL.

Las muestras analizadas Uri Liquido - Luz presentaron cuadros de inhibicion del 100 %
cuando se aplicaron concentraciones desde los 900 pL. Esto mismo se presentd en el tratamiento
liquido-oscuridad. Por otra parte, el tratamiento solido-Luz present6 cuadros de inhibicion del 100
% bajo concentraciones desde los 600 pL. Por su parte, este mismo sistema, pero en oscuridad

condujo a cuadros de inhibicion del 100 % bajo concentraciones desde los 400 uL (TABLA I111).
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TABLA I
EXTRACTO NECESARIO PARA INHIBICION ABSOLUTA (uL)

Volumen de extracto

Condicion (uL)
UDEA URI
SOLIDO-LUZ 400 600
SOLIDO-OSCURIDAD 500 400
LIQUIDO-LUZ 900 900
LIQUIDO-OSCURIDAD 600 900

5.6.1. Caso - Extractos obtenidos de la cepa UdeA

El analisis factorial se llevo a cabo para cada uno de los niveles de concentracion usados. Los
resultados del tratamiento 6ptimo variaron segun el nivel que se estuvo analizando. Como se
mencionod anteriormente, a ciertas dosis el porcentaje de inhibicion de P fijiensis fue del 100 %.
Por tanto, se consider6 como altas dosis todas aquellas que condujeron al resultado anterior. La
importancia de haber evaluado este rango de concentraciones es evidenciar qué tratamientos son
mas efectivos a pequefias dosis. De esta manera, se encontré que el tratamiento liquido-oscuridad
fue el predominante en las concentraciones menores que 400 pL. A continuacién, se presenta un
cuadro comparativo donde se evidencia para cada dosis evaluada cuél fue el tratamiento escogido
y su porcentaje de inhibicion promedio (TABLA 1V). Ademas, se presenta el porcentaje de

inhibicién minimo bajo esa dosis y el tratamiento que conduce a dicho resultado.

TABLA V.
CUADRO COMPARATIVO TRATAMIENTOS SELECCIONADOS UDEA

Volumen de . . % Inhibicion % Inhibicion
Tratamiento elegido

extracto (uL) maximo minimo
; LIQUIDO-LUZ
- 0,
50 LIQUIDO-OSCURIDAD 65% (35%)
100 LTQUIDO OSCURIDAD/ 20% LIQUIDO-LUZ
SOLIDO-OSCURIDAD 0 (53%)
200 LiQUIDO-OSCURIDAD 80% LIQUIDO-LUZ

(55%)
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; LIQUIDO-LUZ
- 0,
300 LIQUIDO-OSCURIDAD 82% (65%)
SOLIDO-LUZ / LIQUIDO-LUZ
400 SOLIDO-OSCURIDAD 100% (74%)
SOLIDO-LUZ/ LIQUIDO-LUZ
500 SOLIDO OSCURIDAD 100% (80%)
500 SOLIDO-OSCURIDAD/SOLIDO-LUZ/ L00% LIQUIDO-LUZ
LIQUIDO-OSCURIDAD 0 (88%)
200 LIQUIDO-OSCURIDAD/SOLIDO- L00% LIQUIDO-LUZ
OSCURIDAD/SOLIDO- LUZ 0 (90%)
800 LIQUIDO-OSCURIDAD/SOLIDO L00% LIQUIDO-LUZ
OSCURIDAD/SOLIDO LUZ 0 (90%)
900 CUALQUIERA 100% CUALQUIERA
1000 CUALQUIERA 100% CUALQUIERA

5.6.2. Caso - Extractos obtenidos de la cepa URI

El analisis factorial se llevo a cabo para cada uno de los niveles de concentracion usados.
Los resultados del tratamiento 6ptimo al igual que en el caso UdeA, variaron segun el nivel que se
estuvo analizando. Como se mencioné anteriormente, a ciertas dosis el porcentaje de inhibicion de
P fijiensis fue del 100 %. Por tanto, se consideré como altas dosis todas aquellas que condujeron
al resultado anterior. La importancia de haber evaluado este rango de concentraciones es evidenciar
qué tratamientos son mas efectivos a pequefias dosis. De esta manera, se encontré que el
tratamiento liquido-luz fue el predominante en las concentraciones menores que 500 pL. A
continuacion, se presenta un cuadro comparativo donde se evidencia para cada dosis evaluada cual
fue el tratamiento escogido y su porcentaje de inhibicién promedio (TABLA V). Ademas, se
presenta el porcentaje de inhibicion minimo bajo esa dosis y el tratamiento que conduce a dicho

resultado.
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TABLAV.
CUADRO COMPARATIVO TRATAMIENTOS SELECCIONADOS URI

0,
Volumen de extracto %

(uL) Tratamiento elegido Inhibicion % Inhibicion minimo
H maximo
50 LIQUIDO-LUZ 69% SOLIDO-LUZ (10%)
100 LIQUIDO-LUZ 74% SOLIDO-LUZ (19%)
200 LIQUIDO-LUZ 85% SOLIDO-LUZ (19%)
300 LiIQUIDO-LUZ 89% SOLIDO-LUZ (62%)
400 LIQUIDO-LUZ 90% SOLIDO-LUZ (62%)
500 SOLIDO-OSCURIDAD 100% LIQUIDO-OSCURIDAD (85%)
SOLIDO-LUZ/ ,
600 SOLIDO OSCURIDAD 100% LIQUIDO-OSCURIDAD (86%)
200 ) SOLIDO-LUZ/ 100% LIQUIDO-LUZ/LIQUIDO
SOLIDO OSCURIDAD 0 OSCURIDAD (91%)
SOLIDO-LUZ/ 0 0
800 SOLIDO OSCURIDAD 100% LIQUIDO-LUZ (93%)
900 CUALQUIERA 100% CUALQUIERA
1000 CUALQUIERA 100% CUALQUIERA

Cepa Vs tratamiento

Con el objetivo de tener una descripcién mas precisa de la relacién entre los tratamientos y
las cepas, se llevo a cabo un analisis de medias para muestras con varianza igual o diferente segun
el caso. Las comparaciones se hicieron para cada uno de los tratamientos considerando los
porcentajes de inhibicion encontrados. Cada una de estas comparaciones, ademas, fue desarrollada
para cada una de las dosis para evitar la interferencia del efecto de la concentracion y obtener
conclusiones mas acertadas. A continuacion se presenta qué cepa conduce a mayor porcentaje de
inhibicién promedio cuando estas son cultivadas (TABLA VI). Por ejemplo, cuando las cepas

fueron cultivadas bajo el tratamiento liquido-luz, se encontro que la cepa méas adecuada a usar fue
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URI, dado que fue la que condujo a mayores porcentajes de inhibicion para cada una de las dosis,

hasta que el efecto de la concentracion se hizo presente en dosis desde los 700 uL donde ambas

cepas conducian a los mismos porcentajes de inhibicion.

TABLA VI.
ANALISIS DE MEDIAS

Volumen de

Liquido- . . . . . .
extracto (L) Luz Liquido-Oscuridad  Solido-Luz Solido-Oscuridad
50 URI UdeA UdeA UdeA
100 URI AMBOS UdeA UdeA
200 URI UdeA UdeA UdeA
300 URI UdeA UdeA AMBOS
400 URI UdeA UdeA (100%) URI (100%)
500 URI UdeA UdeA (100%) AMBOS (100%)
600 URI UdeA(100%) AMBOS (100%)  AMBOS (100%)
700 AMBOS UdeA(100%) AMBOS (100%)  AMBOS (100%)
(100%)
800 AMBOS UdeA(100%) AMBOS (100%)  AMBOS (100%)
(100%)
900 AMBOS AMBOS (100%) AMBOS (100%)  AMBOS (100%)
(100%)
1000 A(‘Il\gg[; )S AMBOS (100%) AMBOS (100%)  AMBOS (100%)

De manera general, el andlisis de medias (TABLA V1) permitié identificar que la cepa
UdeA exhibe una mayor consistencia en su respuesta inhibitoria frente a los distintos tratamientos,
especialmente bajo condiciones de oscuridad y en medios solidos, donde alcanza niveles de
inhibicion del 100 % con menores volumenes de extracto. Esto sugiere que la cepa UdeA posee
una maquinaria metabolica mas eficiente en la sintesis de metabolitos antifingicos cuando las

condiciones de cultivo estimulan la produccién de compuestos secundarios fotoindependientes.

En contraste, la cepa URI manifestd una respuesta mas marcada bajo condiciones de luz y
en medio liquido, lo que podria relacionarse con la activacion de rutas metabdlicas fotoinducidas
y una mayor adaptacion a condiciones aerobicas de fermentacion. A bajas concentraciones (50—
400 pL) las diferencias entre cepas fueron evidentes, pero a partir de los 700 pL el efecto de la
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concentracion homogenizo los resultados, reflejando que ambas cepas son igualmente efectivas
cuando los metabolitos se encuentran en niveles suficientes para saturar la accion antifingica. En
conjunto, estos resultados evidencian un comportamiento diferencial asociado tanto al origen
geografico de las cepas como al sistema de cultivo empleado, destacando la importancia de
optimizar el tipo de fermentacion y el fotoperiodo segun la cepa seleccionada para maximizar la
produccion de metabolitos bioactivos frente a Pseudocercospora fijiensis.
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VI. CONCLUCIONES Y RECOMENDACIONES

Fue posible aislar con éxito dos cepas pertenecientes al género Trichoderma provenientes
de la region del Urabd Antioquefio, a partir de la metodologia propuesta. Las cepas fueron
recolectadas en los municipios de Carepa y Turbo. Ambas mostraron capacidad de colonizacion y
selectividad en las pruebas de aislamiento en medio TSM, evidenciando un desarrollo vigoroso

sobre el sustrato.

Los resultados del analisis molecular, realizado por la Universidad de Antioquia en
convenio con la Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB), confirmaron que las cepas
correspondian a Trichoderma atroviride y Trichoderma asperellum, con valores de identidad de
99 % vy coberturas superiores al 95 %. Esta caracterizacion permitid precisar su posicion
taxondmica dentro del género Trichoderma y validar su potencial biotecnoldgico previamente

observado en las pruebas in vitro.

Ademas, se verifico la capacidad de ambas cepas para la produccion de metabolitos
secundarios, utilizando la elongacién del tubo germinativo de P. fijiensis como medida indirecta
de la actividad antifungica. Las metodologias de extraccion aplicadas tanto en cultivos solidos
como en cultivos liquidos fueron exitosas, confirmando la presencia de compuestos bioactivos

asociados al metabolismo secundario de estas especies.

Como se evidencié anteriormente, tanto la cepa Uri como la cepa UdeA presentan altos
cuadros de inhibicién sobre P.fijiensis. Los resultados obtenidos evidencian la selectividad de las
cepas en la produccion de metabolitos secundarios, pues cada una de éstas presentd mayores
cuadros de inhibicion al cultivarse bajo distintas condiciones. En el caso de la cepa UdeA, el
tratamiento liquido-oscuridad resulto ser el optimo, pues es el conduce a mayores cuadros de
inhibicién (entre el 65 y el 82 % para las dosis entre 50 y 300uL) antes de que el efecto de la
concentracion se presente, como sucede para las dosis por encima de los 400 pL, donde ocurre

inhibicion absoluta. Por otra parte, el tratamiento que condujo a los menores porcentajes de
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inhibicion fue el tratamiento liquido-luz, el cual condujo a cuadros de inhibicion entre el 35y el 68
% considerando las dosis de 50 a 300 pL.

Por otra parte, en el caso de la cepa URI, el tratamiento liquido-luz resulté ser el 6ptimo,
pues es el conduce a mayores cuadros de inhibicion (entre el 69 y el 90 % para las dosis entre 50 y
400uL) antes de que el efecto de la concentracidn se presente, como sucede para las dosis por
encima de los 500 pL, donde ocurre inhibicidn absoluta. Ademas, el tratamiento que condujo a los
menores porcentajes de inhibicion fue el tratamiento sélido-luz, el cual condujo a cuadros de

inhibicidn entre el 10 y el 62 % considerando las dosis de 50 a 400 pL.

Aungue ambas cepas presentaron altos cuadros de inhibicion como se evidencio, la cepa
UdeA present6 una mayor ventaja competitiva dado que los cuadros de inhibiciébn minimos para
las dosis minimas son siempre mayores, al igual que la cantidad de tratamientos a seleccionar con

el aumento de la concentracion.

Los factores analizados en este estudio fueron el “TIPO DE FERMENTACION” vy el
“FOTOPERIODO” y su influencia sobre la producciéon de metabolitos secundarios fue diferente
para cada cepa analizada, lo que evidencia que cepas del mismo género de Trichoderma sp poseen
maquinaria molecular diversa. En el caso de la cepa UdeA el tipo de fermentacion adecuado fue
en liquido bajo el nivel de fotoperiodo oscuridad. Sin embargo, en el caso de la cepa Uri el tipo de
fermentacion adecuado fue liquido bajo condiciones de luz. En tal caso, se evidencia la influencia
del fotoperiodo, la cual es diferente en ambos casos y aun asi los porcentajes de inhibicidn

promedio son aproximados.
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