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Resumen

El uso indiscriminado de plaguicidas quimicos es la causa de biorresistencias de plagas, la
contaminacion atmosférica y la alteracion a la salud humana. En base a esta situacion, es pertinente
aplicar métodos de tratamiento de patdgenos con el menor impacto negativo posible, como lo es el
control bioldgico. La finalidad de esta investigacion fue evaluar cinco residuos organicos de las
actividades agricolas de la Asociacién Agroecoldgica La Campesina de Cayambe, como sustratos
para la produccion de conidias de Trichoderma harzianum, conocido como agente biocontrolador,
bioestimulante y biofortificante. Se evalué ajo (catéfila externa), fréjol (vaina), maiz (brécteas
protectoras de la mazorca), tomate (epicarpio) y arroz (grano entero). Se aplico un disefio
completamente aleatorio, con cinco repeticiones. Se cuantificO la cantidad y porcentaje de
viabilidad de conidias de T. harzianum. Se concluyo que las bracteas del maiz y la catéafila de ajo
fueron los mejores sustratos, tanto de la produccién como para viabilidad de conidias con 3,2
x107 ufe/mL y 2,49 x107 ufc/mL y con el 87,81 % y 87,18 % respectivamente. Se realizé pruebas
en campo mediante aplicaciones de dos concentraciones (1 x108 y 1 x10% ufc/mL) en semillas de
Phaseolus vulgaris; después de cuatro semanas se monitore0 altura de la planta, biomasa de la
parte aérea y de raices, e incidencia y severidad de enfermedades. Se determiné que las
concentraciones usadas dieron buenos resultados con respecto a las variables propuestas, sin

embargo, se da énfasis a la biomasa de raiz la cual fue considerablemente alta.

Palabras clave: agroecologia, sustrato, Trichoderma harzianum, biocontrolador, produccion.



Abstract

The indiscriminate use of chemical pesticides is the cause of pest bioresistance, air pollution and
alteration of human health. Based on this situation, it is pertinent to apply methods of treatment of
pathogens with the least possible negative impact, such as biological control. The purpose of this
investigation was to evaluate five organic residues from the agricultural activities of the
Agroecological Association La Campesina of Cayambe, as substrates for the production of conidia
of Trichoderma harzianum, known as biocontrol agent, biostimulant and biofortifier. It was
evaluated garlic (external cataphila), bean (pod), corn (protective bracts of the ear), tomato
(epicarp) and rice (whole grain). A completely randomized design was applied, with five replicates.
The amount and percentage of viability of conidia of T. harzianum was quantified. It was concluded
that corn bracts and garlic cataphila were the best substrates, both for production and viability of
conidia with 3,2 x107 cfu/mL and 2,49 x10’ cfu/mL and with 87,81 % and 87,18 % respectively.
It was carried out field tests through applications of two concentrations (1 x108 and 1 x10%° cfu/mL)
in Phaseolus vulgaris seeds; after four weeks it was monitored plant height, biomass of aerial and
root part, and incidence and severity of diseases. It was determined that the concentrations used
gave good results with respect to the variables proposed, however, emphasis is given to the root

biomass which was considerably high.

Keywords: agroecology, substrate, Trichoderma harzianum, biocontroller, production.



Capitulo |

1. Introduccién
La agricultura a partir de sus inicios ha tenido efectos concernientes al medio ambiente, los que en
términos generales han sido netamente de alteracidn. Sin embargo, la produccién de alimentos es
una necesidad que no se puede dejar de cumplirse. El crecimiento de la poblacién humana, la
cantidad de hambruna en el mundo que superara los 840 millones para el 2030 (9,8 % de la
poblacién) a lo cual se suma los efectos del COVID-19 que estd empeorando las perspectivas
generales de seguridad alimentaria y nutricion, obliga a pensar en nuevas estrategias de produccion.
Evaluaciones preliminares indican que la pandemia lograria aumentar la cantidad de personas

desnutridas a nivel global de 83 a 132 millones (FAO, 2020).

A mediados del siglo pasado, en casi todo el mundo, comenzé la trasformacion del régimen
agricola tradicional que se sustentaba en el uso de recursos, hacia otro rumbo orientado en una base
tecnoldgica innovadora que se respaldaba en el uso de fertilizantes sintéticos inorganicos,
plaguicidas, herbicidas y semillas hibridas, al cual se llamo “revolucion verde”, el mismo que se
basa en que el crecimiento agricola es una situacion inevitable e indispensable para la

industrializacion y crecimiento econémico del mundo (Chilon, 2017).

Es cierto que estas innovaciones tecnologicas han permitido un aumento en la productividad de los
cultivos, pero no es menos cierto también que se base en el uso de insumos costosos, que ademas
con el paso de los afios han mostrado sus impactos negativos, disminuyendo la calidad de los
recursos productivos como el agua y suelo, afectando la biodiversidad y el bienestar de las personas

(Saranddn & Flores, 2014).



Segun reportes sobre la alimentacion y la agricultura, la Organizacion de las Naciones Unidas
sefialé que en el afio 2019 se aplicaron 412 millones de toneladas de plaguicidas (insecticidas,
herbicidas, fungicidas y bactericidas) (FAO, 2020). Los problemas fitosanitarios de los pesticidas,
sobre todo por su efecto residual, han causado mucha controversia, como los organoclorados

debido a su alto grado de liposolubilidad (Huerta & Martinez, 2018).

Hace un tiempo, la agricultura ha sido un &mbito de importancia en América Latina y el Caribe
(ALC). El importante aumento de la produccién agricola en la region, ha tenido un impacto
significativo en la economia nacional, y en muchos paises ha fomentado la preservacion de un

balance financiero (Escobar, 2016).

Segun FAO (2020), en el 2018 Ecuador us6 607 toneladas de agrotoxicos a un costo de 275
millones de dolares, convirtiéndose en el tercer pais con mayor consumo de agrotoxicos en
Sudamérica. Asi mismo, estadisticas del INEC (2013), muestran que los productores en un 12 %
de las hectareas de cultivos permanentes y en 10 % de cultivos transitorios, usan pesticidas sin
comprender su toxicidad y sin percatarse en el profundo dafio que causan al medio ambiente y a
los conglomerados humanos, asi como en las provincias del norte del pais, el 70,1 % de los

productores usan los plaguicidas segln su experiencia.

Segun Campafa y otros (2011) en el Foro de los Recursos Hidricos en el Ecuador sostienen que
las enfermedades en humanos han tenido un incremento gradual del indice de mortalidad por
canceres a partir de la década de los 50 del siglo pasado, siendo el cancer de estdémago el que
presenta la tasa mas alta de mortalidad por agrotéxicos en provincias de la sierra como Carchi,

Cotopaxi y Chimborazo mientras que en la costa la mas afectada es El Oro.



Ahora bien, es necesario el desarrollo de estrategias integrales que se centren en el medio ambiente
y en la proteccion de los recursos naturales, sin impactar negativamente los rendimientos, por lo
tanto, es imprescindible la préctica de una agricultura méas sostenible, a la cual se la puede

denominar ecoldgica o agroecologia.

La agroecologia moderna retine un conjunto de técnicas e innovaciones, basadas en principios
ecoldgicos y en una profunda comprensién de los suelos, de cdmo asimilan los nutrientes las
plantas, del eficiente manejo de plagas, del potencial genético de los cultivos y de los animales y

de las interacciones bioldgicas y ecolégicas (UVIGO, s.f.).

Con respecto al manejo de plagas en agroecologia, se establecen principios cientificos que permiten
una gestion correcta de los sistemas agrarios en armonia con el medio ambiente como la
introduccion y/o conservacion de enemigos naturales, manteniendo un equilibrio para el desarrollo
del cultivo, mas que con la finalidad de eliminarlos; procurando mantener una poblacion fluctuante,
dentro de los limites aceptables a la salud y mantenimiento del cultivo y sin que afecte a plantas

y/o animales de los ecosistemas adyacentes (Diez, 2010).

El abuso de sustancias quimicas para controlar plagas y enfermedades en plantas y su inevitable
dafio ambiental, ha llevado a las personas a utilizar opciones de tipo bioldgico, como es el caso de
Trichoderma, conocido como un género de hongos que habitan normalmente en la rizésfera, y se
caracteriza como un simbionte vegetal oportunista (Djonovic, y otros, 2007); (Hohmann, Jones,

Hill, & Stewart, 2011).

La Asociacion Agroecoldgica la Campesina de Cayambe (ASOCAMCAY), fue creada en el 2014
con un objetivo comdn, la organizacion local y el intercambio de productos agricolas y pecuarios

en estado natural, lo que les permitio beneficiar a sus familias, restablecer los recursos naturales y



el fortalecimiento del desarrollo integral de las comunidades, todo en un ambiente fraterno y

solidario.

La ASOCAMCAY ha provocado un impulso de la agroecologia en su zona, suministrando
alimentos de calidad y sobre todo libre de agroquimicos; pero, en lo referente al dominio de plagas
y enfermedades, aln existen inconvenientes, lo que sigue impactando en los parametros de
productividad. Es por eso que es necesario que se apliquen técnicas de control sostenibles como

por ejemplo el etoldgico, el cultural, el mecéanico, entre otros.

Con esta investigacion se aspira contribuir al desarrollo de la ASOCAMCAY, y por ende al
mantenimiento de la salud del ambiente y las personas, mediante la generacion de herramientas
biotecnologicas que faciliten el control organico de sus cultivos a nivel de enfermedades y
patdgenos, a partir de sus propios recursos, que para la presente propuesta lo constituyen los

residuos organicos que se generan de la actividad que realizan.

En consecuencia, el propdsito de este estudio de investigacion es evaluar sustratos organicos
destinados a la propagacion del hongo T. harzianum como un biocontrolador a ser usado en las
fincas de la Asociacién Agroecoldgica la Campesina de Cayambe (ASOCAMCAY). Entre los
objetivos especificos se encuentran: evaluar residuos organicos obtenidos de la actividad agricola
de las fincas de la ASOCAMCAY, como potenciales sustratos para la eficiente propagacion del
hongo T. harzianum; asi como el establecer pruebas en campo mediante la aplicacion del hongo
obtenido del mejor residuo organico, en Phaseolus vulgaris, comprobando su influencia en la altura

de la planta, en la biomasa aérea y de raices, asi como la incidencia y severidad de enfermedades.



Capitulo 11

2. Marco Conceptual

2.1 Microorganismos en la agricultura
El requerimiento de satisfacer la alta demanda de alimentos hace que los productores elijan
opciones de tipo quimico, ya que aceleran la germinacién, el crecimiento y produccion de los
cultivos, sin considerar el dafio que generan al suelo, al agua, a los alimentos y especialmente al

consumidor final (Arias, 2010).

Por tanto, existe una necesidad urgente de utilizar a los microorganismos como promotores en el
proceso de germinacion, para el tratamiento de enfermedades y plagas, o para reemplazar los
mecanismos quimicos actualmente utilizados. Esto provocara una mejora en las caracteristicas de
los productos alimenticios, que a fin de cuentas se manifestara en el bienestar de los consumidores,
en la reduccion de la contaminacion del suelo y en las mayores recompensas economicas para los
trabajadores por su uso, ya que en comparacion con la inversion necesaria para utilizar fertilizantes

quimicos se reduciria costos de produccion.

2.2 Hongos entomopatogenos
Estos hongos son los mas importantes en el control bioldgico de plagas e insectos, residen
naturalmente en la naturaleza, en los remanentes del laboreo de cultivos y mayoritariamente en el
suelo; adicional a eso, se conoce que a partir de otros organismos 0 materia organica obtienen sus

nutrientes.

2.3 Trichoderma spp.
Hace dos siglos, Person present6 al género Trichoderma (Villegas Arenas, 2019), al cual lo

constituye una serie de hongos filamentosos que forman parte del reino Mycetae (fungi), division



Eumycota, subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Monoliales) y

familia Moniliaceae (Argumedo-Delira, Alarcon, Ferrera-Cerrato, & Pefia-Cabriales, 2009).

Aunque segln Samuels (2006), la clasificacion del género Trichoderma seria “Reino Myceta
(verdaderos hongos), Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase Euascomycetes,

Orden Hypocreales, Familia Hypocreaceae y Género de Trichoderma ademas de Hypocrea”

Las especies de Trichoderma son hongos transmitidos por el suelo que se utilizan ampliamente por
sus numerosos beneficios para la salud de las plantas, como por ejemplo, conferir un mejor
crecimiento, resistencia a enfermedades y tolerancia al estrés abidtico a sus huéspedes (Nieto, y

otros, 2017).

Como se localiza en suelos ricos en materia organica, se clasifica en el grupo de hongos hipdgeos,
lignolicolas y depredadores; es un hongo aerobio y puede sobrevivir en suelos con pH neutro y

acido (Villegas Arenas, 2019).

Trichoderma spp., origina tres propagulos: hifas, clamidosporas y conidias (esporas). En términos

de control bioldgico, las conidias son las més viables (Sivila & Alvarez Jujuy, 2013).

En la agricultura, el principal beneficio de Trichoderma, es su antagonismo frente a
microorganismos fitopatégenos, ya que tiene la capacidad de segregar enzimas toxicas
extracelulares que provocan descomposicién y eliminacion de fitopatégenos (micoparasitismo),
degradacion de la pared celular de hifas (depredacion), generacion de sustancias quimicas
impalpables y antibioticos que inhabilitan el desarrollo de hongos basidiomicetos (amensalismo
que es la competitividad por oxigeno, nutrientes y espacio en el suelo beneficiada por la gran

adaptabilidad y rapido crecimiento de Trichoderma (Villegas Arenas, 2019).



2.4 Trichoderma harzianum
T. harzianum es un hongo cosmopolita, ya que se distribuye a nivel mundial en diversos
ecosistemas y entornos naturales, siendo habitual su desarrollo en sitios donde se acumula material
vegetal orgénico, como restos de cosechas o suelos humicos (Villegas Arenas, 2019); se adaptan a
diversos ambientes, facilitando asi su distribucion a cualquier entorno, asi también son reconocidos

por la generacién caracteristica de toxinas y antibiéticos (Seaby, 1996).

T. harzianum tiene un amplio rango de produccion de enzimas hidroliticas y quitinoliticas, por lo
que ostenta una poderosa capacidad para realizar interacciones parasiticas y simbidticas con plantas
y microorganismos. Estudios han demostrado, que este hongo tiene una variedad de mecanismos
antagonistas en el control de fitopatdogenos como los efectos antibacterianos, interaccion directa
con patdgenos (micoparasitismo y lisis enzimatica), induccion de resistencia, competencia por
nutrientes y espacio (Lorito, 2006), es por eso que esta especie es utilizada en la agricultura como

biocontrolador de enfermedades asi también como bioestimulante o biofertilizante.

Una vez que el producto ha sido formulado, el hongo se puede aplicar facil y directamente a suelo,
semillas y plantas mediante cualquier método tradicional. Cuando se aplican hongos a las raices,
el mecanismo de accion simbiotico empieza formando una cobertura de defensa, ocasionando que
las raices estén protegidas y al mismo tiempo hace que el hongo se alimente de las secreciones de
las raices provocando una disminucién de nutrientes para los organismos patdgenos, asi como se
evita que fitopatdgenos ingresen a las raices de las plantas. El efecto que se produce es solo por

competencia con otros hongos patdgenos para nutrimentos y espacio (Andrade, 2012).

2.4.1 Clasificacién taxondmica

Agrios (2005), clasifica taxonomicamente a T. harzianum como:



- Reino: Mycetae

- Divisién: Eumycota

- Subdivision: Deuteromycotina

- Clase-Forma: Hyphomycetes

- Orden-Forma: Hyphales (Moniliales)
- Género-Forma: Trichoderma

- Especie: Trichoderma harzianum

2.4.2 Morfologia

En los primeros dias de T. harzianum, el color del micelio es blanco y finalmente se vuelve verde
oscuro después de la formacion de las esporas. Despues de su incubacion en medio de agar de
dextrosa y papa (PDA) a 25 ° C durante cinco dias, la colonia de T. harzianum crece agilmente y
madura. Las especies de este género generalmente prefieren valores de pH acido de 4,5 a 5.
Ademas, crece en areas donde la humedad es alta y el di6xido de carbono se estanca en el aire

(Pandey & Tewari, 1990).

T. harzianum, en su ciclo de vida, empieza con el crecimiento y ramificacion de un micelio fungico
tipico con un didmetro de 5-10 um (Seaby, 1996). Cuando el didmetro de las esporas del hongo
alcanza de 3 a 5 um, se produce la formacion asexual de esporas y se libera una gran cantidad de
ellas. Ademas de la esporulacién, también se forman clamidosporas, que se encuentran dispersas

en hifas individuales o en las ramas laterales cortas.

En estudios previos sobre T. harzianum, se han distinguido cuatro biotipos: Thl, Th2, Th3y Th4,
dependiendo del porcentaje de crecimiento del micelio y la apariencia de la colonia formada, asi

como las caracteristicas morfoldgicas microscopicas, incluidas fialides y fialdsporas (esporas que



tienen base inflada y forma de pera). Entre los biotipos diferenciados, Th2 y Th4 son los biotipos
que mas afectan el cultivo de hongos comestibles y son los més resistentes a los virus que destruyen
los cultivos, mientras que los biotipos Thl y Th3 tienen la capacidad de infectar compost de
hongos, y en casos raros pueden causar la pérdida de cultivos de hongos comestibles (Romero,

Huerta, Huato, Dominguez, & Arellano, 2009).

En esta especie, se destaca la disposicion de las ramificaciones de forma piramidal, también el
tamafio de sus conidi6foros varia de 62,5 a 69 x 3 a 4,7 um. Estas microestructuras son de color
verde y con multiples ramas que estan orientadas verticalmente. En algunos casos se puede
observar una formacién con dos o tres ramas horizontales dispuestos en grupos en un angulo

amplio, como se muestra en la figura 1.

Conidiéforos de T. harzianum
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Figura 1. Fialides y conidi6foros en forma de piramide

Fuente: (Romero, Huerta, Huato, Dominguez, & Arellano, 2009).

Las estructuras como las fialides son largas y delgadas, conocidas como células conididégenas que
presentan forma de florero, se distribuyen de forma auténoma a lo largo del eje, con un tamafio de
6,3 a 15,6 x 2,7 a 3,4 um, con forma citriforme (como limén) y casi esférica. Las clamidosporas se

encuentran dispersas y estan formadas por un micelio sumergido, son casi esféricas, con paredes



irregulares, de color verde y de 10 a 12,5 um de tamafio (Romero, Huerta, Huato, Dominguez, &

Arellano, 2009).

2.4.3 Condiciones de crecimiento

El factor principal en el desarrollo de T. harzianum es el ciclo alterno de luz y oscuridad, que
favorece la colonizacion del sustrato. EI pH para su crecimiento debe estar entre un 2 'y 9 (6ptimo
de 4 a 7). La temperatura de crecimiento esta entre 10 °C a 40 °C (6ptima de 25 °C). La humedad
alrededor del 70 % y 80 %. Los requerimientos nutricionales de T. harzianum son bien conocidos;
puede asimilar sustratos de alta complejidad estructural, como almidon, pectina y celulosa, y
debido a que posee un enorme complejo enzimatico hidrolitico como amilasa, pectinasa, celulasa
y quitinasa, etc., se pueden utilizar como ventaja contra fitopatégenos. Asimismo, también procesa
como fuentes de nitrogeno compuestos como aminoacidos, amoniaco, nitrito, sulfato de amonio y

urea (Nugra, 2018).

2.4.4 Mecanismos de accion

En el ambito biocontrolador de este hongo, se distinguen algunas acciones directas frente a hongos
fitopatdgenos, las cuales colaboran con la capacidad de Trichoderma para desarrollarse en la

rizosfera de las plantas.

2.4.4.1 Micoparasitismo
Se define como “una simbiosis antagonica entre organismos, en el que generalmente estan
implicadas enzimas extracelulares como quitinasas, celulasas, y que corresponden con la
composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados™ (Lorenzo, 2012, pags.

23-24).
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Se produce en cuatro fases y cada una se desarrolla de acuerdo al hongo correspondiente, de las

condiciones ambientales y de la participacion necrotréfica o biotréfica del microorganismo

antagonista:

Crecimiento quimiotropico: es la localizacion del hospedante. Trichoderma puede localizar
el huésped y sus hifas de forma remota, debido a la deteccion de un estimulo de tipo
quimico, provocando su crecimiento en direccion hacia el patdgeno.

Reconocimiento: mediante interacciones lectina-carbohidrato. Se produce una interaccion
entre los elementos de la superficie celular y el entorno extracelular gracias a las lectinas.
Adherencia y enrollado: Trichoderma se adhiere mediante sus hifas a las del huésped a
través de apresorios que se enrollan en el huésped. La union de las hifas se produce
mediante la combinacion de la lectina de la pared del patégeno con un azlcar de la pared
del antagonista.

Actividad litica: Distintas enzimas como celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y
quitinasas son secretadas por T. harzianum, las cuales participan en la lisis de la pared
celular hifal del huésped, lo que facilita la entrada de estructuras especificas, asi como de
sus hifas para que se beneficien de los nutrimentos localizados en el interior del

fitopatdgeno.

Esta simbiosis antagénica, finaliza con la disminucion del citoplasma de la célula huésped,

reduciendo asi su actividad patogena (Infante, Martinez, Gonzélez, & Reyes, 2009).

2.4.4.2 Competencia

Para que exista competencia, es necesario la limitacién o escasez de la demanda de nutrientes y

espacio, entonces se provoca una situacion en la que dos o mas organismos frente a las mismas
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exigencias, no puedan tener el mismo desempefio debido a que siempre uno limita la cantidad del

otro organismo (Martinez, Infante, & Reyes, 2013).

Trichoderma ha probado que es un gran acaparador por el espacio y los recursos nutritivos como
carbono, nitrato y hierro, debido a su presencia en suelos agricolas y ecosistemas (Hjeljord &

Tronsmo, 1998), y su plasticidad ecoldgica (Infante, Martinez, Gonzélez, & Reyes, 2009).

Mayoritariamente, caracteristicas que benefician la idoneidad del antagonista son una elevada tasa
de crecimiento de sus aislados y la produccion de metabolitos de diferentes propiedades, que
provocan lentitud y hasta la eliminacion de sus competidores. Esta forma de actuar incide en la
"propagacion” de patdgenos y es muy importante para la propagacion de antagonistas (Martinez,

Infante, & Reyes, 2013).

2.4.4.3 Antibiosis
“Es la accion inmediata de antibidticos o metabolitos tdxicos producidos por un microorganismo
sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal
mecanismo de accion de un antagonista, ya que el riesgo de aparicion de cepas del patdgeno

resistentes al antibidtico es inminente” (Lorenzo, 2012, pag. 34).

En varios estudios hasta el momento, se han reconocido componentes como “alquilpironas (6-a-
pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina,
atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina),

sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides (viridina)” (Howell, 2003, pags. 4-10).

2.4.4.4 Actividad litica
En esta fase ocurre una produccion de liasas extracelulares, principalmente quitinasas, glucanasas

y proteasas, que degradan la pared celular del huésped y permiten que las hifas penetren en el
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antagonista por lisis y mediante poros que hacen posible el contacto. Las actividades de las enzimas
de Trichoderma se han estudiado exhaustivamente y sus posibles funciones micoparasitarias

(Lorenzo, 2012, pag. 28).

2.45 Beneficios

Entre las ventajas de este hongo, Gupta, et al. (2014), indica:

Gracias a la accion de metabolitos secretados, incita el desarrollo de la planta y promueven

su crecimiento, asi como de su raiz permitiéndole absorber mejor los nutrientes.

- Es una pieza esencial en procesos de degradacion de materia organica, ya que transforma
nutrientes en su forma asimilable, por lo tanto, tiene un impacto indirecto en la subsistencia
de los cultivos.

- Actla como eficaz antagonista frente a Pythium, Armillaria, Fusarium, Rhizoctonia y
Phytophthora, los mismos que son causantes de pudriciones a nivel de raiz.

- Procede simultdneamente con hongos entomopatogenos controladores de plagas.

- Interviene en la prevencion de enfermedades radiculares y de follaje a través de su
capacidad protectora.

- Disminuye el uso de fungicidas toxicos preservando recursos naturales.

- Es un microorganismo que no causa efectos nocivos en el hombre ni en controladores

bioldgicos.
2.4.6 Importancia agricola como agente de biocontrol
Gracias a que T. harzianum es un hongo que habita la rizésfera y es considerado un simbionte

oportunista de plantas, puede promover la generacion de iniciadores que estimulen la defensa de

plantas contra patdgenos e insectos, ayudar a disolver el fosforo y originar la sintesis de sustancias
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que promuevan el crecimiento de las plantas (Djonovic, y otros, 2007); (Hohmann, Jones, Hill, &
Stewart, 2011). No solo se caracteriza como un fungicida bioldgico y un biocontrolador, sino
también tiene la habilidad de producir enzimas que pueden degradar desechos organicos sélidos,
por lo que puede promover la mineralizacion y el reciclaje de desechos (Diorio, Forchiassin,
Papinutti, & Sueldo, 2003); (Marques, Matos, Girio, Roseiro, & Santos, 2017); (Idris, Pandey, Rao,

& Sukumaran, 2017).

Este hongo esté vinculado a la rizosfera, por lo que puede impulsar el desarrollo y crecimiento de
las plantas a través de la produccién de auxinas y giberelinas, asi también originar acidos organicos
(gluconico, fuméarico y citrico) que pueden reducir el pH del suelo y promover la disolucion de
fosfato, magnesio, hierro y manganeso, que son esenciales para el metabolismo de las plantas

(Torres-De la Cruz, y otros, 2015); (Sharma, Salwan, & Sharma, 2017).

Asimismo, es un microorganismo muy importante en el &mbito vegetal, porque tiene propiedades
micoparasitarias y antibidticas, que ayuda a controlar hongos fitopatdgenos, por lo que ciertas
especies estan catalogadas como extraordinarios agentes de control biolégico de hongos

fitopatdgenos (Argumedo-Delira, Alarcon, Ferrera-Cerrato, & Pefia-Cabriales, 2009).

Ramos, Navarro, Zumaqué & Violeth (2008) afirman que “este hongo toma nutrientes de los
hongos que parasita y de materiales organicos, ayudando a su descomposicion, por lo cual las

incorporaciones de materia organica y compostas favorecen su proliferacion” (pags. 23-24).

2.5 Sistemas de produccion de Trichoderma
“A pesar de que las especies de Trichoderma spp., han sido evaluadas durante mas de 70 afios
como antagonistas de hongos fitopatdgenos, s6lo hasta inicios del siglo XXI se empezaron a

comercializar como biocontroladores agricolas™ (Pineda-Insiuasti, y otros, 2017, pag. 1).
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Esto pudo suceder debido a cambios en la demanda del mercado de alimentos, donde cada vez hay

mas personas que exigen que los productos que consumen sean libres de pesticidas inorganicos.

Pineda-Insiuasti, y otros (2017) afirman que “la produccion de biopreparados fangicos para control
bioldgico tiene como objetivo transportar el mayor nimero posible de propagulos (conidias, para

este caso) viables que pueden infectar a los hongos patdgenos” (pag. 2).

“Para la formulacion de biopreparados estables, las estructuras morfoldgicas deben permanecer
viables durante mucho tiempo antes y después de uso, con un tiempo minimo de caducidad de 18
meses a 20 °C” (Deshpande, 1999, pags. 229-243). Sin embargo, uno de los principales obstaculos
de su comercializacion y posterior uso, es la correcta formulacién de los biopreparados que
asegurar su facilidad de utilizacién, costos de produccién bajos, inoculo con adecuada
concentracion y viabilidad de esporas (Fravel, 2005), asi también que a mediano y largo plazo, una
vez aplicado al suelo o sustrato, se pueda mantener la densidad inicial de in6culo (Martinez-

Medina, Roldan, Lloret, & Pascual, 2008).

La fermentacion es un conjunto de procedimientos en los que los microorganismos procariotas
(bacterias) y eucariotas (microalgas, levaduras, hongos) transforman sustratos sélidos o liquidos
en productos de alto valor agregado, para ser usados por el hombre (Vuppala, Krishna, & Murthy,
2015); (Ashok, Doriya, Rao, & Kumar, 2017). De este modo, en el ambito industrial, la
manufactura de compuestos bioldgicos mediante fermentacion se pueden producir en sustratos
bifasicos, solidos o liquidos estaticos y agitados (Elésegui, 2006), (Subramaniyam & Vimala,

2012).
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2.5.1 Fermentacion en estado liquido

Este tipo de fermentacion emplea sustancias solubles en agua en el proceso de crecimiento
microbiano y reproduccion de biomasa. EI medio seleccionado debe ser barato, facil de obtener y
poseer un equilibrio adecuado de nutrientes como por ejemplo la melaza y sustratos que contengan

vitaminas, azUcar, sales minerales, etc. (Herndndez-Melchor, Ferrera-Cerrato, & Alarcén, 2019).

Es también conocida como fermentacion sumergida, se la realiza en tanques especiales
(biorreactores) considerando condiciones anaerobicas o aerdbicas, en este tanque el aire se puede
suministrar mediante sistemas de agitacion neumaticos, mecanicos o una combinacion (Vuppala,
Krishna, & Murthy, 2015). A diferentes escalas de produccion, las configuraciones de biorreactores
aerobicos mas estudiadas incluyen tanques agitados, torres de burbujeo y extraccion de gases (de
Jesus, Moreira, & Maciel, 2017); los cuales a nivel industrial son manejados para la produccion de
enzimas (Ashok, Doriya, Rao, & Kumar, 2017). Es por eso que, en comparacion con la
fermentacion en estado solido, la fermentacion sumergida produce mas del 75 % de enzimas

microbianas (Subramaniyam & Vimala, 2012).

2.5.2 Fermentacion en estado sélido

Es apto el uso de la fermentacion sélida en procedimientos que buscan el crecimiento adecuado de
microorganismos mediante la utilizacion de materias primas no solubles en agua (como se trata de
un proceso estatico la cantidad de agua que se utiliza no debe sobrepasar el limite de saturacion del
solido en el que creceran los microorganismos, ya que si el contenido de oxigeno es menor afectara
indudablemente a la fermentacion (Subramaniyam & Vimala, 2012); (Kumar, Thaku, & Rani,

2014); (Vuppala, Krishna, & Murthy, 2015).
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La eficiencia de los biopreparados depende principalmente de cual fermentacion se elija, asi como
de la concentracion del indculo, viabilidad-estabilidad de conidias y bajos costos de produccion;
es por eso que es una buena opcion utilizar una fermentacion en estado sélido usando residuos
agroindustriales los cuales han demostrado ser faciles de conseguir, de manipular y de ofrecer un

producto final abundante.

Este sistema presenta ventajas en procesos biotecnolégicos, ya que posee una alta adaptabilidad de
los microorganismos y por lo tanto éstos producen enzimas para degradar las sustancias solidas

proporcionadas aprovechando sus nutrientes para sobrevivir (Granda, Mejia, & Jimenez, 2005).

2.6 Sustratos
El sustrato que se utilice para la produccién de microorganismos, debe poseer los elementos
necesarios para una correcta sintesis del material celular y produccién de metabolitos (Poalacin

Cabascango, 2015).

Para producir Trichoderma se suelen utilizar como materia prima ciertos materiales o0 compuestos
de origen agricola o subproductos de las agroindustrias, por lo que se elige residuos que contengan
ingredientes organicos ya que asi se reemplaza la necesidad de nutrientes para el microorganismo,

asi también se los puede obtener a un costo econdémico (Poalacin Cabascango, 2015).

En el cultivo de Trichoderma, cuando se producen conidias, el elemento mas encontrado es el
carbono, y el porcentaje de nitrégeno se convierte en un factor limitante para su crecimiento. En la
produccién de Trichoderma, como en otros procesos, la proporcién carbono-nitrégeno (C/N) es de

suma importancia; ya que de ellos depende que se dé la esporulacion (Poalacin Cabascango, 2015).

Pineda, et al. (2015), sefialaron que cuanto menor es el tamafio de la particula del sustrato, tiende

a proporcionar un area mayor para el contacto entre la hifa y la particula, lo que lograra la mejor
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circulacion de aire (generalmente debe existir una circulacién entre el 20 % al 60 % de agua con

relacion a su volumen total).

2.7 Desechos agroindustriales
La agroindustria tiene como objetivo “combinar los procesos productivos agricolas con los
procesos productivos industriales con el fin de obtener alimentos o materiales semielaborados para
ser destinadas al mercado” (Vargas & Pérez, 2018, pag. 60), ésta se puede dividir en dos categorias,
la primera estd compuesta por industrias alimentarias y no alimentarias, y la segunda conformada
por proveedoras de materias primas como trigo molido y arroz; asi también los consumidores de

materias primas como para la fabricacion de pan.

Los residuos agroindustriales son “materiales en estado solido o liquido que se obtienen del
consumo directo de productos primarios o que se obtienen de su industrializacion” (Vargas &
Pérez, 2018, pag. 60), pues asi ya no son utiles en el proceso de produccion que los genero, pero
pueden ser utilizados o transformados para la obtencion de otro producto con un valor comercial,

econdmico o social.

Las propiedades quimicas y bioldgicas de estos residuos dependen del proceso de modificacion y
de la materia prima utilizada. Sin embargo, los residuos agricolas son materiales lignocelulésicos,
es decir “el contenido de celulosa, lignina y hemicelulosa representa el porcentaje de composicion

mas alto” (Saval, 2012, pags. 14-16).

Es por eso, que es una propuesta interesante el estudio y uso de diferentes residuos organicos
agroindustriales para la produccién de T. harzianum y asi observar su eficiencia para proveer los

nutrimentos imprescindibles que necesita el hongo para su desarrollo.
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2.7.1 Arroz (Oriza sativa)

El arroz es el principal alimento en diecisiete paises de la region de Asia y el Pacifico, nueve de
América del Norte y Sur, como ocho de Africa. Este grano brinda el 20 % del suministro energético
de alimentos a nivel mundial. El arroz es una buena fuente de tiamina, niacina y riboflavina, asi
como de energia. Las caracteristicas de aminoacidos del arroz presentan altos contenidos de &cido

aspartico y glutamico, mientras que la lisina es un aminoéacido limitante (FAO, 2004).

2.7.1.1 Composicién quimica
Es el grano con mayor contenido de almidon, y su estructura quimica es relativamente simple,
basicamente el almiddn esta compuesto por dos proporciones diferentes de polimeros que son la
amilosa (16 % - 30 %) y la amilopectina (68 % - 85 %). La amilosa es un polimero de glucosa
conectado por enlaces a-1,4 glucosidicos (lineales) y la amilopectina al contrario es un polimero
altamente ramificado incluyendo enlaces a-1,6 glucosidicos en sus puntos de ramificacion. En
efecto, Trichoderma hidroliza los polimeros de almidon por enzimas como a — amilasas,
glucoamilasas, B — amilasas, de modo que el micelio crezca y produzca esporas (Poalacin

Cabascango, 2015).

2.7.2 Maiz (Zea mays)

El maiz es uno de los tres granos fundamentales en la nutricién de la mayoria de las personas a

nivel global.

El maiz se encuentra dentro de la categoria de gramineas con una produccion mundial de 645
toneladas. En Ecuador se produce en las provincias de los Rios y Guayas un 73, 41 %, en las
provincias de Cotopaxi, Bolivar y Azuay el area que se cultiva es menor (Andrade, 2012). Cuando

el maiz alcanza una humedad del 22 % al 24 % esta listo para su recoleccidn.
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El cultivo produce una gran cantidad de biomasa aérea, de la cual el 50 % se cosecha en forma de
grano para industrias alimenticias y el resto en las estructuras vegetales como cafia, cascara, hojas
y mazorcas que usualmente son utilizadas en otras industrias. El rendimiento de biomasa residual

que produce el maiz oscila entre 20 y 25 ton/ha (Nugra, 2018).

2.7.2.1 Composicién quimica

La pared celular tiene poco porcentaje de celulosa y se caracteriza por tener un valor alto de
hemicelulosa. Al presentar un porcentaje bajo de lignina en el resto de la planta, hace que sea mas
digerible que la paja de cereal, siendo también rico en azucares solubles. Por estos motivos, el valor
energético de este residuo es mayor al de la paja de otros cereales, oscilando entre 1,69y 2,1 Mcal/k

(Pasturas de América, 2016).

Hay muchos minerales del maiz presentes en los residuos que quedan en el campo. Cerca del 30 %
de los minerales K, P, N y Ca forman parte de esa estructura. El contenido de lignina en el mismo
se encuentra entre 14, 6 % y 17, 9 %, mientras que el de celulosa se encuentra entre 57 % y 59, 2

% (Tipan, 2016).

Las bracteas de proteccion de la inflorescencia femenina del maiz se las conoce mejor como hojas

de la mazorca del maiz y su composicion se puede observar en la tabla 1

Tabla 1

Composicion quimica de las bracteas de proteccion de la inflorescencia femenina del maiz.

Compuesto %
Holocelulosa 78,86
a-celulosa 43,14
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Lignina 23,00

Cenizas 0,76

Fuente: (Hurter, 1997).

2.7.3 Ajo (Allium sativum)

El ajo (Allium sativum) es una especie se encuentra en la familia Amaryllidaceae, la cual se

encuentra conformada por 600 especies.

El ajo contiene muchos ingredientes activos, de los que sobresalen los compuestos azufrados. Si el
bulbo esté fresco e intacto, el componente principal es la aliina, que es una sustancia inestable e
insipida, y asi mismo otros compuestos como los sulfoxidos. Ademas, existen sales minerales,

lipidos, azucares, aminoacidos esenciales, terpenos, compuestos fenolicos, vitaminas, etc.

Se dice que la alicina funciona contra bacterias gramnegativas y grampositivas, aunque parece que
el ajoeno y el trisulfuro de dialilo también actlan sobre estas. El ajo también tiene un efecto

antifangico porque ha demostrado su actividad contra Candida mayoritariamente (L6opez, 2007).

Con respecto a la cascara de ajo (catafila externa), ésta tiene adheridas moléculas propias del bulbo,
lo que le confiere el fuerte olor caracteristico. Estan compuestas por vitaminas como la B6 y

minerales como el selenio y magnesio.

2.7.3.1 Composicién quimica
Tabla 2

Composicion quimica del ajo

Componente Cantidad

Agua 58,58 ¢
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Energia 149 kcal

Proteina 6,36 ¢
Lipidos totales 0,59
Carbohidratos (por diferencia) 33,06 ¢
Fibra dietética 2,19
Azlcares totales 1g

Nota: Datos obtenidos en 100 g de ajo fresco
Fuente: (Delgado-Olivares, Betanzos, & Sumaya, 2010).

Elaborado por: Las autoras, 2020.

2.7.4 Fréjol (Phaseolus vulgaris)

El fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de mayor importancia de consumo del
ser humano, ya que es una significativa fuente de calorias, vitaminas, proteinas y minerales,
también es rico en bioactivos como inhibidores de lecitinas, enzimas, etc. (Fernandez & Sanchez,

2017).

2.7.4.1 Composicién quimica
Las propiedades nutricionales del fréjol se relacionan con su alto contenido en proteinas y en menor
cantidad con su contribucion de carbohidratos, minerales y vitaminas. Dependiendo del tipo de
fréjol, las proteinas oscilan con su contenido entre el 14 % y 33 %, es rico en aminoacidos como la
lisina (6,4 a 7,6 g/100 g de proteina) y la fenilalanina mas tirosina (5,3 a 8,2 g/ g de proteina), pero

con una cantidad menor de aminoacidos azufrados de metionina y cisteina.

El fréjol ofrece una gran aportacion de fibra, cuyo valor se situa entre 14 — 19 g/ 100 g de la semilla
en crudo, la mitad de los cuales se encuentra en forma soluble. Los componentes quimicos

principales de la fibra de fréjol son los pentosanos, pectinas, hemicelulosas, lignina y celulosa. Este
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alimento también es una fuente considerable de hierro, calcio, zinc, magnesio, fosforo, asi como

las vitaminas niacina, acido folico y tiamina (Ulloa, Ulloa, Ramirez, & Ulloa, 2011).

La céascara de fréjol contiene sustancias llamadas antocianinas, que en su estructura tiene un ion
inestable que se llama flavilio, una apreciable cantidad de celulosa y lignina, que puede ser
aprovechada (Camacho & Salgado, 2019); asi también posee una gran cantidad de agua la cual

favorece el crecimiento de microorganismos (Barahona & Rivera, 2006).

2.7.5 Tomate (Solanum lycopersicum)

El tomate pertenece a la familia de las solanaceas (Solanaceae), es nativo de Centroamerica y
México, del norte y noroeste de Sudamérica. Es una planta herbacea anual. El tallo de la planta
joven es erguido y cilindrico. A medida que crece, el tallo se cae y se pone corneo, la mayoria de
sus érganos y glandulas tienen vellosidades y segregan una sustancia verde aromatica, su longitud

méaxima puede alcanzar los 2,50 m, con abundantes ramas y yemas axilares (Torres, 2017).

2.7.5.1 Composicién quimica
Casas, et al. (2008), publican un estudio en el que muestra que los desechos de la industria del
tomate son una excelente fuente de nutrientes como proteinas, azlcares, aceites (75 % de acidos

grasos insaturados), carotenoides y ceras.

Entre los principales compuestos bioactivos que se pueden extraer de los residuos del tomate esta
la fibra, el aceite de las semillas y el licopeno (carotenoide responsable del color rojo y también es
un poderoso antioxidante), el cual se encuentra en mayor concentracion en la cascara de tomate

con un valor de 54mg/100g (Carmona, 2013).
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Capitulo 111

3. Materiales y métodos

3.1 Fase de laboratorio

3.1.1 Area de trabajo

La fase de laboratorio se desarrolld en los “Laboratorios de Ciencias de la Vida” de la Universidad
Politécnica Salesiana, ubicados en el Campus El Girdn de la Sede Quito, en la provincia de

Pichincha-Ecuador.

3.1.2 Obtencién de cepa y reactivacion

La cepa identificada molecularmente de T. harzianum fue proporcionada por la coleccion de
microorganismos de la Master Laura Huachi. Los viales con hongo permanecian almacenados en

glicerol al 10 % a una temperatura de -70 °C.

Para la reactivacion se utiliz6 medio PDA dispensado en cajas Petri, en donde se colocd 1 mL de

T. harzianum, y se mantuvo en incubacion durante siete dias a una temperatura de 26 °C.

3.1.3 Prueba microscépica y macroscopica de caracteristicas fungicas de T. harzianum

3.1.3.1 Caracteristicas macroscopicas
Las colonias tipicas de T. harzianum se pudieron observar facilmente a los tres dias de incubacion
debido a su rapido crecimiento y coloracion blanca, a los cuatro o cinco dias cambiaron de
coloracién a verde debido a que ya se produjo la esporulacion del hongo y es en donde se encuentra

en un punto de reproduccién maximo. Se puede observar esas caracteristicas en las figuras 2 y 3.
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T. harzianum en medio PDA

Figura 2. Colonias de T. harzianum de tres dias de crecimiento en PDA

Elaborado por: Las autoras, 2020.

T. harzianum en medio PDA

Figura 3. Colonias de T. harzianum de cinco dias de crecimiento en PDA

Elaborado por: Las autoras, 2020.

3.1.3.2 Caracteristicas microscépicas
Para poder identificar estructuras a nivel microscopico de T. harzianum se necesitd de un
microscopio y con la ayuda de estudios de Rifai (1969) y Hoog, Guarro, Gene, & Figueras (2000)
se pudo corroborar que se trabajo con T. harzianum, ya que se pudo observar detalladamente

estructuras como conidiéforos (figura 4) que mostraron varias ramificaciones verticales, y en

25



algunos casos se observé una distribucion de las ramas laterales con angulos amplios en grupos de
dos a tres. Se observo ramificaciones con forma piramidal, en donde las fialides se encontraron
largas y delgadas (figura 4), solitarias y asimétricas a lo largo del eje con hasta cuatro conidios con
forma redondeada y casi esféricos (figura 5). Sus clamidosporas se ubican en el medio y se
encuentran constituidas por un micelio sumergido, casi esférico, con paredes irregulares y de un

ligero color verde.

Estructuras de T. harzianum (100x)

Figura 4. Fialides largas y conidiéforos

Elaborado por: Las autoras, 2020.
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Conidias de T. harzianum (100x)

Figura 5. Numerosas esporas globosas del hongo

Elaborado por: Las autoras, 2020.

3.1.4 Proceso experimental

3.1.4.1 Tratamientos
Los cinco sustratos elegidos como potenciales para la propagacion de T. harzianum, se obtuvieron
a partir de los residuos de la actividad agricola de las productoras de la ASOCAMCAY. Latabla 3

presenta la descripcion de denominacion a los sustratos, asi como el porcentaje de humedad que

tenian el momento de ser utilizados.
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Tabla 3

Descripcion y denominacion de los tratamientos

Porcentaje de

Tratamiento Descripcion Denominacion
Humedad
Grano entero, se lavé con agua hasta que
Arroz soltara todo el almidén, se coci6 en agua por S1 52,38
5 min, se escurrio
Bréacteas protectoras de la inflorescencia
Maiz femenina (mazorca), se corté con un bisturi S2 86,98

en cuadrados de 1cm?

Catéfila externa seca que protege al bulbo,
Ajo S3 83,11
se triturd en una licuadora casera

Vaina verde, se cortd con un bisturi en
Fréjol S4 81,99
cuadrados de 1cm?

Epicarpio, con un bisturi se separé el
Tomate epicarpio del endocarpio y se corto en S5 47,76

pedazos de 1cm?

Elaborado por: Las autoras, 2020.

3.1.4.2 Unidad experimental
La unidad experimental la conformo un envase de vidrio de 250 mL, conteniendo 20 g de sustrato.
Cada unidad experimental fue esterilizada en autoclave por 25 min a 15 PSI para posteriormente

ser enfriadas por 15 min en una campana de extraccion.
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3.1.5 Disefo experimental

Se empleo un Disefio Completamente al Azar (DCA), con cinco repeticiones para cada tratamiento

y la prueba de separacion de media Tukey al nivel de significancia 0,05.

3.1.6 Variables

3.1.6.1 Conteo de conidias
La determinacién de la concentracion de conidias se efectué con una cadmara hematimétrica de
Neubauer. Se realizd el conteo cuatro veces (7, 14, 21 y 28 dias después de la inoculacién) para

cada tratamiento y repeticion.

De cada repeticion para los cinco tratamientos, en la camara de flujo, se retird 1 g de sustrato con

hongo, el cual se incorporéd a 100 mL de agua de tipo destilada.

La formula gque se utilizé para el conteo de conidias fue la propuesta por (Troya & Vaca Granda,

2014) :

esporas esporas contadas en los 2 campos de la cAmara

mL  superficie recontada (mm2)x profundidad (mm)x dilucién

Se realizd diluciones 10, 102y 10 de cada repeticion, para poder conocer cual tratamiento poseia
una concentracion de 1 x108 ufc/mL, ya que esa concentracion seria la ideal para emplear en campo,
pues al momento de su aplicacion disminuye su concentracion hasta dos coeficientes y la ideal es

1 x10°8 y 1 x108 ufc/mL (Cooney, Lauren, Jensen, & Perry-Meyer, 1997), (Crozier, y otros, 2015).

3.1.6.2 Viabilidad de conidias
Para determinar la viabilidad de las conidias de cada repeticion para los cinco tratamientos, en la

camara de flujo, se retird 3 g de sustrato con hongo y se colocé en 500 mL de agua de tipo destilada.
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Para cada repeticion de los cinco tratamientos, se realizd dos repeticiones en cajas Petri dispensadas
con medio PDA, en donde se sembr6 100 conidias (0,1 mL por caja), a partir de una suspension de
1 x10° de la dilucion madre. Después de la siembra, se esper6 48 horas y se contabilizd las conidias

germinadas y no germinadas mediante la ayuda de un microscopio.

La férmula que se utiliz6 para el porcentaje de viabilidad de conidias fue la propuesta por (Troya

& Vaca Granda, 2014):

o conidias germinadas — no germinadas
% de viabilidad = - x 100
germinadas

3.1.7 Inoculacion

En las cajas Petri sembradas con el hongo reactivado, se coloc 10 mL de agua de tipo destilada y
se raspd suavemente con un asa microbiologica para obtener una suspension de conidias que

presento coloracion verde esmeralda.

Se colocd en cada sustrato 3 mL de la dilucion previa a 1 x10° ufc/mL de concentracion. Los
sustratos inoculados se mantuvieron en una incubadora a 26 °C durante cuatro semanas con una
evaluacion de conidias semanal. Desde el tercer dia, con movimientos suaves, cada botella se

agitaba para facilitar la homogenizacion del hongo en todo el sustrato.

3.2 Fase de campo

3.2.1 Ubicacion

La fase campo se realiz6 en la unidad de produccion agropecuaria de propiedad de la sefiora

Marisol Andrango, socia de la ASOCAMCAY situada en la comuna de Cananvalle, en la Parroquia
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Tabacundo del Canton Pedro Moncayo al norte de la provincia de Pichincha-Ecuador, cuyas

coordenadas geograficas son las siguientes: 0°01'28.7"N; 78°12'12.5E.

La figura 6 corresponde a una imagen satelital de la ubicacion exacta de sitio de la UPA donde se

Ilevo a cabo la fase de campo.

Foto satelital de la UPA finca propiedad de Marisol Andrango, socia de la ASOCAMCAY

Figura 6. Finca propiedad de Marisol Andrango, area que se utiliz6 para la investigacién (cuadro rojo).

Fuente: (Google Earth, 2020).

3.2.2 Caracteristicas ambientales de la zona

Cananvalle se encuentra a una altitud de 2.376 msnm, presenta un clima frio, variando entre los 8

°C a 14 °C promedio, humedad de 15 % y vientos de 15 a 28 km/h.

De acuerdo con los reportes de los estudios de suelos realizados en el sitio, se tiene un suelo de
origen volcanico, predominando limo-arcillosos y los limo-arenosos, con presencia esporadica de

granulos de pémez, grumos de cangagua y ventillas de yeso (EmelNorte, 2015).
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3.2.3 Proceso experimental

3.2.3.1 Tratamientos

La tabla 4 describe los tratamientos que fueron probados y denominacién dada a cada uno de ellos.

Tabla 4

Descripcion y denominacion de los tratamientos probados en la fase de campo

Tratamiento Concentracion Trichoderma harzianum
T1 0 (testigo), sin aplicacion de T. harzianum
T2 1 x108 ufc/mL (conidias de T. harzianum)
T3 1 x10% ufc/mL (conidias de T. harzianum)

Elaborado por: Las autoras, 2020.

3.2.3.2 Unidad Experimental y distribucion de tratamientos
La unidad experimental estuvo constituida por una parcela de 4 m de largo por 1,6 m de ancho,
donde se ubicaron un total de 40 puntos de siembra constituidos cada uno de ellos por dos semillas

de fréjol (Phaseolus vulgaris) de la variedad Canario del Chota INIAP 420.

En cada parcela se practicaron 4 surcos de 4 m de largo, donde se ubicaron 10 puntos de siembra,
a una distancia de 0,4 m. La distancia entre surcos fue de 0,4 metros. De esta manera la distancia

de siembra fue de 0,4 x 0,4 m.

El total del area experimental fue 81,60 m? que albergaron 4 repeticiones para cada uno de los
tratamientos. La figura 7 muestra la distribucion de las unidades experimentales y los tratamientos,

asi como los puntos de siembra.
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Distribucion de las unidades experimentales, tratamientos y puntos de siembra
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Figura 7. Ubicacién de los tratamientos en DCA
Elaborado por: Las autoras, 2020.

3.2.3.2.1 Semilla
Se utilizo semillas certificadas de fréjol (Phaseolus vulgaris) de la variedad Canario del Chota
INIAP 420, debido a que posee caracteristicas que permiten que se desarrolle muy bien en la zona
donde se realizd la fase de campo. Hay que recalcar que las semillas adquiridas se encontraban

cubiertas con VITAVAX (fungicida) pero al momento de colocarlas en los surcos de tierra se
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lavaron con agua potable para que quedaran lo méas limpias posibles. La tabla 5 muestra las

caracteristicas de la variedad.

Tabla 5

Caracteristicas importantes de la variedad de Fréjol (Phaseolus vulgaris) Canario del Chota

INIAP 420
Altura de planta 30a50cm
Color de la flor Rosada
Largo de la vaina 11al7cm
Color del grano tierno Blanco
Color del grano seco Amarillo
Forma del grano Ovalado
Tamafio del grano seco y tierno Grande
Dias a floracion 48 a 55
Dias a la cosecha en verde 85a95
Dias a la cosecha en seco 100 a 110
Numero de vainas por planta 12a15
Numero de granos por vaina 3ab6
Peso de 100 granos secos 52a62g
Adaptacion 1.400 a 2.400 msnm

Fuente: (INIAP, 2003).

Elaborado por: Las autoras, 2020.
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3.2.3.3 Manejo especifico del proceso experimental

3.2.3.3.1 Aplicacion de T. harzianum
En cada unidad experimental se colocé un total de 20 L de agua con las diferentes concentraciones,
dependiendo del tratamiento 2 veces por semana, por un total de 4 semanas, con la ayuda de una

bomba de asperjar de mochila.

3.2.3.3.2 Riego
El riego se realiz6 por un tiempo de 4 horas, con la ayuda de un aspersor 1/2" M Xcel Wobbler
Tipo Bailarina #6. De esta manera se coloc6 una ldmina de riego de 7 mm/semana en dos

aplicaciones.

3.2.3.4 Disefio Experimental
Se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA), con cuatro repeticiones para cada tratamiento

y la prueba de separacion de media Tukey al nivel de significancia 0,05

3.2.3.5 Variables
Después de 27 dias de efectuar el trabajo en campo, se llevo a cabo la determinacion el peso de la
biomasa aérea, de raices en materia seca, asi como la altura de la planta y la incidencia y severidad
de enfermedades, debido a que se quiso observar como el hongo actia en la germinacion de

semillas de Phaseolus vulgaris hasta el desarrollo de los primordios foliares.

3.2.3.5.1 Biomasa aérea
Se tomaron 16 plantas de fréjol ubicadas en el centro de la unidad experimental (parcela neta) de
cada repeticion de cada tratamiento, para lo cual se utilizé un microondas, de la siguiente manera:

toda biomasa aérea se coloco en el microondas por 3 min para luego registrar el peso de la materia
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seca, huevamente se colocé la misma biomasa en el microondas por 1 min y se volvio a pesar, este

procedimiento se repitio varias veces, hasta conseguir un peso constante.

3.2.3.5.2 Biomasa de raices
Se tomaron sélo las raices de las 16 plantas de fréjol ubicadas en el centro de la unidad experimental
(parcela neta) de cada repeticion de cada tratamiento, para lo cual se utilizé un microondas, de la
siguiente manera: toda biomasa de raices se coloco en el microondas por 3 min para luego registrar
el peso de la materia seca, nuevamente se coloco la misma biomasa en el microondas por 1 min'y

se volvio a pesar, este procedimiento se repitid varias veces, hasta conseguir un peso constante.

3.2.3.5.3 Alturade planta
Cada planta de la parcela neta (16 plantas ubicadas en el centro de la unidad experimental) se midié

con una regla la longitud desde el cuello de la raiz hasta el apice caulinar.

3.2.3.5.4 Incidencia de enfermedades
La incidencia de enfermedades se obtiene por el porcentaje de especimenes enfermos en relacion
con el nimero total de ellos. Los individuos pueden ser plantas o partes de las mismas, en este caso.

La presencia o ausencia de enfermedad es analizada en cada individuo. Se emplea la férmula:

numero de plantas enfermas
%l= x 100
total de plantas

En donde:

I: Incidencia

3.2.3.5.5 Severidad de enfermedades
Es el porcentaje del area de tejido enfermo de la planta (frutos, hojas, tallos o raices) perjudicado

por la enfermedad, para eso se realiza una escala de 0 % a 100 % en donde se establece grados de
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cuantificacion de la enfermedad siendo 0 % sin presencia de la enfermedad y 100 % planta
totalmente enferma, como se puede observar en la figura 8. En esta investigacion se realiz6 un

anélisis a nivel foliar.

Escala para evaluacion de porcentaje de severidad

o i

0%

50 % 75 % 100 %

Figura 8. Graficos que ayudan a la evaluacion del porcentaje de severidad de enfermedades de
importancia

Fuente: (Ivancovich & Lavilla, 2016).
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Capitulo 1V

4. Resultados y discusion

4.1 Fase de laboratorio

La cepa utilizada en esta investigacion crecié aceleradamente en PDA, present6 gran cantidad de

produccion de esporas, las cuales revistieron toda el area del sustrato. Se observo una contextura

ligera como polvo y un micelio aéreo blanco con pequefias manchas verdes y planas.

4.1.1 Conteo de conidias

Los andlisis de varianza no detectaron significancia estadistica (p>0,05) para la fuente de variacion

tratamientos para los dias 7 y 14; pero diferencias significativas (p<0,001) para la fuente de

variacion tratamientos para los dias 21 y 28.

La tabla 6 resume los rangos definidos por la prueba de separacion de medias Tukey a un nivel de

significancia del 5 %.

Tabla 6

Rangos definidos por la prueba de Tukey al 5 %

Conteo 7 dias

Conteo 14 dias

Conteo 21 dias

Conteo 28 dias

Trat. Descrip. Prom. Prom. Prom. Prom.
Rango Rango ango ango

(ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL) (ufc/mL)
S2 Maiz A 1,62 x10’ A 1,81x10" A 3,22x10° A 3,2 x10°
S3 Ajo A 14.8 x10’ A 1,72 x10" A 2,18 x10° A B 2,49 x10’
S1 Arroz A 1,12 x10’ A 1,33 x10’ 1,87 x10’ BC 2,27 x10’
S4 Fréjol A 9,7 x10° A 1,3 x10’ 1,3 x10’ C D 1,41x10’
S5  Tomate A 9,5 x10° A 1,24 x10’ B 1,16 x10’ D 7,8x10’

Elaborado por: Las autoras, 2020.
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Los resultados muestran que los diferentes tratamientos no muestran diferencias para conteo de
conidias las dos primeras semanas, pero a los 21 y 28 dias T. harzianum se desarrollé mejor en la
bractea de maiz seguido de la catéafila de ajo, siendo los mejores resultados. El arroz que es uno de
los sustratos mas utilizados, comparte el rango B con el fréjol y tomate a los 21 dias y a los 28 dias

comparte el rango B con el ajo, pero también el rango C con el fréjol.

Definitivamente el sustrato correspondiente a tomate, es el de peor comportamiento para esta
variable, ya que las condiciones no fueron favorables para la produccion de conidias como por
ejemplo la falta de humedad, ya que con el pasar de los dias se evidencié que el material vegetal
dentro de las botellas se deshidrataba y disminuia la cantidad de sustrato, por ende, nutrientes y
area para que el hongo se desarrollara se fueron limitando cada semana provocando menor

produccion.

Se pudo observar el aparecimiento de una tonalidad verde esmeralda intensa en los tratamientos a
base de bractea de maiz y catafila de ajo, lo que segin en un estudio realizado por Poalacin
Cabascango (2015), significa una mayor concentracion de conidias, en relacion a las que presentan
menor intensidad. Mientras mas verde se presente la muestra, mayor sera la cantidad de unidades
formadoras de colonias, teniendo en cuenta que la intensidad del color esta directamente

relacionada con la presencia de conidias, tal como se observé el presente estudio.

Un estudio realizado por Nugra (2018) menciona que la hoja de maiz fue el tercer sustrato con
mayor produccion de conidias (ufc/mL) al octavo dia; asi también en un estudio realizado por
Michel Aceves, et al. (2008) en donde evalUan quince sustratos organicos como cascara de tomate,
ajo, arroz, olote de maiz, etc., en donde el olote present6 la mejor concentracion con 4,43 x108

ufc/mL.
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En la mayoria de estudios como el realizado por Poalacin Cabascango (2015) se aprecia que el
maximo crecimiento se obtuvo a los 12 dias de incubacion. En esta investigacion se quiso
comprobar la durabilidad del sustrato hablando en términos nutricionales para el hongo, por ese
motivo el Gltimo conteo se lo realiz6 a los 28 dias como se observa en la tabla 6, dando como
resultado que, en el arroz, la catéfila de ajo y el fréjol, la concentracién de conidias fue creciendo

con el tiempo, mientras que en las bracteas de maiz ligeramente se atentio y el tomate, disminuyo.

Conteo de conidias (ufc/mL) por tratamiento
=—&— Arroz Maiz Fréjol Ajo ==¥¢=Tomate
35,000,000.00
30,000,000.00
25,000,000.00
S 20,000,000.00
o
5 15,000,000.00
10,000,000.00 \
5,000,000.00
0.00
1 2 3 4
FECHAS DE CONTEO
Figura 9. Cantidad de conidias por tratamiento y por cada conteo
Elaborado por: Las autoras, 2020.

También hay que acotar que ningun sustrato hasta el Gltimo dia de conteo tuvo mal olor o sefiales

de que se encontraban en descomposicion.

Guilcapi (2016) sefiala que “los resultados difieren por el tipo de sustrato empleado, factores

ambientales y contenido nutricional de los sustratos” (pag. 36), ademas Sandle (2014) acota que
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“T. harzianum es un hongo metabdlicamente versatil, capaz de utilizar un amplio rango de biomasa

vegetal incluyendo oligosacaridos y polisacaridos™ (pags. 644-646).

Michel-Aceves, et al. (2008) afirma que “T. harzianum tiene una buena produccion en aquellos
sustratos organicos que tienen alto porcentaje de humedad, bajo contenido de minerales, proteina

y grasa, y un porcentaje intermedio de fibra” (pag. 56).

Segun La Grange, Den Haan, & Van Zyl (2010) afirman que “T. harzianum es capaz de utilizar y
degradar residuos lignocelulésicos que estan constituidos de celulosa (40-55 %), hemicelulosa (25-
50 %), y lignina (10-40 %)” (pags. 1195-1208); como se constata con las bracteas de maiz que
presentan lignina 23 % y celulosa 43,14 % (Hurter, 1997). Por otra parte se conoce que elementos
como grasas, vitaminas y sales son necesarios para el desarrollo de Trichoderma sélo en pequefios
aportes (Papavizas, 1985), es asi que el ajo por cada 100 g posee 1,235 mg de vitamina B6 y de

grasa posee 0,5 g (Delgado-Olivares, Betanzos, & Sumaya, 2010).

Hay que indicar que para obtener un ¢ptimo crecimiento del hongo se debe tener un sustrato con
un porcentaje de humedad que debe oscilar entre 30-85 % tal como lo menciona (Raimbault, 1998),
entonces como se presenta en la tabla 3, los sustratos a base de bracteas de maiz y catafila de ajo
poseen ese rango de humedad necesario, relacionandose asi con la mayor produccién de conidias.
La trasmision y asimilacion de los nutrientes, asi como la degradacién del sustrato son factores
limitados por un contenido de humedad bajo, dando como resultado un bajo crecimiento
microbiano. Un alto valor de humedad en el medio sélido reduce su porosidad, lo que entorpece la
transferencia de oxigeno. Por tanto, es oportuno encontrar el grado de humedad recomendado para
optimizar el crecimiento de microorganismos Yy asi adquirir un mayor rendimiento de metabolitos

(enzimas, &cidos organicos, etc.) (Jiménez Monte & Pantoja Ponce, 2012).
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En la figura 9, se visualizan en orden descendente la cantidad de conidias por tratamientos. Se
puede deducir que los bajos datos del tomate se deben a una menor superficie de contacto con el
hongo a diferencia de una bractea de maiz que es mas rigida y gruesa como se puede evidenciar en

un estudio de Michel Aceves, et al. (2005).

4.1.2 Viabilidad de conidias

Esta variable fue determinada a las cuatro semanas de crecimiento (28 dias) para la cual el Analisis

de varianza detecto significancia estadistica (p<0,01) para la fuente de variacion tratamientos.

La tabla 7 resume los rangos definidos por la prueba de separacion de medias Tukey a un nivel de

significancia del 5 %

Tabla 7

Test de Tukey (0=0,05) para la viabilidad de conidias, en porcentaje por tratamientos

Medias
Tratamientos N RANGO
% de viabilidad g

Maiz 87, 81 5 A

Ajo 87, 18 5 A

Arroz 82, 64 5 B

Fréjol 81, 16 5 B C
Tomate 79, 69 5 C

Elaborado por: Las autoras, 2020.

La prueba de separacidn de medias (tabla 7) ubica a los tratamientos bracteas de maiz y catafila de
ajo en el rango “A”, resultado que resulta interesante Si se lo analiza junto con la variable anterior,

namero de conidias, ya que muestra la supremacia de estos dos tratamientos.
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En un estudio realizado por Michel-Aceves, et al. (2008), se observa que la catéafila de ajo obtuvo
un 87,8 % de viabilidad, mientras que el valor obtenido en la presente investigacion fue de 87,18

%; siendo valores que presentan alta similitud.

En todos los tratamientos la germinacion de conidias de T. harzianum se encuentra entre un 79,69
% a 87,81 %, lo que segin Michel-Aceves, et al. (2008), significa que a pesar del olor intenso de
la catafila de ajo, no existié un sustrato que fue afectado desfavorablemente en la germinacion de

conidias.

4.2 Fase campo
Es importante considerar la concentracion de conidias utilizada para el control biolégico, cuanto

mas alta sea, mejor sera el resultado.

4.2.1 Biomasa de la parte aérea

El desarrollo de la biomasa aérea esté relacionado con la humedad del suelo y una serie de procesos
bioguimicos y biofisicos, ademas estos procesos se ven afectados por las condiciones ambientales

(Krisek, Carmi, Mirecki, Snyder, & Bunce, 1985).

En campo se presentaron condiciones ambientales que afectaron al cultivo, como la falta de
humedad y la intensa exposicion de luz solar, que en los meses que se desarroll6 esta investigacion
se intensificaron; esto pudo haber influenciado en procesos fisioldgicos que afectaron al desarrollo

aéreo de la planta y en la susceptibilidad a organismos patogenos.

Segun el analisis de varianza, la aplicacién de T. harzianum no influyo significativamente en la
biomasa aérea de Phaseolus vulgaris después de cuatro semanas de crecimiento, aunque las medias
(tabla 8) dejan ver que los tratamientos T3 y T2 que poseen T. harzianum son mejores que el

tratamiento testigo T1.
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Tabla 8

Test de Tukey (0=0,05) para la variable Biomasa de parte aérea

Medias
Tratamiento g/parcela neta N Rango

(16 plantas)

T3 21,75 4 A
T2 21,25 4 A
T1 18,50 4 A

Elaborado por: Las autoras, 2020.

4.2.2 Biomasa de raices

Como lo asegura Maya (2015), “T. harzianum protege las raices permitiendoles crecer méas fuertes
y abundantes, dandoles un sistema radicular mas sano confiriéndole a la planta resistencia a
enfermedades causadas por Phytium, Rhizoctonia y Fusarium” (pag. 1), aseveracion que se
presenta en los resultados de este estudio. Por tanto, el analisis de varianza pudo detectar
significancia estadistica para tratamientos (p<0,01). La prueba de separacion de medias (tabla 9)
corrobora que T. harzianum si influye en el buen desarrollo de las raices (figura 10), ubicando a
los tratamientos T3y T2 en el rango “A” como los mejores y el tratamiento T1 en el rango “B”,

con el peor resultado para la variable analisis.
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Tabla 9

Test de Tukey (0=0,05) para la variable Biomasa de raices

Medias
Tratamiento g/parcela neta N Rango
(16 plantas)
T3 6,25 4 A
T2 5,75 4 A
T1 2,75 4 B

Elaborado por: Las autoras, 2020.

Incidencia de T. harzianum en plantas de Phaseolus vulgaris

Figura 10. Se observa una planta sin aplicacién de T. harzianum (izq.), planta
con aplicacion de T. harzianum (der.).

Elaborado por: Las autoras, 2020.

Trichoderma interviene en la conversion de varias proteinas que se encuentran en el medio, asi
como en la degradacion del humus vy lignina, que al estar formadas por estructuras con nucleos

aromaticos degradan sus cadenas laterales por reacciones de oxidacion. También participa en la
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biotransformacion de moléculas como la celulosa y hemicelulosa durante el proceso de
mineralizacion del nitrégeno. El proceso bioldgico de digestion que realiza Trichoderma muestra
como resultado una favorable expresion fenotipica como por ejemplo la germinacion de semillas,

buen desarrollo de la planta y sus raices (Endara, 2011).

Los estudios de Van Noordwijk & Willigen (1987) sobre la correlacion entre raices y partes aéreas
(biomasa de raices/ biomasa aérea) han demostrado que existe una interdependencia entre el
sistema radicular y las partes aéreas de las plantas, y enfatizan la importancia del equilibrio
funcional entre estas dos partes. Russell (1977) sefialé que cuando las condiciones ambientales
para el crecimiento de las plantas no estan restringidas, existe una relacion logaritmica entre el
crecimiento de las raices y las partes aéreas durante la etapa de crecimiento vegetativo. Por otro
lado, raices cortas y con poca extension puede explorar menos suelo en busca de agua y nutrientes.
Si la longitud de la raiz o la densidad de la raiz por unidad de volumen de suelo es baja, es necesario
gue se mantenga una tasa de absorcion de nutrientes y agua mas alta de lo normal para asi satisfacer

la demanda (Bennie, 1991).

Asi también, las altas temperaturas afectan la capacidad de la leguminosa para absorber la humedad
del suelo y los fuertes vientos aumentan el deterioro de las plantas (Schwartz & Gélvez, 1980), por
lo que contribuyen a que el suelo se compacte y dafien el sistema radicular. Estas condiciones
ambientales se presentaron cuando se desarrolld la presente investigacion y se deduce que afectaron

considerablemente al cultivo.

4.2.3 Altura de planta

La diferencia en la cantidad de raices de los tratamientos T2 y T3 en relacion al tratamiento testigo

T1, se ven también evidenciada en la altura de planta. El analisis de varianza detecta significancia
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estadistica (p<0,05) para la fuente de variacion tratamientos. Segun la prueba de separacion de
media, los tratamientos T3 y T2 siguen mejores que el tratamiento testigo T1, como se observa en

la tabla 10, a pesar de que el tratamiento T2 comparta el rango “B” con el tratamiento T1.

Tabla 10

Test de Tukey (a=0,05) para la variable Altura de planta

Medias
Tratamiento N Rango
cm de la planta

T3 8,10 4 A
T2 7,96 4 A B
T1 7,19 4 B

Elaborado por: Las autoras, 2020.

En un estudio realizado por Carro (2019), muestra que la biomasa aérea esta sobreestimada,
considerando que la variacion en la altura del dosel contribuye a las toneladas por hectéarea de un
bosque, menciona que incluir éste parametro mejora la estimacion sobre todo a nivel de parcela,
asi también menciona que existe un consenso entre diferentes autores en que el aporte del dato de

la altura para la biomasa aérea, es una variable que proporciona mayor exactitud en su calculo.

Por lo tanto se espera que entre la biomasa de las raices, partes aéreas y la altura de la planta haya
un equilibrio dado que la acumulacién de biomasa (area y raices) y la altura de la planta son
caracteristicas que van a depender del ambiente y la interaccion que existe con el hongo
Trichoderma harzianum, por consiguiente la proporcion de biomasa aérea y de raices va a ser
proporcional al crecimiento en altura de la planta presentando una correlacién positiva, tal como

se pudo observar en los tratamientos con T. harzianum.
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4.2.4 Incidencia de enfermedades

T. harzianum ejerce biocontrol de varias formas: a) por competencia ya sea de sus nutrientes y/o el
espacio, mediante antibiosis (produccion de metabolitos), o cambiando las condiciones
ambientales, y b) mediante parasitismo (Benitez, Rincon, Limén, & Codoén, 2004); aunque cada
vez hay més estudios dedicados a estudiar la caracteristica antibacteriana de Trichoderma spp. “in
vitro”, la comprension sobre el mecanismo exacto que reduce la incidencia de enfermedades tras

la aplicacién de Trichoderma spp., es aun insuficiente.

De forma coherente con lo mencionado en el parrafo anterior, el ADEVA para variable en analisis
detect0 alta significancia estadistica (p<0,01) para la fuente de variacidn tratamientos, ubicando la
prueba de separacion a los tratamientos con presencia de Trichoderma T2 y T3 en el rango “A”,

con menor incidencia.

Tabla 11

Test de Tukey (a=0,05) para Incidencia de enfermedades

Medias
Tratamiento N Rango
% de incidencia de enfermedades

T2 18,75 4 A
T3 18,75 4 A
T1 35,94 4 B

Elaborado por: Las autoras, 2020.

El tratamiento sin aplicacion de T. harzianum presentd la mayor cantidad de plantas enfermas a

partir de la muestra total, como lo muestra la tabla 11, indudablemente eso no pasa en las plantas
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con aplicacién del hongo debido a todas las propiedades biocontroladoras antes mencionadas de T.

harzianum.

Hay que destacar que Xanthomonas campestris y Pseudomonas syringae, son las enfermedades
que se presumen influyeron en los bajos datos obtenidos de la altura de Phaseolus vulgaris, asi

como para el buen desarrollo de hojas y raices.

425 Severidad de enfermedades

T. harzianum presenta su habilidad antagonista de forma muy versétil, dependiendo de la
especificidad de la cepa y su manera de actuar, tales como lo son la competencia, antibiosis,
neutralizacion de enzimas de los patdgenos, micoparasitismo, etc. (Martinez, Infante, & Reyes,

2013).

Martinez, Infante, & Reyes (2013) mencionaron que estudiar estos modos de accion en condiciones
de campo es muy complicado, ya que Trichoderma es un hongo que habita el suelo, y en su mayoria
estos procesos ocurren en la rizosfera como se evidencid en la presente investigacion ya que las
enfermedades se presentaron a nivel foliar a diferencia de las raices que presentaron caracteristicas

favorables con la aplicacion del hongo.

Sin embargo, Martinez, Infante, & Reyes (2013) también mencionan que T. harzianum si puede
ser capaz de atacar patdgenos aéreos y a nivel de hojas, pero para ello es esencial el uso de
adherentes compatibles con el hongo. Por ejemplo, en varios estudios se evidencié que cuando se
aplica T. harzianum en el aire en dosis de 5y 10 kg/ha, se redujo la incidencia de marchitez de
Rhizoctonia solani en plantas de arroz, mientras que con aplicaciones de T. viride y T. harzianum

en el follaje cada 14 dias, se disminuyé la severidad e intensidad de moniliasis en cacao; asi que
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encontrando adherentes adecuados se podria tratar las enfermedades presentes en Phaseolus

vulgaris de la presente investigacion.

En este sentido el comportamiento de los tratamientos para severidad es muy similar al de la
incidencia. El analisis de varianza detectd alta significancia estadistica (p<0,01) para la fuente de
variabilidad tratamientos y la prueba de separacion de media ubica los tratamientos con
Trichoderma T2 y T3 en el rango “A” con la menor incidencia y al tratamiento sin Trichoderma

T1 en el rango “B” (tabla 12).

Tabla 12

Test de Tukey (a=0,05) para Severidad de las plantas enfermas

Medias
Tratamiento N Rango
% de severidad

T1 42,96 4 A
T3 21,09 4 B
T2 20,57 4 B

Elaborado por: Las autoras, 2020.
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5. Conclusiones

Se evaluaron cinco sustratos generados a partir de la actividad agricola de la
ASOCAMCAY: ajo (catéfila externa), fréjol (vaina), maiz (bractea protectora de la
mazorca), tomate (epicarpio) y arroz (grano entero), siendo este Ultimo el testigo y el mas
utilizado en la mayoria de estudios para la masificacion de conidias de T. harzianum.

T. harzianum se desarrollé mejor en los sustratos organicos: bractea de maiz con 3,2 x10’
ufc/mL y catéafila de ajo con 2,49 x10” ufc/mL produciendo la mayor cantidad de conidias
de los cinco tratamientos probados. Asi mismo coinciden con el mayor porcentaje de
viabilidad de conidias con un 87,81 % y 87,18 % respectivamente, aunque los otros
sustratos también mostraron buena produccion de conidias y viabilidad de las mismas.
Gracias a las aplicaciones del hongo en dos concentraciones (1 x108 y 1 x10%° ufc/mL) en
campo desde la siembra de semillas de Phaseolus vulgaris hasta cuatro semanas de
desarrollo de las plantas, se comprobd la accion biocontroladora, bioestimulante y
biofortificante mediante analisis de variables como altura de planta, biomasa aérea de
raices, asi como incidencia y severidad de enfermedades en donde T. harzianum influyd

positivamente en todas ellas.
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6. Recomendaciones
Usar las bracteas que recubren la inflorescencia femenina del maiz para la produccion de
Trichoderma harzianum al ser utilizado como biocontrolador en el ambito de la Asociacién
de productoras Agroecoldgicas La Campesina de Cayambe (ASOCAMCAY).
Evaluar otros sustratos organicos provenientes de residuos agroindustriales ya que se
evidencid en esta investigacion los beneficios nutricionales, de produccion y de costos,
demostrando que la mayoria de residuos generados en ese ambito son viables y que se

podrian utilizar a gran escala en la industria agroecoldgica.
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