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La presente investigacion se realizd6 con el propdsito de determinar el
comportamiento de Trichoderma sp a nivel de laboratorio, mediante la recoleccién,
identificacion, aislamiento y purificacion a diferentes condiciones de temperatura y
medios de cultivo utilizados como sustratos para su desarrollo y desarrollo. Este
ensayo se realizd en el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Técnica de Ambato.

Se empled el disefio experimental de bloques al azar con agregado factorial (2x3x2),
encontrandose dos tipos de variedad o variedades de Trichoderma: Harzianum y
Minutisporium, los cuales fueron expuestos a tres medios de cultivo como agar-papa-
dextrosa (APD), Murashige & Skoog y Czapek, y a dos temperaturas de 13,5 °C y 27
OC, esto por tres repeticiones. Se efectud el analisis de varianza (ADEVA) con las
respectivas pruebas de significancia de Tukey al 5 % para determinar el mejor

tratamiento de la investigacion.

Los mejores resultados se obtuvieron a los 5 dias desde la siembra de Trichoderma
harzianum y Trichoderma minutisporium, en el medio Czapeck debido a su gran
contenido nutricional que facilito el desarrollo del micelio del hongo y la
proliferacion de esporas a una temperatura constante de 27 °C. En lo que respecta al

desarrollo del 4rea tenemos que tiene un desarrollo de 6.79 cm? por dia.

Las especies caracterizadas durante esta investigacion traeran grandes beneficios
para el agricultor ya que demuestran accién antagénica de hongos fitopatdgenos que
habitan el suelo y traen graves pérdidas en los cultivos. Es por esto que mediante la
presente investigacion se estabece un manual para la produccién artesanal de
Trichoderma harzianum y Trichoderma minutisporium, apto para el uso agricola de

una manera sencilla, econémica y eficiente.

Palabras claves: Trichoderma, cepas nativas, unidades formadoras de colonias,

medios de cultivo.



SUMMARY

This research was conducted in order to determine the behavior of Trichoderma sp at
laboratory level, through the collection, identification, isolation and purification to
different conditions of temperature and culture media used as substrates for growth
and development. This test was conducted in the laboratory of Plant Protection of the

Faculty of Agricultural Sciences, Technical University of Ambato,

the experimental design of randomized blocks with factorial added (2x3x2), being
two types of races or strains of Trichoderma was used: harzianum and
Minutisporium, which were exposed to three media such as agar-potato-dextrose
culture (APD), Murashige & Skoog and Czapek, and two temperatures of 13.5 °C
and 27 °C, this three replications. Later analysis of variance (ANOVA) with the
respective tests of significance of 5% Tukey was performed to determine the best

treatment research.

The best results were obtained at 5 days after sowing of Trichoderma harzianum and
Trichoderma minutisporium, middle Czapeck because of its high nutritional content
that facilitated the development of fungus mycelium and proliferation of spores at a
constant temperature of 27 °C. Regarding the growth area having a development we
6.82 cm? per day.

Characterized species during this investigation bring great benefits to farmers as they
demonstrate antagonistic action of plant pathogenic fungi living in the soil and bring
serious crop losses. That is why this research through a manual for the artisan
production of Trichoderma harzianum and Trichoderma minutisporium, suitable for

agricultural use of a simple, economical and efficient way estabece.

Keywords: Trichoderma, native strains, colony forming units culture media.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Hoyos, Chaparro, Abramsky & Chet (2008), dan a conocer que el Trichoderma spp
es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural en un
numero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios, distribuido
ampliamente alrededor del mundo, y se presenta en diferentes zonas y habitat,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos vegetales en
descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos, especialmente en aquellos que
son atacados por otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de
altas densidades de raices, las cuales son colonizadas rapidamente por estos
microorganismos. Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones
medioambientales y sustratos confieren a Trichoderma spp la posibilidad de ser

utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnologicos.

Por otra parte el uso de Trichoderma representa una alternativa viable que debe ser
evaluada dada sus caracteristicas de biocontrolador eficaz contra fitopatogénos
foliares y del suelo en varios cultivos. De esta forma se requiere realizar
investigaciones de la presencia y diversidad de cepas nativas con el propdsito de
evaluarles como potenciales agentes de control bioldgico. Las especies de
Trichoderma muestran gran capacidad para el control de fitopatdgenos ejerciendo un
efecto antagdnico, debido a su ubicuidad, su facilidad para ser aisladas y cultivadas,
su desarrollo rapido en un gran nimero de sustratos ya que no atacan a plantas

superiores. (Cobos, 2010)

El principal beneficio para la agricultura es el antagonismo con microorganismos
patdgenos de las plantas, por su capacidad de producir secreciones toxicas
extracelulares que causan desintegracion y muerte en los hongos fitopatégenos que
habitan en el suelo (micoparasitismo), en la degradacion de paredes celulares de las
hifas de hongos patdgenos (depredacion), en la produccion de quimicos volatiles
antibidticos antifungales que inhiben basidiomicetos (amensalismo) en la
competencia por oxigeno, nutrientes y espacio en el suelo y por su gran adaptabilidad

y répido desarrollo. (Vallejo, 2014)



Es por esto que la necesidad de encontrar mecanismos que eleven la productividad
del campo ha impulsado la bdsqueda de estrategias de control de enfermedades
agricolas que sean alternativas eficientes al control quimico y que ademas implique
bajar el riesgo ambiental y sanitario sin afectar la salud del ser humano. En el suelo
existen una gran cantidad de microorganismos benéficos y entre estos estan los
hongos més utilizados Trichoderma spp. Por su versatilidad, adaptabilidad y féacil
manipulacion, es importante destacar que en el mercado mundial ya se cuenta con
formulados comerciales de Trichoderma spp. para el control de diferentes hongos
fitopatdgenos, principalmente de suelo. Sin embargo, estos formulados no tienen el
mismo efecto en todas las regiones agricolas debido a las diversas condiciones
ambientales por lo que su efectividad puede aumentar o disminuir, por lo que es
necesario tener investigaciones propias de este microorganismo de cada una de las

zonas agroecoldgicas. (Falconi, 2010)

La presencia de Trichoderma spp, en suelos agricolas y naturales en todo el mundo
es una evidencia, de que es un excelente competidor por espacio y recursos
nutricionales y de su plasticidad ecoldgica. La competencia por nutrientes de
Trichoderma, es principalmente por carbono, nitrato y hierro. De forma general,
entre las cualidades que favorecen la competencia de este antagonista se encuentra, la
alta velocidad de desarrollo que posee gran parte de sus aislamientos y la secrecion
de metabolitos de diferente naturaleza, que frenan o eliminan a los competidores en
el microambiente. Este modo de accion influye en bloquear el paso al patégeno y

resulta importante para la diseminacién del antagonista. (Vallejo, 2014)



CAPITULO 11

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Vallejo (2014), menciona en su trabajo de investigacion de “caracterizacion y
clasificacion de Trichodermas nativos aplicando diferentes medios de cultivo a nivel
de laboratorio artesanal” donde recolecta, aisla, selecciona, identifica y caracteriza

morfoldgica y molecularmente las cepas nativas de Trichoderma sp. que:

e EIl mejor sustrato para la captura de colonias de Trichoderma nativo fue la
trampa nutricional de quinua en las tres localidades evaluadas; debido a su
alto contenido de proteina lo que demostré la preferencia nutricional.

e La tasa de desarrollo diario por localidad y por sustrato se obtuvieron en los
tratamientos en Guaranda con el sustrato de cebada con un promedio de
25.117 mm de TCD, en San Miguel con el sustrato de arroz con un promedio
de 24.828 mm de TCD y en Chillanes con el sustrato de arroz con un
promedio de 24.171 mm de TCD.

e En los tres medios de cultivo evaluados se lograron caracterizar la morfologia
como conidios, fialides, conidiosporas e hifas vistas al microscopio
compuesto y por observacion directa se logrd describir su desarrollo, color y

olor presentados en cada medio.

Cobos (2010), en su trabajo de investigacion titulado “Evaluacion de Cepas Nativas
de Trichoderma sp. para el control de Sigatoka Negra (Paracercospora fijiensis m.)
en el cultivo de banano (Musa paradisiaca) en fase de laboratorio” obtiene los
siguientes resultados: Mediante técnicas de caracterizacion molecular se determiné
que las cepas recolectadas en las localidades bananeras de Machala y Bonanza
pertenecen al grupo de Trichoderma asperellum y la cepa recolectada en la localidad
bananera de Paisaje corresponden al grupo de Trichoderma viride. Este estudio es
una fase preliminar de investigacion que servird para finalmente poder formular un
biofungicida que permita controlar los agentes fitopatdogenos que disminuyen la

productividad de varios cultivos de interés econdmico para el pais.

Guigbn & Gonzalez (2004), al aislar la especie de Trichoderma obtenidas en México

de plantas y arboles como: nogal, menta, chile jalapefio y durazno, se logré controlar

3



Phytophthora capsici, donde por medios de cultivo in vitro con las especies de
durazno, menta y chile jalapefio y su alta actividad parasitaria del Trichoderma el
desarrollo de la enfermedad no presentd datos significativos, por lo contrario las
especies expuestas al cultivo bajo invernadero como: chile jalapefio y durazno
redujeron significativamente la incidencia de la enfermedad debido a que es un
biocontrolador y biofertilizante natural que incrementa tamafio del tallo, abundante

area foliar, tallos mas robustos y biomasa de la raiz.

Mejia, Valero, & Cubillos (2009), en su trabajo de investigacion de “Trichoderma
harzianum como promotor del desarrollo vegetal del maracuya (Passiflora edulis
var. flavicarpa Degener)” Obtuvo los siguientes resultados: Al aplicar cepas de
Trichoderma nativas como, TCN-014 y TCC-005 para la germinacion de semillas de
maracuyd, en donde los datos de la aplicacion de Trichoderma los datos fueron
significativos ya que estimularon la germinacion y desarrollo de las plantulas de
maracuya, debido a esto el Trichoderma se le considera como bioproducto Util para

el manejo ecologico.

Por otra parte Vallejo (2014), en la investigacion de caracterizacion y clasificacion
de Trichodermas nativos aplicando diferentes medios de cultivo a nivel de
laboratorio artesanal realizado en la provincia de Bolivar, canton Guaranda, se
evaluo tres sustratos; arroz, cebada y quinua, tres medios de cultivo; Trigo Dextrosa
Agar (TDA), Maiz Dextrosa Agar (MDA), Papa Dextrosa Agar (PDA), se obtuvo
como resultado la mejor trampa nutricional elaborada a base de sustrato de quinua
para Trichoderma. En los tres medios se logré caracterizar la morfologia de
Trichoderma: en Chillanes se caracterizO tres especies; Trichoderma, Viride y
Trichoderma Harzianum y Trichoderma spp esta Ultima aln no esta determinada en
las claves taxonOmicas. Las especies caracterizadas durante este proceso de
investigacion demuestran su accion de agentes antagonicos de hongos fitopatégenos

que habitan el suelo (micoparasitismo).

Lorenzo (2004), en su trabajo de investigacion de “Prospecciéon de hongos
antagonistas en la provincia de cienfuegos. Efectividad y posibilidades de
reproduccion de cepas Nativas de Trichoderma spp.” Obtuvo los siguientes

4



resultados: se aislaron diferentes variedades d Trichoderma spp. Para el control de la
enfermedades de citricos para el control de alternaria citri. Y Colletotrichum
gloeosporioides Observandose especies de Trichoderma como Trichoderma viride,
Trichoderma koningii Trichoderma harzianum Rifai Seccién Longibrachiatum. y el
género Aspergillus. Para el control C. gloeosporioides el Trichoderma viride
presento un antagonismo significativo en referencia a las demas variedades. Para el
control de alternaria citri la variedad de Trichoderma harzanium fue la que mayor

significacion presento.

Sandoval & Noelting (2011), en su trabajo de investigacion de ‘“Produccion de
conidios de Trichoderma harzianum rifai en dos medios de multiplicacién” obtuvo
los siguientes resultados: que el Trichoderma fue pre cultivado en APD después se
los inocularon en un medio liquido y un medio semisolido, entre estos una diferencia
de produccion de conidios, ya que en el liquido existi6 mayor proliferacion de
conidios con referencia al semiliquido, la produccion de Trichoderma es muy
importante ya que ayuda en control de patégenos de la raiz y 6rganos adultos de la

planta.

Gato & Rodriguez (2010), en su trabajo de investigacion de “Métodos alternativos en
la conservacion de Trichoderma harzianum rifai” obtuvo los siguientes resultados: la
conservacion de Trichoderma por un afio en un medio de cultivo compuesto por
silica gel, agua destilada estéril y una capa de aceite mineral, lo cual después de tres

meses el Trichoderma perdié su viabilidad y sus propiedades morfolégicas.

Por otra parte en la investigacion “Inhibicion in vitro de aislamientos nativos de
Trichoderma en presencia de la cepa comercial T22” se obtuvieron los siguientes
resultados: se aislaron 14 cepas de Trichoderma nativo de la cafia de azucar para
comparar con el Trichoderma comercial, los Trichoderma nativos al momento del
cultivo in vitro el desarrollo micelial fue mejor con el estrés hidrico ya que su
desarrollo radial fue mejor y que se los puede probar a nivel de invernadero (Ortiz,

Hernandez, Cruz, Figueroa, Figueroa, Hernandez, 2013)



Rodriguez, Martinez, Michelena, & Agenor (2015), en su trabajo de investigacion
“Fermentacion en estado solido de Trichoderma harzianum bajo campos
magnéticos” obtuvo como resultados: que la aplicacion de bagazo de cafia y cabecilla
de arroz ayuda a la fermentacion y aumento de los campos magnéticos estaticos, esto
ayuda al aumento del 50% de produccion de esporas del hongo, pero el proceso de
columnas utilizado provoco una disminucion del 51.26% de la produccion de esporas
del hongo, por este motivo no se recomienda utilizar este método para el aumento de

la produccion de esporas del hongo.

Sandoval, Lopez, Bonilla, & Oliva, (2003), al investigar Trichoderma harzianum y
la combinacion de la solarizacion en el clavel (dianthus barbatus) como biocontrol
de hongos del suelo obtuvieron que antes de realizar la siembra o trasplante de las
estacas realizaron solarizacion y la aplicacion del Trichoderma para el control de
enfermedades como Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii
en el cultivo de clavel, indicaron que estos hongos provocan el de secamiento y
marchitez de la planta, y al aplicar este método después de 15 dias, obtuvo una
mejora ya que el porcentaje de plantas enfermas disminuyo en un 54,8% obteniendo
datos significativos por eso este método se recomienda como un biocontrol para el

cultivo de clavel.

Argumedo, Alarcon, Ferrera, & Pefia (2009), mencionan que la utilizacion de
Trichoderma para la descontaminacion de origen organico e inorganico, el
Trichoderma a ayuda al control de compuesto como pentacloronitrobenceno y
pentaclorofenol, pero no degradan al hexaclorociclohexano que son de origen
organico y con los metales pesados tiene la facilidad de metabolizar cianuro rodanasa
y cianuro hidratasa a través de la enzima B-cianoalanina sintetasa, el género
Trichoderma como biorremediador en al destoxificacion de contaminantes organicos

e inorganicos tanto en el suelo como en el agua.

Gilchrist, Jaramillo, & Reynaldi (2009), mencionan que la aplicacion de

Trichoderma asperellum para el control de Spogosporas subterranea f. sp. en el



cultivo de Solanum. la influencia sobre sarna polvosa de cuatro aislamiento de
Trichoderma asperellum en tres tipos de suelos, Andisoles, Entisoles e Inceptisoles,
no existio diferencia significativa entre las plantas tratadas y la plantas no tratadas,
en los tipos de suelo las plantas presentaron una reduccion en el desarrollo de 41, 32
y 28 % por lo que se necesita la aplicacion de otros métodos para el control de la

sarna polvosa.

Las variedades de Trichoderma aisladas de los sectores de Portuguesa y Yaracuy
para el control de Rhizoctonia solani, en el desarrollo radicular y desarrollo de las
plantas de maiz, en el sustrato se colocaron conidios de Trichoderma, después se
colocé las semillas de maiz y luego conidios de Rhizoctonia solani, luego de 60 se
comparo el tratamiento con el testigo, teniendo , resultados significativos las plantas
no tratadas tuvieron un problema del 80%, en comparacion con las que tenian
Trichoderma presentaron solo un 16,2% de plantas afectadas, las mejores sepas para
el control de la enfermedades fueron de la localidad de Portuguesa. (LOpez, Pineda,
Alexander Hernandez, & Ulacio, 2010)

2.2. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

e Variable Independiente: Medios de cultivo

Un microorganismo necesita para su desarrollo y desarrollo nutrientes que le aporten
energia y elementos quimicos para la sintesis de sus constituyentes celulares.
Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se pueden
clasificar en autétrofos si es el CO, atmosférico (microorganismos que

fotosintetizan) y heterétrofos si utilizan carbono organico.

Brock (2005), indica que la elaboracion de medios de cultivo requiere proporcionar
los elementos antes citados en una forma asimilable. Asi, por ejemplo, el C debe
estar en forma de carbono organico para los heterétrofos y como CO2 para los

autétrofos, el N en forma de NH,4, de NO3 - 0 de NO, - 0 en forma de aminoacidos a



los que se pueda tomar su grupo amino. Ademas, en ciertos casos, es necesario
afiadir a los medios de cultivo algunos aminoécidos o vitaminas que determinados

tipos de microorganismos no pueden sintetizar y son Utiles para su desarrollo.

Medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA)

Es un medio muy usado que sirve para aislar todo tipo de hongos. Beauveria,
Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium, Trichoderma y Metarhizium, los mas
importantes hongos parasitos de insectos, al igual que los paréasitos de plantas y los
hongos saproéfitos crecen muy bien y esporulan en este medio. (Cadefio & Ames,
2004)

Medio Murashige & Skoog

El medio MS, es muy usado, particularmente si el objetivo es regenerar plantas.
Usualmente incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas, aminoacidos y
puede ser suplementado con algun regulador de desarrollo y ocasionalmente con
otras sustancias varias. (Cadefio & Ames, 2004)

Medio Czapek

Czapek es un medio semisintético utilizado para el cultivo de hongos, que contiene
nitrato de sodio como la Unica fuente de nitrégeno. Este medio tiene una
composicion quimica definida. Es recomendado para el aislamiento de Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces y algunos otros hongos con requisitos fisioldgicos

similares. (Media Laboratories, 2015)

e Variable Dependiente: Trichoderma spp.

Sivila & Jujuy (2013), mencionan que el género Trichoderma fue identificado en
1871 y ha sido ampliamente estudiado, se encuentra de manera natural en un nimero

importante de suelos agricolas. Lo podemos encontrar en diferentes zonas y habitats,



por lo que constituye un grupo de microorganismos cosmopolitas, de tipo
filamentoso pertenecientes a la siguiente clasificacion taxondmica descrita por Rifali
(1996):

Reino : Mycetae (hongos verdaderos)
Division : Eumycota

Subdivision  : Deuteromycotina

Clase : Hyphomycetes

Orden : Hyphales (Moniliales)
Familia : Moniliaceae.

Género : Trichoderma

Caracteristicas:

Uno de los organismos biocontroladores méas exitosos para el control de
enfermedades producidas por patégenos del suelo ha sido el hongo micoparasito
Trichoderma spp, por lo que Sivila & Jujuy (2013), dan a conocer las caracteristicas
mas importantes de este hongo:

= Se encuentra de manera natural en un nimero importante de suelos agricolas.

= Lo podemos encontrar en diferentes zonas y habitats, especialmente donde
existe materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi como en
residuos de cultivos.

= Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices,
las cuales coloniza rapidamente.

= Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo.

= La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco,
después se torna a verde oscuro o amarillento, como consecuencia de una
densa esporulacion.

= Trichoderma, produce tres tipos de propagalos: hifas, clamidosporas y
esporas “conidias”.

= Las esporas son los mas viables de los propagulos empleados en programas
de biocontrol. Trichoderma, es el principal producto a obtener en la

produccién comercial y/o artesanal.
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= Es capaz de degradar sustratos muy complejos como almiddn, pectina y
celulosa entre otros, y emplearlos para su desarrollo gracias al gran complejo
enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas,
celulasas y quitinasas entre otras).

= Trichoderma es un hongo con una alta capacidad de tolerar un amplio rango
de temperaturas, presentando una amplia distribucion ecoldgica.

= Los valores dptimos para su desarrollo y esporulacion oscilan alrededor de
los 25°C. Un factor importante a tener en cuenta durante la multiplicacién es
la conveniencia de periodos alternados de luz y oscuridad, que favorecen la

colonizacién del hongo sobre diferentes sustratos sélidos.

Mecanismos de accion:

Perdomo (1995), sefiala que los mecanismos de biocontrol que utiliza el hongo esta
todavia por elucidar, pero fruto de numerosas investigaciones llevadas a cabo con

cepas de este género, se obtienen las siguientes aproximaciones:

= El micoparasitismo se considera como un atributo de todas las especies de
Trichoderma spp., y el mejor mecanismo de control biolégico de distintas
enfermedades flngicas.

= En el proceso de destruccion de los patégenos por el hongo T. harzianum,
intervienen una gran cantidad de enzimas que son capaces de segregar
sustancias antibidticas.

» El mecanismo de “competencia” que poseen algunas cepas de Trichoderma
se considera esencial para la prevencién de enfermedades, pues la zona
colonizada no podra ser ocupada por ningun patégeno.

= Debido al aumento de desarrollo de las raices que se genera por la secrecion
de fitohormonas, existe una mejora en la tolerancia al estrés hidrico.

= En algunos casos se especula la capacidad de solubilizacion de algunos

nutrientes minerales como zinc o fésforo, escasamente solubles o insolubles.
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Ventajas en la aplicacion de Trichoderma para el control de enfermedades:

= Trichoderma estimula el desarrollo de los cultivos porque posee metabolitos
que promueven los procesos de desarrollo en las plantas.

= Preservacion del medio ambiente al disminuir el uso de fungicidas quimicos.

= Regula patogenos de la raiz (Phytium, Fusarium, Rhizoctonia, Phytophtora) y
del follaje (Botritis y Mildew) antes que puedan generar dafios significativos.

= Se propaga en el suelo, aumentando sus poblaciones y ejerciendo control

duradero en el tiempo sobre hongos fitopatogenos (Sivila & Jujuy, 2013).

Unidad formadora de colonias (UFC)

Velasquez et al., (2009), considera que cada colonia que se desarrolla en el medio de
cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de incubacién a la temperatura
adecuada, proviene de un microorganismo o de un agregado de ellos, de la muestra
bajo estudio; ese microorganismo o microorganismos son capaces de formar la
colonia, es decir una UFC. Para que las colonias puedan contarse de manera
confiable, se hacen las diluciones decimales necesarias de la muestra, antes de

ponerla en el medio de cultivo.

e Unidad de analisis: Condiciones de la laboratorio

Para el desarrollo 6ptimo de hongos es muy importante controlar diferentes
condiciones las mas importante son la Temperatura y Humedad en la laboratorio, ya
que se puede, aumentar o disminuir la velocidad de reproduccion, conservar por
mayor tiempos las cepas de los hongos, como menciona Rodriguez & Gato (2010),
que en el medio de cultivo agar papa dextrosa a una temperatura de 4°C el
Trichoderma harzianum Rifai se pude conservar por tres meses, manteniendo viable

asi sus cepas para la reproduccion o proliferacion para futuros ensayos.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS
Los medios de cultivo utilizados a nivel de laboratorio influyen en el desarrollo del

Trichoderma sp.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

e Determinar el comportamiento de Trichoderma sp. a diferentes condiciones a

nivel de laboratorio.

3.2.2. Objetivos especificos

e Aplicar técnica artesanal para la recoleccion, identificacion, aislamiento y

purificaciéon de Trichoderma sp..

e Aplicar diferentes medios de cultivo y temperaturas para el desarrollo de

Trichoderma sp. a nivel de laboratorio.

e Caracterizar el desarrollo de Trichoderma harzianum y Trichoderma
minutisporum en diferentes medios de cultivo y temperatura
e Elaborar un protocolo adecuado para la obtencion de cepas de Trichoderma

sp. anivel de laboratorio.

12



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del ensayo

El presente trabajo experimental se efectué en el canton Cevallos, provincia de
Tungurahua, Caserio Tambo la Universidad, en el laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato; a 2868
msnm; en las coordenadas 12° 21' 00" S - 78° 37' 00" W

4.2. Caracteristicas del lugar

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Sanidad Vegetal,
ubicado en los predios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias. Las caracteristicas
correspondientes al clima durante los meses de Octubre y Noviembre fueron
recopilados en la estacion meteoroldgica de Querochaca, los mismos que se

presentan a continuacion.

Tabla 1. Condiciones climaticas durante la investigacion

AMBIENTE LABORATORIO

Temperatura Humedad  Temperatura Humedad

Meses ©c) (%) ©c) (%)
Octubre 13,6 51 12,8 60
Noviembre 14,5 60 13,5 72
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4.3. Equipos y Materiales

4.3.1. Equipos
e Incubadora
e Autoclave
e Camara de flujo laminar
e Agitador magnético
e Refrigeradora
e Cocineta
4.3.2. Materiales
e Vidrieria
e Lampara de alcohol
e Agar
e Sacarosa
e Papas
e Agua destilada
e Solucién Murishage y Skoog
e Nitrato de Sodio (KNO3)
e Fosfato bipotasico (K2HPO4)
e Cloruro de potasio (KCI)
e Sulfato de magnesio (MgSO4)
e Sulfato de hierro (FeSO4)

4.4. Factores en estudio

Mediante la presente investigacion los factores en estudio fueron:

e Medios de cultivo (M)

e Temperatura (T)
e Variedad (P)
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4.5. Tratamientos

e Variedades capturadas: Predios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.
(P1-P2)

e Medios de Cultivos: Agar Papa Dextrosa ( M1 ), Solucion Murishage &
Skoog (M2 ) y Medio Czapek. ( M3)

e Temperatura; 27°C (T2 )y temperatura ambiente. ( T1)

4.6. Disefio experimental

Se utilizo el disefio de bloques al azar con agregado factorial (2x3x2), utilizando dos
muestras de Trichoderma sp., con tres medios de cultivo y expuestos a dos

temperaturas, esto por 3 repeticiones.

Tabla 2. Disefio experimental

P1 Trichoderma minutisporium

P2 Trichoderma harzianum

M1 Medio de Cultivo Agar Papa Dextrosa (APD)
M2 Medio de cultivo Murashige & Skoog
M3 Medio de Cultivo Czapek

T1 13,5°C

T2 27°C
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4.7. Variable respuesta
Desarrollo del hongo

El area de desarrollo se obtuvo al medir la longitud X y Y de la muestra que se
encuentra en la caja petri, el mismo valor se expresé en cm?, los datos se tomaron en

un lapso de 24 horas por 5 dias.

Color de la colonia

La coloracién del hongo va a depender del estado de maduracion que se encuentre,
los datos se tomaron cada 24 horas en donde se pudo observar como el color se
modificando dependiendo el estado de maduracion utilizando la tabla de colores
como menciona Falconi (2010), que el hongo al inicio tiene una coloracion blanca la
tonalidad varia dependiendo del estado de maduracion que se encuentra,
Trichoderma harzianum al final de su maduracion tiene una coloracion verde oscura,
Trichoderma minutisporium cuando se encuentra en su maduracion total amarillo

gris.
Velocidad de Desarrollo

La velocidad de desarrollo del hongo depende los nutrientes disponibles y a la
temperatura que se encuentran expuestos para que este sea mayor 0 menor como
mencionan Infante, Martinez, Gonzales & Reyes (2009), la mayoria de Trichoderma
son resistentes a condiciones adversas, para tener un 75% de germinacion de las
clamidiosporas necesita condiciones 6ptimas una humedad del 80% y temperatura de
27°C para asi aumentar su velocidad de desarrollo del area del hongo. Se utilizo el
método del plano cartesiano, tomando medidas de X y Y y calculando el area en

cuadrantes
UFC

Para el conteo de Unidades Formadoras de Colonias se utiliz6 el método de
diluciones en donde observamos la cantidad de colonias que existe por ml como
menciona Camacho, Giles, Ortegdn, Palao, Serrano & Velazquez.(2009) para la

preparacion de diluciones:

e Preparacion de la dilucion primaria:
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Muestras liquidas no viscosas (como agua, leche, refrescos, etc. en las cuales
la distribucion de microorganismos es homogénea o facilmente
homogeneizable por medios mecanicos como agitacion)

Agitar la muestra manualmente en un arco de 30 cm, con 25 movimientos de
arriba abajo, efectuados en un tiempo de 7 segundos.

En condiciones asépticas, tomar 10.0 ml de la muestra

Diluir con 90.0 ml del diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura

similar a ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

Preparacion de diluciones decimales consistio en:

Transferir 1.0 ml de la dilucién primaria, a otro recipiente aforado con nueve
volimenes del diluyente estéril a la temperatura de 16°C, evitando el
contacto entre la pipeta y el diluyente, obteniéndose una dilucién 1:10.
Mezclar cuidadosamente cada nueva dilucion, siempre de la misma manera
que se describe en el paso anterior.

Seleccionar las diluciones a preparar, asi como aquellas que se van a inocular,
en base al nimero de microorganismos de la muestra, en ausencia total de
informacidn, se trabajé con las diluciones de la primera a la sexta.

Utilizar pipetas diferentes para cada dilucion inoculando simultaneamente las
cajas seleccionadas. El volumen transferido fue menor 10% de la capacidad
total de la pipeta.

Prevenir la contaminacién, mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta
se apoyo en el interior del cuello del frasco y se mantuvo en posicién vertical,

para lo cual este altimo se inclind lo necesario.

Manejo del experimento

Capturas de Microorganismos

Se realizé mediante el procedimiento que se describe a continuacion

Se coloco 4 onzas de arroz cocinado sin sal en una tarrina, luego se mezcld
con melaza, enrelacion 3al
Se tapd la boca de la tarrina con un pedazo de nylon y se asegurd bien con

ligas de plastico.
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e Se eligid los sitios donde realizar las capturas, las mismas que fueron en el
bosque cercano a los predios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, en el
camino via a la cascada de Jun-Jun y la parte posterior de la clinica
Veterinaria.

e Se enterrd las tarrinas en el sitio antes indicado, un total de 4, con el fin d
obtener una muestra significativa, a 10 cm de profundidad de la superficie del
suelo

e Se recolectd las tarrinas después de 2 semanas y tomar el arroz en el cual

estuvo impregnado de microorganismos (EMAS).

Caracterizacion de las cepas

Para la caracterizacion de las cepas se procedio a observar en el microscopio optimus
las diferentes estructuras de los hongos encontrados en los EMAS, se empleo el
Manual de caracterizacion de cepas de Trichoderma propuesto por Falconi (2010),
se tomo en cuenta la forma de desarrollo de la colonia, como la formacion de la
integralidad del sistema de desarrollo, traducido en la biomasa total de la colonia,
como resultado del comportamiento que tiene el hongo en los diferentes medios de
cultivo empleados, con este propdsito se prepard una placa con muestra del hongo,
una gota de agua destilada y se coloco el cubreobjetos, se observo con los lentes 4x —
10x -40x.

Técnicas de Aislamiento

En general las especies del genero Trichoderma son faciles de aislar, de los mas
diversos escenarios ecoldgicos del planeta. Se procedié como sefiala Falconi (2010),
para el aislamiento se realizaron varias siembras en el medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) hasta obtener el Trichoderma puro y no exista contaminacion con
otro microorganismo, se obtuvo Trichoderma harzianum y Trichoderma

minutisporium.
Siembra de microorganismos en medios solidos

Para la siembra de microorganismos en el laboratorio de Sanidad Vegetal, se utilizd
la guia de préacticas de Microbiologia (2015), en donde se realizaron los siguientes

pasos:
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e Se desinfectd la camara de flujo laminar y todos los utensilios a utilizarse en
el proceso.

e En el interior de la camara de aislamiento previamente desinfectada, con
ayuda del mechero se flameé la asa.

e Con la misma se tomd una muestra de la tarrina, observando los signos
presentes, los mismos que indican la presencia de microorganismos.

e Rdépidamente se abrid la caja petri esterilizada y se pinché el asa con muestra
de los microorganismos, en el centro de la caja Petri.

e Se identificaron las muestras (fecha y material).

e Se incubaron las cajas inoculados a temperatura de 25 y 37 grados

centigrados, en la incubadora marca

Elaboracién de Medios de Cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo sometidos al proceso de investigacion
se utilizaron diferentes cantidades y materiales, siguiendo los pasos descritos en el
manual de Microbiologia (2015) del Laboratorio de Sanidad Vegetal, los cuales se

sefialan en las tablas 2, 3y 4.

Tabla 3. Composicion medio de cultivo Agar-Papa-Dextrosa

Materiales Componente Cantidad
Papas Crudas 200 g
Agua destilada 500 ml
Sacarosa C12H201 209
Agar C14H2409 15¢g

Procedimiento:

Los pasos seguidos para la elaboracion del medio de cultivo agar-papa-dextrosa

fueron:

En un matraz Erlenmeyer se colocd 500 ml de agua destilada, se agregé la sacarosa
y el agar, 100 ml de solucidn de papa, se coloco en plato caliente hasta disolver todo,
se aforo a 1000 ml y se tapo con algoddn y papel aluminio. Por altimo se colocd el
matraz en la autoclave por 20 minutos a una temperatura de 121 °C para su correcta

esterilizacion.
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Tabla 4. Composicion medio de cultivo solucion Murashige & Skoog

Materiales Componente Cantidad
Solucion Murashige & Skoog 50 mi
Tiamina C12H17N40S 059
Sacarosa C12H22011 209
Agar C14H2409 109

Procedimiento:

Los pasos a seguir para la elaboracion del medio de cultivo Murashige & Skoog

fueron los siguientes:

En un matraz Erlenmeyer se afiadiéo 50 ml de solucion M&S, luego se coloco en el
plato caliente y se agregd la sacarosa, agar y tiamina donde se mezcl6 la solucién
hasta disolverlo, posteriormente se aforé a 100 ml, se tap0 y se colocé el matraz en el

autoclave por 20 minutos a una temperatura de 121 °C.
Procedimiento:

En un matraz Erlenmeyer se coloc6 500 ml de agua destilada, luego se agit6 en el
plato caliente y se agregd nitrato de sodio, fosfato potasico, cloruro de potasio,
sulfato de magnesio, sulfato de hierro, sacarosa, agar y carbono, en las cantidades
antes mencionadas. Por ultimo se afor6 a 1000 ml, se tap6 y se coloco en el

autoclave por 20 min a una temperatura de 121 °C

Tabla 5. Composicion medio de cultivo Czapek

Materiales Componente Cantidad
Nitrato de sodio NaNO; 290
Fosfato bipotasico K,HPO, 1g
Sacarosa C12H22011 059
Agar C14H2409 159
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Cloruro de potasio KCI
Sulfato de hierro FeSO4
Sulfato de magnesio MgSO,
Carbono C

059
0,01g
0,05¢g

5¢

4.8. Procesamiento de la informacion

Con los datos obtenidos en el laboratorio se procedié a realizar los Analisis

Estadisticos; elaborando Analisis de Variancia (ADEVA), se realiz6 la Prueba de

significacion de Tukey al 5 %, utilizando el programa estadistico INFOSTAT,

version 2015.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DESARROLLO DEL HONGO

Tabla 6. AREA DE DESARROLLO DEL HONGO (cm?)

Analisis de varianza ADEVA
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,09206

Tratamiento Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
P2M3T?2 4.44 A 10.14 A 25.55 A 35.28 A 36.13 A
P1M3T2 203AB 982 A 20.10AB 3479 A 36.13 A
P1M1T?2 155AB 816 A 20.02AB 3270 AB 35.70A B
P2M3T1 1.43AB 512 B 1769 AB 26.86 BC 3451 AB

P1M2T2 1.08AB 459 BC 1732 AB 2642 BC 3444 AB
P2M2T2 090AB 3.03 BC 16.42 B 21.99 C 33.75AB

P2M1T1 0.71AB 3.00 BC 802 C 13.26 D 2401 AB
P1M3T1 032AB 258 C 566 C 11.01 D 2401 B
P2M2T1 009 B 029 D 0.65 D 155 E 321 C
P2M1T?2 006 B 0.26 D 0.61 D 147 E 307 C
P1IM2T1 005 B 023 D 0.57 D 128 E 268 C
P1IM1T1 004 B 0.20 D 0.55 D 119 E 219 C

En la tabla 5, observamos el desarrollo del area de los hongos segun trascurren los
dias y la diferencia estadistica que present6 cada tratamiento.

En el dia 1 se observa que el desarrollo del hongo del primer tratamiento (P2M3T2)
presenta una diferencia significativa con respecto a los demas tratamientos, ya que en
este tratamiento el hongo se puede desarrollar de mejor manera, a diferencia del
tratamiento (PLM1T1) en el cual no se desarrolla de una manera adecuada. Como
Martinez et al. (2015) menciona en su trabajo de investigacion que se puede
aumentar un 50% de la produccion de esporas aplicando el medio adecuado para su
desarrollo.

El dia 2, los tratamientos P2M3T2 — PAIM3T2 — PLM1T1 entres ellos no presentaron
diferencia estadistica en comparacion a los demas tratamientos en los cuales en ellos

se observa una diferencia significa, como Ortiz et al. (2013) en su trabajo de
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investigacion los Trichoderma nativos al momento del cultivo in vitro el desarrollo

micelial fue mejor con el estrés hidrico ya que su desarrollo radial fue mejor

El dia 3, se observa como varia el desarrollo del hongo influenciado por las
condiciones aplicadas dando como resultado que el tratamiento P2M3T2 presenta
una diferencia significativa en comparacion los restantes tratamientos aplicados en el
ensayo se identificd que el desarrollo del tratamiento PLM1T1 su desarrollo del &rea
es menor en comparacion a los demés, como Sandoval y Noelting (2011), en su
trabajo menciona que el Trichoderma fue pre cultivado en APD después se los
inocularon en un medio liquido y un medio semisolido, entre estos una diferencia de
produccion de conidios, ya que en el liquido existi6 mayor proliferacion de conidios

con referencia al semiliquido.

El dia 4, ya se puede observar la diferencia estadistica que presenta la diferencia
entre medios de cultivo y las temperaturas aplicadas, se identificé que los
tratamientos PLM3T2 — P2M3T2 presento una diferencia significa a relacion de los
otros tratamientos aplicados en el ensayo, como menciona Infante, et al. (2009) que
el Tricoiderma presenta un tipo de antagonismo que se ve favorecido por las
caracteristicas del agente control bioldgico plasticidad ecoldgica, velocidad de
desarrollo y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH,

temperatura, humedad, entre otros.

El dia 5, se observo que los tratamientos PLM3T2 — P2M3T2 presentaron diferencia
significativas en relacion a los demés tratamientos teniendo en cuenta que el M3
(medio Czapek) y la tempertura T2 (27°C) son las Optimas para que el desarrollo del
area de desarrollo del hongo se puede realizar de una manera mas efectiva y en
menor tiempo ya que en este medio tiene los nutrientes necesarios para el desarrollo
del mismo ya que aumenta su velocidad de produccién de esporas, a diferencia de los
tratamientos que estuvieron sometidos a los otros medios de cultivos ( APD — M&S)
a la temperatura T1 (13,4 °C) que su desarrollo fue de mayor tiempo ya que se no
presentaban las condiciones adecuadas para proliferacion de esporas, como indica
Vallejo (2014) La tasa de desarrollo diario por localidad y por sustrato se obtuvieron
en los tratamientos en Guaranda con el sustrato de cebada con un promedio de 5.117
mm de TCD, en San Miguel con el sustrato de arroz con un promedio de 24.828 mm

23



de TCD y en Chillanes con el sustrato de arroz con un promedio de 24.171 mm de
TCD.

5.2 COLORACION DE LAS CEPAS
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Trichoderma minutisporum

Figura 1. Coloracion de Trichoderma minutisporum

La coloracion del Trichoderma minustisporium en los primero estadios fue una
coloracion blanco conforme se producia la maduracién del hongo esta iba cambiando
la coloracion a un verde claro con los bordes blancos claro al momento de completar
su maduracion total pudimos observar que el hongo tenia una coloracion amarillo
verdosa, como menciona Falconi (2010), indica que Trichoderma minustisporium
presenta una coloracién verde brillante o amarillento gris palido verde en forma de
parches. No tiene olor, los conidi6foros presentan ramificaciones, con ramas
primarias cerca del &pice

Trichoderma harzianum

Figura 2. Coloracién de Trichoderma harzianum

La coloracién del Trichoderma harzianum en los primero estadios fue una coloracion
blanco conforme se producia la maduracion del hongo esta iba cambiando la
coloracion a un verde oscuro con los bordes blancos claro al momento de completar
su maduracién total pudimos observar que el hongo tenia una coloracion verde
oscura, como menciona Falconi (2010) el Trichoderma harzianum toma uan
coloracién verde amarillenta o verde oscura, al inverso son incoloras amarillentas
opacas, olor a tierra.
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Figura 3. Diferencia de desarrollo de Trichoderma harzianum y Trichoderma minutisporum en el transcurso de 5 dias

En la figura 5, se observa la interaccion de los factores de estudio que intervinieron en el area de desarrollo del Trichoderma harzianum y
Trichoderma minutisporum, teniendo como resultado que a temperatura de 27°C con el medio de cultivo Czapek presentaron las condiciones
Optimas para que la proliferacion de conidios de Trichoderma harzianum y Trichoderma minutisporum se incremente en menor tiempo y con
mayor facilidad.
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5.3 CONTEO DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Para realizar el conteo de esporas se utilizo el meto de dilucién ya gexplicado en la
metodologia con concentraciones que fueron desde 10" hasta 10° las
concentraciones utilizadas para el conteo de UFC para el Trichoderma harzianum fue

la de 10° y para el Trichoderma minutisporum fue la d 10°°.

Trichoderma harzianum

h.;‘ui:“ﬂaﬁ‘
Figura 4. Colonias de Trichoderma harzianum en dilucion 10-5.
El resultado obtenido fue: 39 colonias

Aplicando la férmula: 39 * 10° = 3900000 colonias por ml

Trichoderma minutisporum

Figura 5. Colonias de Trichoderma minutisporum en dilucién 10°°.

El resultado obtenido fue: 39 colonias

Aplicando la férmula: 14 * 10° = 14000000 colonias por ml
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5.4. VELOCIDAD DE DESARROLLO (DIA)

25.00
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10.007 — P2M2T1
] P2M3T1
5.00 —
0.00 ' _fl/ |
DIA1 DIA2 DIA 3 DIA4  DIAS

Figura 6. Velocidad de desarrollo de Trichoderma harzianum y Trichoderma minutisporium
con una temperatura de 13.4 °C.

En el figura 8, podemos observas la velocidad que tiene el desarrollo de area de las
variedad de Trichoderma sometidos a la temperatura T1 ( 13,5 °C ) en cual las lineas
de desarrollo son constantes en el medio de cultivo PDA y el medio de cultivo M&S
a diferencia de las variedad que se encontraban en el medio de cultivo Czapek donde
el desarrollo del area es de mejor manera y con mayor facilidad a diferencia de los
otros medios. Ya que en los medios de cultivo M1y la raza P1 fue el que presento
menor tiempo velocidad en el desarrollo del area del hongo. como menciona Infante,
et al. (2009) que el Tricoiderma presenta un tipo de antagonismo que se ve
favorecido por las caracteristicas del agente control bioldgico plasticidad ecoldgica,
velocidad de desarrollo y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo

de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros.
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Figura 7. Velocidad de desarrollo en cm’ de Trichoderma harzianium y Trichoderma
minutisporium a temperatura de 27°C.

En el figura 8, podemos observas la velocidad que tiene el desarrollo de area de las
variedad de Trichoderma sometidos a la temperatura T1 ( 27 °C ) en cual las lineas
de desarrollo son constantes en el medio de cultivo PDA y el medio de cultivo M&S
a diferencia de las variedad que se encontraban en el medio de cultivo Czapek donde
el desarrollo del &rea es de mejor manera y con mayor facilidad a diferencia de los
otros medios. Ya que en los medios de cultivo M1 y la raza P1 fue el que presento

menor tiempo velocidad en el desarrollo del area del hongo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES, BIBLIOGRAFIA Y ANEXOS

6.1. CONCLUSIONES

e La técnica artesanal de arroz resulto efectiva en la presente investigacion para
la recoleccion de cepas de Trichoderma en las areas muestreadas.

e Para el desarrollo de las cepas de los Trichodermas se utilizd diferentes
medios de cultivo; el que facilito el desarrollo de los Trichodermas es el
medio de cultivo Czapek a una temperatura de 27°C ya que en estas
condiciones los hongos se desarrollaron en 5 dias a diferencia de los otros
medios de cultivo y al ambiente que su desarrollo fue en mayor tiempo,
llegando hasta los 10 dias.

e El desarrollo de Trichoderma harzianum en el medio de cultivo Czapek a una
temperatura de 27°C tuvo un desarrollo de 6,33 cm? por dia, de Trichoderma
minutisporium en el medio de cultivo Czapek a una temperatura de 27°C
tuvo un desarrollo de 6,82 cm? por dfa

e La coloracion de las colonias al finalizar la maduracion del hongo
Trichoderma harzianum fue de color verde oscuro, al igual Trichoderma
minutisporium a los 5 dias tuvo un color de verde amarillento gris.

e Se obtuvo un gran nimero de colonias por ml de agua presentes en el ensayo,
teniendo como resultado que de Trichoderma minutisporium existio
14000000/ml y en el Trichoderma harzianum 3900000/ml

e Lavelocidad de desarrollo de los hongos en los 5 dias fue mayor en el medio
de cultivo Czapek, ya que facilita la maduracion de los micelios y esporas de
los Trichodermas.

e EIl proceso de recoleccion, identificacion y desarrollo de los Trichodermas
permitio la elaboracién de un protocolo para el manejo de hongos del genero

Trichoderma, el mismo que forma parte de la propuesta.
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6.3. ANEXOS

DATOSDIA1
TEMPERATURA MEDIOS DE CULTIVO Y VARIEDAD
AREA DE DESARROLLO DIA 1

Andlisis de la varianza

Variable N R?2 R2ZAj CV
CRE TRANS 36 0.60 0.36 26.09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SCg CM F p-valor
BLOQUES 0.20 2 0.10 0.78 0.4707
TRATAMIENTOS 3.9211 0.36 2.80 0.0190
VARIEDAD 0.05 1 0.05 0.42 0.5242
MEDIOS 1.35 2 0.67 5.40 0.0115
TEMPERATURA 0.68 1 0.68 5.41 0.0288
VARIEDAD*MEDIOS 0.47 2 0.24 1.90 0.1716
VARIEDAD*TEMPERATURA 0.59 1 0.59 4.73 0.0397
MEDIOS*TEMPERATURA 0.30 2 0.15 1.21 0.3161
VARIEDAD*MEDIOS*TEMPERA.. 0.48 2 0.24 1.92 0.1686
Error 2.8022 0.13
Total 6.92 35

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,05997
Error: 0,1271 gl: 22
TRATAMIENTOS Medias n
P2M3T1 444 3A
P1M3T2 2.03 3A
P1M1T2 155 3A
P2M3T2 143 3A
P1M2T2 1.08 3A
P2M2T2 0.90 3A
P2M1T2 0.71 3A
P1M3T1 032 3A
P2M2T1 009 3 B

P2M1T1 0.06 3 B

P1M2T1 0053 B

P1M1T1 0043 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

WWWWWwWwW

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24943
Error: 0,1300 gl: 22

VARIEDAD Medias n

P2 12718 A

P1 0.8518 A
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Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,37002

Error: 0,1300 gl: 22

MEDIOS Medias n

M3  2.0512A

M1 05912 B

M2 05312 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24943

Error: 0,1300 gl: 22

TEMPERATURA Medias n

T2 1.28 18 A

T1 18318 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64899

Error: 0,1300 gl: 22

VARIEDAD MEDIOS Medias n

P2 M3 294 6A

P1 M3 117 6A B

P1 M1 080 6A B

P1 M2 057 6 A B

P2 M2 050 6A B

P2 M1 0396 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,47233
Error: 0,1300 gl: 22
VARIEDAD TEMPERATURA Medias n

P1 T2 155 9A

P2 T2 153 9A B
P2 T1 102 9A B
P1 T1 0149 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64899
Error: 0,1300 gl: 22
MEDIOS TEMPERATURA Medias n

M3 T2 2.38 6 A
M3 T1 173 6 A
M1 T2 113 6A
M2 T2 0.99 6 A
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M2 T1 0.07 6 A
M1 T1 0.05 6 A
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,07185
Error: 0,1300 gl: 22
VARIEDAD MEDIOS TEMPERATURA Medias n

P2 M3 T1 444 3A

P1 M3 T2 203 3A B
P1 M1 T2 155 3A B
P2 M3 T2 143 3A B
P1 M2 T2 1.08 3A B
P2 M2 T2 090 3A B
P2 M1 T2 0.71 3A B
P1 M3 T1 032 3A B
P2 M2 T1 0093 B
P2 M1 T1 006 3 B
P1 M2 T1 0053 B
P1 M1 T1 0043 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

AREA DE DESARROLLO DIA 2

Variable N R?2 R2Aj CV
CRE TRANS 2 36 0.98 0.96 7.89

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
BLOQUES 010 2 0.05 190 0.1731
TRATAMIENTOS 23.76 11 2.16 81.30 <0.0001
VARIEDAD 023 1 0.23 8.01 0.0093
MEDIOS 442 2 221 77.33 <0.0001
TEMPERATURA 16.47 1 16.47 576.66 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS 1.14 2 0.57 20.00 <0.0001
VARIEDAD*TEMPERATURA 0.38 1 0.38 13.24 0.0013
MEDIOS*TEMPERATURA 0.15 2 0.08 2.69 0.0883
VARIEDAD*MEDIOS*TEMPERA.. 0.97 2 0.48 16.92 <0.0001
Error 0.58 22 0.03
Total 24.44 35

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,48453
Error: 0,0266 gl: 22
TRATAMIENTOS Medias n
P2M3T2 10.14 3A

P1IM1T2 9.82 3A

P1M3T2 8.16 3A

P1M2T2 512 3 B

P2M2T2 4593 BC
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P2M3T1 3033 BC

P2M1T2 3003 BC

PIM3T1 2583 C

P2M2T1 0.29 3 D

PIM2T1 0.26 3 D

P2M1T1 0.23 3 D

PIM1T1 0.20 3 D

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,11982

Error: 0,0300 gl: 22

VARIEDAD Medias n

P1 4.36 18 A

P2 35518 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,17775

Error: 0,0300 gl: 22

MEDIOS Medias n

M3 59712A

M1 33212 B

M2 25712 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,11982

Error: 0,0300 gl: 22

TEMPERATURA Medias n

T2 6.81 18 A

T1 1.0918 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,31176

Error: 0,0300 gl: 22

VARIEDAD MEDIOS Medias n

P2 M3 6.56 6 A

P1 M3 537 6A B

P1 M1 5016 B

P1 M2 2696 C

P2 M2 2446 C

P2 M1 1636 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

37



Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22690
Error: 0,0300 gl: 22
VARIEDAD TEMPERATURA Medias n

P1 T2 7.70 9A
P2 T2 5929 B
P2 T1 1179 C
P1 T1 1019 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,31176
Error: 0,0300 gl: 22
MEDIOS TEMPERATURA Medias n

M3 T2 915 6A

M1 T2 6436 B
M2 T2 486 6 B
M3 T1 2796 C
M2 T1 0.27 6 D
M1 T1 0.21 6 D

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,51490
Error: 0,0300 gl: 22
VARIEDAD MEDIOS TEMPERATURA Medias n

P2 M3 T2 10.14 3A

P1 M1 T2 9.82 3A

P1 M3 T2 8.16 3A

P1 M2 T2 5123 B

P2 M2 T2 4593 BC
P2 M3 T1 3033 BC
P2 M1 T2 3003 BC
P1 M3 T1 2583 C
P2 M2 T1 0.29 3 D
P1 M2 T1 0.26 3 D
P2 M1 T1 0.23 3 D
P1 M1 T1 0.20 3 D

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

AREA DE DESARROLLO DIA 3

Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV
CRE TRANS 336 0.97 0.9510.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC glCM F  p-valor
BLOQUES 0.08 2 0.04 0.36 0.6996
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TRATAMIENTOS 78.95 11 7.18 64.65 <0.0001

VARIEDAD 0.08 1 0.08 0.72 0.4047
MEDIOS 556 2 2.78 26.45 <0.0001
TEMPERATURA 67.32 1 67.32 640.42 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS 087 2 043 412 0.0290
VARIEDAD*TEMPERATURA 053 1 053 5.00 0.0349
MEDIOS*TEMPERATURA 416 2 2.08 19.78 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS*TEMPERA.. 0.44 2 0.22 211 0.1436
Error 244 22 0.11

Total 81.48 35

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,99049
Error: 0,1110 gl: 22
TRATAMIENTOS Medias n
PIM1T2 2555 3 A

P1M3T?2 20.10 3A B

P2M3T2 2002 3A B

P2M2T?2 1769 SA B

PIM2T2 1732 3A B

P2M1T?2 16.42 3 B

P2M3T1 8023 C

P1M3T1 5.66 3 C

P2M2T1 0.65 3 D
P1M2T1 0.61 3 D
P2M1T1 0.57 3 D
P1IM1T1 0.55 3 D

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22944

Error: 0,1100 gl: 22

VARIEDAD Medias n

P1 11.63 18 A

P2 10.56 18 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,34037

Error: 0,1100 gl: 22

MEDIOS Medias n

M3 134512A

M1 107712 B

M2 9.0712 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22944
Error: 0,1100 gl: 22
TEMPERATURA Medias n

T2 19.52 18 A
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T1 2.6818 B
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,59698

Error: 0,1100 gl: 22

VARIEDAD MEDIOS Medias n

P2 M3 14.02 6 A

P1 M3 13.05 6 A

P1 M1 12883 6 A B

P2 M2 9176 B

P1 M2 8976 B

P2 M1 8506 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,43448
Error: 0,1100 gl: 22
VARIEDAD TEMPERATURA Medias n

P1 T2 20.99 9 A
P2 T2 18.04 9 A
P2 T1 3.089 B
P1 T1 2279 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,59698
Error: 0,1100 gl: 22
MEDIOS TEMPERATURA Medias n

M1 T2 20.99 6 A
M3 T2 20.06 6 A
M2 T2 17.50 6 A
M3 T1 6.84 6 B
M2 T1 0636 C
M1 T1 056 6 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,98596

Error: 0,1100 gl: 22

VARIEDAD MEDIOS TEMPERATURA Medias n
P1 M1 T2 2555 3 A

P1 M3 T2 20.10 3A B
P2 M3 T2 20.02 3SA B
P2 M2 T2 1769 3A B
P1 M2 T2 1732 3A B
P2 M1 T2 1642 3 B
P2 M3 T1 8023 C
P1 M3 T1 566 3 C
P2 M2 T1 0.65 3 D
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P1 M2 T1 0.61 3 D
P2 M1 TI1 0.57 3 D
P1 M1 T1 0.55 3 D
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

AREA DE DESARROLLO DIA 4

Andlisis de la varianza

Variable N R2 RZAj CV
CRE TRANS 4 36 0.99 0.99 5.65

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor

BLOQUES 0.03 2 0.02 0.39 0.6788
TRATAMIENTOS 134.95 11 12.27 284.45 <0.0001
VARIEDAD 0.13 1 0.13 3.28 0.0825
MEDIOS 18.71 2 9.35 228.42 <0.0001
TEMPERATURA 109.48 1 109.48 2673.36 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS 0.68 2 0.34 8.28 0.0018
VARIEDAD*TEMPERATURA 058 1 0.58 14.10 0.0010
MEDIOS*TEMPERATURA 496 2 248 60.60 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS*TEMPERA.0.41 2 0.20 4.95 0.0158

Error 0.9522 0.04

Total 135.93 35

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,61738
Error: 0,0431 gl: 22
TRATAMIENTOS Medias n
P1M3T2 35.28 3A

P2M3T2 34.79 3A

P1M1T2 3270 3A B

P1M2T2 2686 3 B C
P2M2T2 2642 3 B C
P2M1T2 21993 C
P2M3T1 13.26 3 D
P1M3T1 11.01 3 D
P2M2T1 1.55 3 E
P1IM2T1 1.47 3 E
P2M1T1 1.28 3 E
P1IM1T1 119 3 E

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13836
Error: 0,0400 gl: 22

VARIEDAD Medias n

P1 18.09 18 A

P2 16.5518 B
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Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20525

Error: 0,0400 gl: 22

MEDIOS Medias n

M3 235912 A

M2 142912 B

M1 140712 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13836

Error: 0,0400 gl: 22

TEMPERATURA Medias n

T2 29.67 18 A

T1 49618 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,35999
Error: 0,0400 gl: 22

VARIEDAD MEDIOS Medias n

P2 M3 24.03 6 A
P1 M3 2315 6A
P1 M1 16946 B
P1 M2 14176 BC

P2 M2 13986 B C

P2 M1 11646 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26200
Error: 0,0400 gl: 22

VARIEDAD TEMPERATURA Medias n
P1 T2 31.61 9A

P2 T2 27739 B
P2 T1 536 9 C
P1 T1 4569 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,35999
Error: 0,0400 gl: 22

MEDIOS TEMPERATURA Medias n
M3 T2 35.04 6 A

M1 T2 27356 B
M2 T2 2664 6 B
M3 T1 12146 C
M2 T1 151 6 D
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M1 T1 1.24 6 D
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,59456
Error: 0,0400 gl: 22
VARIEDAD MEDIOS TEMPERATURA Medias n

P1 M3 T2 35.28 3A

P2 M3 T2 34.79 3A

P1 M1 T2 3270 3A B
P1 M2 T2 26.86 3 B C
P2 M2 T2 2641 3 B C
P2 M1 T2 2199 3 C
P2 M3 T1 13.26 3 D
P1 M3 T1 11.01 3 D
P2 M2 T1 155 3 E
P1 M2 T1 1.47 3 E
P2 M1 T1 1.28 3 E
P1 M1 T1 1.19 3 E

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

AREA DE DESARROLLO DIA 5

Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2ZAj CV
CRE TRANS 536 0.98 0.96 8.21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F  p-valor
BLOQUES 0.42 2 021 1.57 0.2300
TRATAMIENTOS 120.52 11 10.96 81.19 <0.0001
VARIEDAD 47E-04 1 47E-04 3.3E-03 0.9545
MEDIOS 20.55 2 10.28 72.69 <0.0001
TEMPERATURA 82.84 1 82.84 585.92 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS 2.5E-03 2 1.3E-03 0.01 0.9911
VARIEDAD*TEMPERATURA 0.01 1 0.01 0.08 0.7824
MEDIOS*TEMPERATURA 17.05 2 8.52 60.30 <0.0001
VARIEDAD*MEDIOS*TEMPERA.. 0.07 2 0.03 0.23 0.7935
Error 2.97 22 0.13
Total 123.92 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,09206
Error: 0,1349 gl: 22
TRATAMIENTOS Medias n
P2M3T2 36.13 3A

P1M3T2 36.13 3A

P1M1T2 35.70 3A B
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P2M2T2
P1M2T2
P2M1T2
P1IM3T1
P2M3T1
P1M2T1
P2M2T1
P2M1T1
P1M1T1

24013 B
3213 C
3073 C
2683 C
2193 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24943
Error: 0,1300 gl: 22
VARIEDAD Medias n

P1
P2

225018 A
224718 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,37002
Error: 0,1300 gl: 22
MEDIOS Medias n

M3  30.0712 A
M2 187712 B
M1 186212 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,24943
Error: 0,1300 gl: 22
TEMPERATURA Medias n

T2
T1

35.1218 A
98618 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64899
Error: 0,1300 gl: 22
VARIEDAD MEDIOS Medias n

P1
P2
P2
P1
P1
P2

M3
M3
M2
M2
M1
M1

30.07 6 A
30.07 6 A
18956 B
18.76 6 B
18.60 6 B
1848 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,47233
Error: 0,1300 gl: 22
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VARIEDAD TEMPERATURA Medias n

P1 T2 35.19 9A
P2 T2 35.03 9A
P2 T1 9929 B
P1 T1 9809 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64899
Error: 0,1300 gl: 22
MEDIOS TEMPERATURA Medias n

M3 T2 36.13 6 A
M1 T2 3511 6 A
M2 T2 3410 6 A
M3 T1 24016 B
M2 T1 3146 C
M1 T1 2446 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,07185
Error: 0,1300 gl: 22
VARIEDAD MEDIOS TEMPERATURA Medias n

P1 M3 T2 36.13 3A

P2 M3 T2 36.13 3A

P1 M1 T2 3570 3A B
P2 M2 T2 3451 3A B
P1 M2 T2 3444 3A B
P2 M1 T2 33.75 3A B
P1 M3 T1 2401 3 B
P2 M3 T1 24013 B
P1 M2 T1 3213 C
P2 M2 T1 3073 C
P2 M1 T1 2683 C
P1 M1 T1 2193 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
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Captura de microorganismos (EMAS)

-
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Siembra y Aislamiento de los microorganismos

Area de desarrollo

Figura 8 Trichoderma minutisporium Figura 9. Trichoderma harzianum

Diluciones liquidas
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Conteo de colonias

Propagacion de Trichoderma.
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CAPITULO VII

PROPUESTA

ELABORACION ARTESANAL DE Trichoderma sp.

7.1. DATOS INFORMATIVOS

Instituciones Involucradas:

e Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Carrera de Ingenieria Agronémica.

Responsables administrativos:

e Ing. Mg. Eduardo Cruz
e Ing. Mg. Marco Pérez
e Ing. Mg. Manolo Mufioz

Responsable técnico:

e Oscar Andrés Acosta Toro

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

En la agricultura convencional moderna producto de la revolucion verde, los
fungicidas son la principal herramienta empleada para el control de hongos
fitopatdgenos. Dichos pesticidas son sustancias quimicas que producen innumerables
efectos indeseados sobre el ecosistema, induciendo a la generacion de
microorganismos resistentes o “pestes”, persistencia ambiental de residuos toxicos,
contaminacion de suelos y recursos hidricos, lo cual altera el equilibrio ecolégico.
Una de las alternativas mas promisorias para disminuir el impacto ambiental causado
por el frecuente uso de productos quimicos para el control de plagas y enfermedades
de plantas se centra en la utilizacion de agentes de control biologico. Dentro de estos

agentes se destacan los hongos del género Trichoderma.
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7.3. JUSTIFICACION

En la actualidad los agricultores tienen muchos problemas en sus cultivos agricolas
ya que se ven muy afectados por las enfermedades ocasionadas por diversos hongos,
y se han visto abocados a la utilizacién exagerada de productos quimicos para el
control de enfermedades, ocasionando problemas de medio ambiente y de su propia

salud, ademas de la salud de los consumidores.

Cada vez se necesita mayor cantidad de agroquimicos y nuevas moléculas debido a
que las enfermedades en los cultivos han generado resistencia, donde el agricultor
solo ha aumentado las dosis sin conocimiento del modo y mecanismo de accion de

los pesticidas. Es por esto que la importancia de aislar y propagar Trichoderma sp.

generard una alternativa limpia para que pueda ayudar a los agricultores a combatir
los problemas que tienen en los cultivos por el ataque de hongos.

Asi para el control de enfermedades producidas por hongos fitopatdgenos presentes
en los cultivos es necesario el aislamiento y propagacién de hongos_Trichoderma
spp. tomando en cuenta factores como el tipo de medio de cultivo, la humedad y

temperatura. (Acosta 2015)

7.4. OBJETIVOS

Captura de Trichoderma con trampas artesanales de arroz, para el control bioldgico

de hongos fitopatdgenos que atacan a las plantas.

7.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Con la aplicacién de la propuesta mencionada se podra obtener Trichoderma de
manera artesanal de una manera adecuada y econémica en donde el agricultor puede
obtener un fungicida natural para controlar diferentes hongos fitopatdgenos que
atacan a los cultivos, de una manera economica y de gran accesibilidad para el
agricultor y con el asesoramiento técnico de la Universidad Técnica de Ambato, y

consumir productos sanos sin mucho contaminacion por la presencia de fungicidas.
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7.6. FUNDAMENTACION

Los productos agricolas son de gran importancia para la poblacion, por este motivo
estos alimentos deben ser de gran calidad y de gran accesibilidad para la poblacion,
por eso es importante bajar los costos de produccion e implementar una agricultura
limpia por eso es de gran importancia la implementacion de alternativas
biocontroladoras para el ataque de hongos fitopatogenos, el Trichoderma es la
alternativa adecuada para el control de dichas enfermedades, con su produccion
artesanal se ayudara a los agricultores del sector y el asesoramiento de la Universidad

para mejorar los productos agricolas.

7.7. METODOLOGIA

Se seguird el protocolo de produccién de Trichoderma artesanal con los siguientes pasos:

e Captura de EMAs ay través de la trampa de arroz

= Colocar 4 onzas de arroz cocinado sin sal en una tarrina, luego se mezclé
con melaza, enrelacién3al

= Tapar la boca de la tarrina con un pedazo de nylon y se asegurd bien con
ligas de plastico.

= Elegir los sitios donde realizar las capturas,

=  Enterrar las tarrinas en el sitio antes indicado, un total de 4, con el fin d
obtener una muestra significativa, a 10 cm de profundidad de la superficie

del suelo

Recolectar las tarrinas después de 2 semanas y tomar el arroz en el cual

estuvo impregnado de microorganismos (EMAs).

e Aislar las cepas de Trichoderma e identificar la variedad

e Identificada la variedad sembrar en el medio de cultivo Czapek y mantener a una
temperatura de 27°C

e Propagar cepas de Trichoderma en arroz cocinado sin sal

e Secar las muestras de Trichoderma impregnadas en el arroz

e Realizar la presentacion del producto procesado

e Aplicar las muestras en forma foliar solida o directa del arroz en el suelo
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7.8. ADMINISTRACION

Se trabajara con los productores bajo el asesoramiento del investigador y la
colaboracion de la Universidad Técnica de Ambato
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