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RESUMEN

El uso de microorganismos para el control bioldgico en el campo agricola se ha
incrementado asi como la aplicacion de productos a base de Trichoderma spp. En la
agricultura organica se utiliza la graminea de arroz como sustrato para propagarlo. Para
la presente investigacion este hongo antagdnico se aislo en el cantdn Sigsig con el
objetivo de determinar un sustrato organico adecuado y remplazar al arroz como medio
de reproduccion. Conociendo sus principales necesidades nutricionales suplementadas
a través de almidon, pectina y celulosa, se utilizo la cascara de naranja, tusa de maiz y
hoja de maiz, incubandolo a 20 °C, 25 °C y 30 °C. Para seleccionar el mejor sustrato
se evalud el nimero de esporas por gramo de sustrato, la mejor produccion se obtuvo
a 30 °C en los tres sustratos; la mejor concentracion se obtuvo mediante la cascara de
naranja con 7.69 X 108 ufc/mL, seguido de la tusa de maiz con 5.37 X 108 ufc/mL y la
hoja de maiz con 4.11 X 108 ufc/mL. Conforme se incrementa la temperatura, mejor

produccidn de esporas se determina en los sustratos organicos evaluados.

Palabras clave: Trichoderma spp. concentracidn de esporas, sustratos organicos.
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ABSTRACT

The use of microorganisms for biological control in agriculture has increased, as well
as the application of products based on Trichoderma spp. Rice grass is used in organic
agriculture as substrate to propagate it. For this research the antagonistic fungus has
been isolated from Sigsig area with the aim of determining a suitable organic substrate
and replace rice as a means of reproduction. Knowing the main nutritional needs
supplemented through starch, pectin, and cellulose; orange peel, corn grater, and corn
leaf were used, incubating at 20 °C, 25 °C, and 30 °C. In order to select the best
substrate, the number of spores per gram of substrate was tested, the best production
was obtained at 30 °C in all three substrates, and the best concentration with orange
peel with 7.69X 10®  ufc/mL, then the corn grater with 5.37X 108 ufc/mL and finally
corn leaf with 4.11X 108 ufc/mL. As temperature raises, better spore production is
determined in the tested organic substrates.

Key words: Trichoderma spp., spore concentration, organic substrates.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Actualmente la industria agricola utiliza funguicidas o pesticidas quimicos en grandes
cantidades y la mayoria de las veces quienes lo aplican no han tenido una capacitacion
previa para utilizarlos en los cultivos. El uso incorrecto de estos productos ha generado
que exista un desequilibrio bioldgico y que dia a dia los suelos vayan perdiendo sus
nutrientes sin la obtencion de mejores cosechas lo que genera que sea necesario el
incremento de agroquimicos para controlar las plagas y mejorar la produccion.

En la actualidad se ha dado un impulso a la agricultura organica, misma que utiliza
productos naturales que permiten el control de elementos patdgenos, fertilizacion del
suelo, etc., de esta manera, se obtienen productos alimenticios de calidad y se mejora la
produccion, asi se advierte la necesidad de utilizar bioinsumos que puedan ser elaborados
a partir de organismos benéficos como insectos, hongos, bacterias y virus o bien, extractos
de plantas.

A todo nivel los biofunguicidas se elaboran a partir del hongo Trichoderma spp.
(Endara Borja, 2009).

El éxito de las cepas de Trichoderma spp. como ABC (agentes de control biol6gico)
se debe a su elevada capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir en condiciones
ambientales perjudiciales, eficiencia en el uso de nutrientes, capacidad para transformar
la rizdsfera, fuerte ataque contra hongos fitopatogenos y eficiencia en promocion del
desarrollo en plantas e induccion de mecanismos de defensa (Benites & Rincén, 2004).

La multiplicacion de Trichoderma spp. se puede realizar en forma artesanal o
industrial, poniendo en marcha distintas técnicas de fermentacion liquida y/o sélida. Entre
los sustratos naturales para la produccion de estos hongos antagonistas se encuentran
granos de trigo, avena, cebada, centeno, arroz, maiz, soya, cabecilla de arroz y salvado de
trigo, inclusive desechos de los propios sistemas productivos como papa. Las
experiencias de produccién artesanal de Trichoderma spp. en distintos paises, se han
basado en el uso del arroz como sustrato (Sivila & Alvarez Jujuy, 2013).

Se ha utilizado la graminea de arroz como sustrato para propagar este hongo
antagonista, cuyo cultivo se constituye como uno de los mas importantes a nivel mundial

y nacional, debido a su gran aporte nutricional. En el Ecuador el rendimiento promedio



nacional de arroz para la temporada del primer cuatrimestre del 2014 de 4,67 t/ha mientras
que el potencial de los cultivos es de seis toneladas (Moreno Aguirre, 2014), para alcanzar
el rendimiento potencial de las distintas variedades se recomienda potencializar la
participacion de los productores en capacitaciones sobre el manejo del cultivo. Ademas,
se debe focalizar la entrega de los Kits tecnoldgicos hacia los cantones de menor
rendimiento, que son los que presentan bajos volimenes de fertilizacion y tecnificacion
del arroz utilizdndose también sus derivados como el tamo o arrocillo. Entre otros
podemos mencionar el bagazo de la cafia, almidon de la papa y productos que provienen
de la industria alimenticia.

En esta industria se tiene otra alternativa, utilizar residuos organicos alimenticios
como céscara de naranja, el ovario del maiz o llamado también tusa y el caliz de la flor
femenina llamado también envoltura del maiz, sustratos que cumplen con las necesidades
nutricionales como almiddn, pectina y celulosa entre otros que son necesarios para su

crecimiento.

1.1 Planteamiento del problema

En el campo agricola se utilizan agroguimicos para interrumpir la propagacion de seres
vivos considerados plagas, afectando al medio ambiente, a la salud de los seres humanos
y animales. En cambio, la agricultura organica es un procedimiento que utiliza productos
de origen animal o vegetal para mantener un equilibrio de las plagas que afectan a los
cultivos, de esta manera, se ha impulsado la produccién de bioinsumos a partir de
microorganismos como el Trichoderma spp. Para propagar este hongo antagonista se
utiliza como sustrato el arroz.

Esta graminea es cultivada en la Costa, y en cantidades poco significativas en las
estribaciones andinas y en la Amazonia. Las provincias de Guayas y Los Rios tienen el
83 % de la superficie sembrada a nivel nacional; mientras tanto que Manabi presenta un
11 %, Esmeraldas, Bolivar y Loja un 1 % cada una; el cultivo y produccién de arroz
debido a sus condiciones climaticas y edaficas benefician de manera significativa el
sistema productivo arrocero (Arbito, 2017) (Silvana Santana, 2014)

En el segundo cuatrimestre del 2016 el rendimiento promedio a nivel nacional del
arroz fue de 4.80 t/ha. Dentro de los problemas externos que afectan a la produccion del

cereal tenemos a las plagas o enfermedades (Arbito, 2017), (Castro A., 2016).



Con el paso del tiempo la produccién monocultivista del arroz y la presencia de plagas
han ocasionado que su rendimiento sea menor al de su capacidad por hectarea, motivo
por el cual esta graminea no seria ideal para utilizarla como sustrato y propagar un hongo
benéfico, ya que se afectaria directamente a la soberania alimentaria de los ecuatorianos

canalizando el uso del arroz a la industria agricola.

1.2 Antecedentes

En la provincia del Azuay, canton Sigsig, parroquia San Bartolomé se encuentra ubicado
el Laboratorio de Bioinsumos con capacidad para producir 1200 litros semanales de
bioinsumo a partir de Trichoderma spp., utilizando arroz como sustrato porque cumple
las necesidades nutricionales de almidon, pectina y celulosa, entre otras.

En el afio 2016 se realizo el trabajo de investigacion «Evaluacion de dos especies de
Trichoderma para el manejo de enfermedades fungicas que afectan al cultivo del tomate
(Solanum lycopersicum Mill) a nivel radicular en condiciones de invernadero» empleando
la graminea del arroz para reproducir la cepa matriz a una cepa nieta y una bisnieta
(Encalada Rios, 2016).

En la provincia de Chimborazo se realizo el estudio «Determinacion de la estabilidad
y viabilidad de Trichoderma harzianum» en cinco sustratos para la elaboracion de
biofungicidas en formulacion liquida, en este se utilizo el arroz y sus derivados como
sustratos para propagar el Trichoderma spp. (Guilcapi Avalos, 2016).

En paises como Honduras y México se encuentran trabajando en la produccién de
bioinsumos de varios microorganismos y dentro de esta rama producen bioinsumos a
partir del Trichoderma spp., utilizando el arroz y sus derivados como sustratos para su
propagacién y cosecha.

1.3 Justificacion

Mufioz (2010) afirma que «en los Gltimos afios la agricultura organica ha ido tomando
importancia mundial, cada dia crece el interés de las personas por consumir productos
mas sanos y saludables».

Para que el Ecuador mejore en la produccion de alimentos y estos provengan de una

agricultura organica, se ve la necesidad de potencializar el uso de productos que procedan



de microorganismos antagonistas. Sin duda como es una rama que esta en desarrollo
resulta muy costoso.

La Biotecnologia estudia las alternativas con las que se podrian potencializar los
bioproductos, asi tenemos la propagacién de un hongo antagonista como es el
Trichoderma spp., utilizando como sustratos el arroz y sus derivados; si se canalizara el
uso de esta graminea para este fin se desequilibraria el aspecto alimentario en nuestro
pais.

Los productos obtenidos a partir de los residuos agroindustriales tienen un interées
creciente, porque permiten disminuir el impacto ambiental y los costos en el tratamiento
y disposicion final de dichos residuos en las industrias.

Una alternativa seria el uso de residuos organicos que cumplan con las necesidades
nutricionales del hongo Trichoderma spp. antagonista mas utilizado mundialmente
debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aislado y cultivado, a su crecimiento rapido

en un gran nimero de sustratos (cascara de naranja, tusa y la envoltura del maiz).

1.4  Objetivos
1.4.1. Objetivo general.

Determinar sustrato organico reemplazando el arroz como medio de reproduccion de

Trichoderma spp.

1.4.2. Objetivos especificos.

1. Caracterizar el hongo Trichoderma spp. del suelo por comparacion morfolédgica con

un hongo certificado determinando su identidad.

2. Evaluacion de sustratos a partir de residuos organicos a través de experimentacion de

laboratorio reemplazando los sustratos obtenidos de la graminea del arroz.

3. Seleccionar el sustrato organico, a traves del conteo de esporas que sea Optimo para su

reproduccion.



1.5 Hipotesis

Si el hongo el Trichoderma spp. se desarrolla en un sustrato organico, entonces se podria

utilizar para su reproduccion.



CAPITULO 2

2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Hongo Trichoderma spp.

Figura 1. Hongo Trichoderma spp.

Fuente: Autor

Segun Subramian (1983), «el hongo de género Trichoderma spp. presenta especies de
hongos filamentosos que pertenecen al reino Mycetae, division Eumycota, subdivision
Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales y familia Moniliaceace»
(Argumedo, Alarcdn, Ferrera, & Pefia, 2009)

El género Trichoderma spp. es un grupo de microorganismos que habitan
naturalmente en un numero importante de suelos agricolas, con abundante materia
orgénica en descomposicion y altas densidades de raices. Su desarrollo se ve favorecido
por la presencia de otros hongos que atacan a los cultivos. Trichoderma spp. se encuentra
ampliamente distribuido en todo el mundo, ademas, se suelen hallar asociados a la
superficie de plantas y cortezas de madera descompuesta de diferentes zonas y habitats
(Harman & Kubicek, 2008).

«El hongo Trichoderma spp. produce tres tipos de propagulos: hifas,
clamidosporas y esporas (conidias)» (Sivila & Alvarez Jujuy, 2013).

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 (Sivila & Alvarez Jujuy, 2013)



La presencia de Trichoderma spp. en los suelos agricolas y naturales en todo el
mundo es una evidencia de ser un excelente competidor por el espacio, recursos
nutricionales y plasticidad ecoldgica. Trichoderma compite por nutrientes principalmente
carbono, nitrato y hierro. Entre las cualidades que favorecen la competencia de este hongo
antagonista se encuentran 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 patogeno y resulta importante para la diseminacion del antagonista (Acosta Toro,
2015), (Vallejo Illijama, 2014).

2.1.1 Morfologia y taxonomia del Trichoderma.

Trichoderma siendo un hongo imperfecto que carece de estructuras de reproduccion
sexual, se encuentra en suelos agricolas y en ambientes como madera que decae, por su
capacidad reproductiva, el crecimiento y propagacion de este hongo es notorio en
presencia de materia organica y humedad, siendo tolerantes a temperaturas extremas, pH
y salinidad; la mayoria pertenece a un género de hongos saprofitos, siendo habitantes
comunes del suelo (Argumento Delira, Alarcon, Ferrera Cerrato, & Pefia Cabriales,
2009).

Pertenece a la subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, familia
Moniliaceae, posee conidi6foros erectos o arrastrados, altamente ramificados, mas o
menos conicos, débil o fuertemente verticilados. Las fidlides tienen apariencia de un
juego de bolos en racimos o separadas, desde las cuales son sostenidas las conidias no
septadas, subglobosas a elipsoidales y viscosas. Comunmente forma clamidosporas,
intercaladas o raramente terminales, las cuales son globosas a elipsoidales, hialinas y de
pared suave. Las colonias en cultivo usualmente son de rapido crecimiento, suaves,
blancas a verdes (Cook & Baker, 1989).

2.1.2 Caracteristicas de Trichoderma spp.

Uno de los organismos biocontroladores mas exitoso para el control de enfermedades
producidas por patdgenos del suelo ha sido el hongo mico parasito Trichoderma spp. por
lo que Sivila & Alvarez Jujuy (2013) da a conocer las caracteristicas mas importantes de

este hongo:



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

¢ Se puede encontrar en diferentes zonas y habitats, especialmente donde existe materia
orgénica o desechos vegetales en descomposicion, asi, como en residuos de cultivos.

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

e Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo.

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

e Las esporas son las mas viables de los propagulos empleados en programas de
biocontrol. Trichoderma es el principal producto a obtener en la produccion comercial
y/o artesanal.

e Es capaz de degradar sustratos muy complejos como almiddn, pectina y celulosa entre
otros, y emplearlos para su desarrollo gracias al gran complejo enzimético que posee
(enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras).

e Trichoderma es un hongo con una alta capacidad de tolerar un amplio rango de
temperaturas, presentando una extensa distribucién ecoldgica.

e Los valores optimos para su desarrollo y esporulacién 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 favorezcan la colonizacion del hongo sobre
diferentes sustratos sélidos.

2.1.3 Temperatura de crecimiento de Trichoderma.

Las temperaturas de crecimiento de Trichoderma spp. sefialan que la temperatura de
activacion del crecimiento miceliar de T. harzianum fue de 8 a 10 °C y la temperatura
Optima de crecimiento de 25 a 28 °C, alcanzando un maximo de 35 °C. Estos datos
muestran la alta capacidad de Trichoderma spp. de tolerar un amplio rango de

temperaturas (Humeres Valenzuela, 2004).



2.1.4 Control de patdgenos.

El interés cientifico despertado por los hongos de este género se debe a las caracteristicas
antagénicas que presentan frente a hongos fitopatdgenos. Entre los mecanismos de
control referenciados para Trichoderma spp. estdn la competencia por nutrientes o
espacio, el mico parasitismo y la antibiosis. Estos tres mecanismos no son excluyentes,
sino que actuan sinérgicamente en el control de los patégenos. La importancia relativa de
cada uno de ellos depende de cada pareja antagonismo-patogeno y de las condiciones
ambientales (Harman & Kubicek, 2008), (Chet, Ibar, & Hadar, 2012), (Belanger, Dufour,
Caron, & Benhamon, 2015).

Actualmente, el biocontrol ocupa un lugar importante dentro de las practicas de
manejo de enfermedades de las plantas causadas por los patdgenos fangicos del suelo,
principalmente de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Phytophthora y
Fusarium entre otros (Tovar Castafio, 2008).

Las especies de Trichoderma poseen buenas posibilidades en este sentido como
hiperparasitos competitivos que producen metabolitos anti fungicos y enzimas
hidroliticas a los que se les atribuye los cambios estructurales a nivel celular, tales como
vacuolacion, granulacién, desintegracion del citoplasma y lisis celular (Stefanova, Leiva,
Larrinaga, & Coronado, 1999).

Los mecanismos de accion del Trichoderma spp., segin Perdomo (1995)
manifiesta que:

e El mico parasitismo se considera como un atributo de todas las especies de
Trichoderma spp. y el mejor mecanismo de control biolégico de distintas
enfermedades fangicas.

e EIl proceso de destruccion de los patdgenos por el hongo T. harzianum, en el cual
invierten una gran cantidad de enzimas que son capaces de segregar sustancias
antibidticas.

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

e 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.
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e En algunos casos se especula la capacidad de solubilizacion de algunos nutrientes

minerales como zinc o fésforo, escasamente solubles o insolubles.

2.1.5 Bioprospeccion de Trichoderma.

La bioprospeccién de microorganismos antagonistas como Trichoderma spp. es una de
las alternativas actuales para combatir hongos fitopatdgenos. La versatilidad,
adaptabilidad y facil manipulacion lo han convertido como uno de los antagonistas mas
utilizados para el control fitosanitario. En la actualidad, Cuba es uno de los paises que
produce 250 toneladas de biopreparados por afio, mediante una capacidad instalada, que
permiten proteger mas de 100 000 hectareas (Fernandez & Vega, 2001).

2.1.6 Necesidad nutricional del Trichoderma spp.

Las necesidades nutricionales de Trichoderma spp. son bien conocidas. Es capaz de
degradar sustratos muy complejos como almidén, pectina y celulosa entre otros y
emplearlos para su beneficio gracias al gran complejo enzimatico que posee (enzimas
hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras). Asi mismo,
Trichoderma asimila como fuente de nitrégeno compuesto tales como aminoacidos, urea,
nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (proceso de fermentacion sélida para la produccion
de Trichoderma spp. a partir de los residuos agroindustriales cascarilla de arroz (Oriza

sativa) y residuos de papa (Solanum tuberosum)).

2.1.7 Produccién de Trichoderma spp.

La produccién semi industrial e industrial de Trichoderma es una alternativa tecnoldgica
muy eficiente desde el punto de vista productivo y econémico para la obtencion de
biofunguicidas de alta calidad; involucra procesos estandarizados con el control de
variables como humedad, temperatura y flujo de aireacion. Este Gltimo muy importante
puesto que puede mejorar la cantidad y calidad de las esporas producidas. (Agosin E.,
1997).
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2.1.8 Unidad formadora de colonias.

Velasquez et al. (2009), considera que cada colonia se desarrolla en el medio de cultivo
de eleccion después de cierto tiempo de incubacion a la temperatura adecuada; los
microorganismos son capaces de formar la colonia, lo cual se conoce como unidad
formadora de colonia UFC. Para que las colonias puedan contarse de manera confiable,
se hacen las diluciones decimales necesarias de la muestra, antes de sembrarlas en el

medio de cultivos.

2.1.9 Unidad de analisis: condiciones de laboratorio.

Para el desarrollo 6ptimo de los hongos es muy importante controlar diferentes
condiciones como son la temperatura, humedad y sustrato en el laboratorio, de esta
manera, se puede aumentar o disminuir la velocidad de reproduccion o propagacion.
(Gato & Rodriguez, 2010)

2.1.10 Efecto de la cepa ecuatoriana de Trichoderma harzianum Rifai como

antagonista.

El hongo Trichoderma se utiliza en el control biolégico de microorganismos
denominados plagas. En Ecuador se ha utilizado para inhibir el desarrollo de la Sigatoka

negra en las plantaciones de banano de la Costa (Orozco Santos, et al., 2008).

2.1.11 Aplicacion de Trichoderma para el control de enfermedades.

Se ha demostrado que mediante la aplicacion de Trichoderma en el suelo durante la pre

siembra, siembra y post emergencia prematura se puede controlar las enfermedades en

valores superiores al 60 % en los cultivos, como también permite controlar la aparicién

temprana de los sintomas de las enfermedades en las plantas (Endara Borja, 2009).
Segun Erazo (s. f.) la aplicacion de Trichoderma presenta los siguientes

beneficios:

e Un control eficaz de enfermedades de plantas.

e Posee un amplio rango de accién.
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e Este hongo se propaga en el suelo, aumenta su poblacion y ejerce control duradero en
el tiempo sobre hongos fitopatdgenos.

e Ayuda a descomponer materia organica, haciendo que los nutrientes se conviertan en
formas disponibles para la planta, por lo tanto, tiene un efecto indirecto en su nutricién.

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

o Puede ser aplicado en compostaje para acelerar el proceso de maduracion, el cual a su
vez contendré el hongo cumpliendo ademas con la funcion de biofunguicida.

e Favorece la proliferacion de organismos benéficos en el suelo, como otros hongos
antagoénicos.

¢ No necesita plazo de seguridad para recoleccion de la cosecha.

e Preservacion del medio ambiente al disminuir el uso de funguicidas.

e Economia en los costos de produccion de los cultivos.

e Ataca patogenos de la raiz y del follaje antes que puedan ser detectados y evita el
ataque de Phytophthora.

e Previene enfermedades dando proteccion a la raiz y al follaje.

e Promueve el crecimiento de pelos absorbentes y raices alimenticias, mejorando la
nutricion y la absorcién de agua.

e Disminuye o elimina la dependencia de fumigantes quimicos.

¢ No se ha registrado ningun efecto fitotoxico.

2.1.12 Microorganismos beneficos en la agricultura.

En el Ecuador se viene trabajando en el andlisis de microorganismos que contrarresten
las enfermedades fangicas de los cultivos prescindiendo del uso de productos quimicos.
En la provincia de Tungurahua se ha desarrollado un estudio de tres géneros del hongo
Trichoderma como organismo benéfico para uso en la agricultura conociendo que este
hongo antagonista acta como controlador de enfermedades y aumenta el desarrollo
radicular.

Trichoderma contribuye al crecimiento de profundidad de raices de las plantas
volviendo a los cultivos més resistentes. La colonizacion de Trichoderma ahorra un 40 %
de fertilizante nitrogenado e inhibe la accion de otros hongos. Puede degradar

organoclorados, clorofenoles y otros insecticidas como DDT, endosulfan,
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pentacloronitrobenceno, aldrin y herbicidas con trifluralin y glifosato (Agamez Ramos,
Zapata Navarro, Oviedo Zumaque, & Barrera Violeth, 2008). El hongo Trichoderma
produce enzimas: celulosas, hemicelulosas y xilanasas, las cuales degradan con facilidad

toda la materia vegetal en descomposicion.

2.1.13 Propagacion de Trichoderma spp. en sustratos.

La propagacion del hongo en sustratos se la realiza con el fin de mantener activas las
cepas del hongo para que puedan ser procesadas dentro de un producto agricola, estas una
vez purificadas en cajas Petri en medio PDA, son colocadas dentro de sustratos como
arroz o arrocillo, que cumplen con sus necesidades nutricionales como almidon, pectina

y celulosa (Agamez Ramos, Zapata Navarro, Oviedo Zumaque, & Barrera Violeth, 2008).

2.2 Sustratos organicos para propagacion de Trichoderma spp.

2.2.1 Residuos sélidos orgéanicos.

Flores (2011) define como residuos organicos a «todo material que proviene de restos de
productos de origen organico y que pueden ser metabolizados por medios bioldgicos por

ejemplo: restos de comida, de jardineria, madera, frutas y verduras».

2.2.2 Restos vegetales.

Alvarado y Olives (2013) consideran que «son residuos provenientes de podas o
deshierbe de jardines u otras areas verdes; también algunos residuos de cocina que no han

sido sometidos a procesos de coccion como legumbres, cascaras de frutas, etc.».

2.2.3 Transformacién de residuos.

La gestion integral de residuos sélidos involucra la transformacién de los mismos ya sea
fisica, quimica o bioldgica, pudiendo ser la combustion y produccion de abonos, asi nos

permite recuperar produccion de conversion como por ejemplo: compost, energia y
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biogas, reduciendo la cantidad de materiales que terminan en el relleno sanitario e

incrementando su vida atil (Alvarado Gualoto & Olives Erazo, 2013).

2.2.4 Biodegradabilidad.

Capacidad que tiene un residuo sélido en degradarse mediante la accion de agentes
bioldgicos sean estos microorganismos 0 insectos, debido principalmente a su
composicion de carbohidratos. Un factor importante es la presencia de lignina ya que
determina la fraccion biodegradable; en los residuos orgénicos sélidos representa un
0,4 %.

2.2.5 Céscara de naranja.

La naranja (Citrus sinensis L.) es uno de los principales productos que se cultiva en el
Ecuador; con una produccién de 150 000 t en zonas de clima célido.

El consumo per cépita de naranja en el Ecuador es de 4,14 kg, aprovechandose méas
0 menos el 50 % de la fruta mientras la otra mitad esta constituida por cascaras y semillas
que son desechadas. La utilizacidn de estos residuos sélidos podria tener un alto potencial
en otras areas como en la biotecnologia.

Los residuos de naranja contienen una gran cantidad de pectinas, celulosa y

polisacaridos, conjunto de moléculas de azlcar unidas entre si.

2.2.5.1 Carbohidratos.

El nivel de carbohidratos en los residuos de la cascara de naranja es del 80,8 %; en esta
categoria tenemos a la pectina que representa el 30-50 %, azUcares (sacarosa, fructosa,
glucosa), hemicelulosa, del 10-20 % y celulosa del 20-40 % (Essilfie, 1985).
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Tabla 1. Composicion fisicoquimica de la cascara de naranja

Materia seca 90
Proteina 6
Componentes Carbohidratos 62,7
principales (%) Grasas 3,4
Fibra 13
Cenizas 6,9
Calcio 2
Magnesio 0,16
Minerales (%) Fosforo 0,1
Potasio 0,62
Azufre 0,06
Colina 770
Niacina 22
Vitaminas (mg/kg) | Acido pantoténico 14,96
Riboflavina 22,2
Arginina 0,28
Cistina 0,11
Aminoacidos (%) Lisina 0,2
Metionina 0,11
Triptofano 0,06

Fuente: Arroyo & G., 2004

2.2.6 Maiz.

El maiz (Zea mays L.) se considera como uno los tres granos basicos que la humanidad
utiliza para su alimentacion.

El maiz pertenece al grupo de las gramineas y es originario del continente
americano, a nivel mundial anualmente se produce 645 414 836,10 toneladas (t), siendo
Estados Unidos, Argentina y Francia los principales paises exportadores. En el Ecuador
se producen maiz duro seco en las provincias de Guayas y Los Rios en la Regidon Costa
representando el 73,41 % de la produccion nacional; en las provincias de Bolivar,
Cotopaxi y Azuay se cultiva en menor proporcion. Cuando el grano ha alcanzado entre el

22 y 24 % de humedad es el punto éptimo para la cosecha.
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2.2.6.1 Clasificacion cientifica.

Tabla 2. Clasificacion cientifica del maiz

Nombre comdn Maiz
Nombre cientifico Zea mays
Familia Gramineas
Género Zea

Fuente: Toledo Alvarez, 2008

2.2.6.2 CAliz de la flor femenina.

El caliz de la flor femenina es también conocido como envoltura del maiz.

Tabla 3. Composicién quimica del céliz del maiz

Compuesto %
Holocelulosa 78,86
a- Celulosa 43,14
Lignina 23,00
Cenizas 0,76

Fuente: Hurter, 1997

2.2.6.3 Residuales de maiz.

Este cultivo genera gran cantidad de biomasa aérea (vegetacion), se cosecha el 50 % en
forma de grano, el resto corresponde a diversas estructuras de la planta tales como cafia,
hojas de panoja y otras. La produccion de biomasa residual que genera el maiz de grano
(cafias, hojas, chalas y corontas) fluctda entre 20 y 25 toneladas por hectarea, por lo que
existiria una disponibilidad potencial entre 1y 3,5 millones de toneladas (Toledo Alvarez,
2008).

2.2.6.4 Ovario de maiz.

El ovario de maiz es llamado también tusa. Las mazorcas llamadas también

inflorescencias femeninas estan ubicadas en una 0 mas espigas solitarias y axilares de las
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hojas, son espigas de forma cilindrica con un raquis central o tusa donde se insertan las
espiguillas por pares, que formaran grandes granos, los cuales van desde 400 a 1000 por
mazorca.

La tusa del maiz (Zea mays) se encuentra entre las fuentes de recursos no
maderables con un alto contenido de xilanas, por lo que ha sido considerado de interés
como fuente alternativa de diferentes compuestos quimicos de interés comercial o
industrial, entre otras fuentes de biomasa (Cérdoba, Delgado, & Toriz, 2010) (Samanta,
et al., 2012) (Oliveira, et al., 2010).

La tusa es un residuo o subproducto agricola que se genera en grandes cantidades
en el proceso de separacion del grano de la mazorca y se estima que por cada tonelada de
maiz se obtienen 170 kg de tusa (CIMMYT, 1995).

En el 2010 segun datos estadisticos la produccion mundial de maiz fue de 844
millones de toneladas y se estima que genero alrededor de 144 millones de toneladas de
tusa por afio (FAOSTAT, 2012).

Segun las referencias, la tusa se ha utilizado para la aplicacion como forraje para
rumiantes, soporte para disminuir la erosion en la tierra y también como sustratos para la
produccion de la enzima xilanasa (Knob & Cano, 2010).

Por otro lado, el alto contenido de hemicelulosas (34 %) de la tusa, del cual
aproximadamente el 94 % corresponde a xilanas, hace muy atractivo este residuo para el
desarrollo de fertilizantes nitrogenados con accién prolongada o de lenta liberacion (Caro
& Frank, 1929), (Radlein, Piskorz, & Majerski, 1997), (Coca, Alvarez, & Fuertes, 1984)
(Martinez, et al., 1992), (Simén, Sinhg, & Weil, 2005), (Castro, Gavi, Pefia Cabriales,
Nufiez, & Etchevers, 2006), (Gonzalez, et al., 2006), (Mora-Ravelo, et al., 2007) (Kabel,
Zeevalking, Voragen, & Schols, 2007).

2.2.6.5 Composicion quimica de la tusa del maiz.

El residuo del desgranado del maiz (Zea mays L.) se conoce como tusa de maiz, un tejido
esponjoso y blanco que representa la medula donde se almacenan las reservas alimenticias
del cereal (Robledo Olivo, Noé Aguilar, & Montafiez Saenz, 2014).
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Tabla 4. Composicion quimica de la tusa en porcentaje

COMPONENTES DE LA TUSA DEL MAIZ %
Celulosa 45

Hemicelulosa 35

Lignina 15

Fuente: Roble Olivo, Noé Aguilar, & Montafiez Saenz, 2012

2.3. Estudios realizados de sustratos organicos para propagacion de Trichoderma
spp.

En el presente trabajo investigativo se estudiaran diferentes sustratos organicos que
cumplen con las necesidades nutricionales para propagar a un hongo antagonista como es
el Trichoderma spp., de esta manera, se ha realizado una revision del estado del arte de
investigaciones sobre la «Evaluacion de sustratos organicos para la propagacion del
Trichoderma spp.».

Gomez Bolivar (2017) presento su investigacion sobre la «Evaluacion de diferentes
medios de cultivo y condiciones para la produccion de conidios de Trichoderma spp.
mediante fermentacién en el liquido y sélido». Utilizé este hongo porque se caracteriza
por su capacidad de antagonizar patégenos y evalud los siguientes sustratos: arroz,
puntilla— granza, puntilla— granza — linaza y puntilla — broza, bajo diferentes condiciones
teniendo como resultado que los mejores sustratos para propagar son puntilla — granza —
linaza y puntilla — granza.

Guilcapi Avalos (2016) realiz6 un estudio sobre la «Determinacion de la estabilidad
y viabilidad de Trichoderma harzianum Rifai en cinco sustratos usados para la
elaboracion de un biofunguicida en formulacion liquida». Analizé cinco sustratos para
propagar una cepa nativa de Trichoderma harzianum en donde se utilizé cascarilla de
arroz mezclado con arroz partido entre otros, comprobandose que la estabilidad del
producto influye con el tipo de sustrato usado en la formulacion y la temperatura,
demostrando que el tratamiento mas eficaz es el sustrato de harina de trigo.

Segln Irimia Herndndez, Rodriguez Hernandez, & Castellanos Gonzales, (2016)
trabajaron sobre los «Niveles de humedad, cepa y cantidad de sustrato arroz entero para
la produccion de Trichoderma spp.»; la importancia que adquiere a nivel local, nacional
y mundial el cosechar utilizando agricultura organica conlleva a estudiar diferentes

metodologias amigables con el medioambiente y aptas para la salud. Asi, este estudio se
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realizd con diferentes volimenes de arroz como sustrato y porcentajes de humedad a una
temperatura de 20 °C con la finalidad de obtener un biopreparado, en el cual se realizd
pruebas de concentracion de esporas ufc/g, viabilidad, virulencia y pureza teniendo
excelentes resultados y aseguran que los agricultores pueden utilizar este producto a partir
de un microorganismo benéfico y cultivar sin el uso de agroquimicos.

«Eficiencia de crecimiento del hongo Trichoderma harzianum Rifai para la
produccién de bioplaguicida aprovechando el residuo agroindustrial del cascara de haba
(Vicia faba L)» es la investigacion realizada por Serpa Barahona (2015), para evaluar si
la cascara de haba podia ser utilizada como sustrato para propagar Trichoderma
harzianum Rifai, teniendo como testigo un sustrato a base de cascarilla de arroz. Los
resultados estadisticos muestran que la cascarilla de arroz tiene una viabilidad del 96,94 %
y la cascara de haba, 92,76 %; porcentaje menor por la rigidez de este grano que no
permite la degradacion completa por el hongo referente a la consistencia quebradiza del
sustrato testigo, sin embargo, recomiendan su uso.

Moya, Garcia, Avilés, Andujar, & Nufiez (2014) en su trabajo de «Aislamiento de
cepas Trichoderma de suelos, sustratos y raices de plantas en invernaderos en la
Republica Dominicana» aislaron este hongo por su potencial antagonista en el control de
hongos fitopatdgenos radiculares; utilizaron 35 muestras de suelos, 16 sustratos y 38
muestras de raices.

Avila Cubilos, Goretti Ramirez, & Lizcano Toledo (2014) realizaron el
«Aislamiento de Trichoderma sp. en las unidades productivas agricolas del centro de
formacion agroindustrial en Angostura de Campoalegre (Huilla)» y consideran a este
hongo como una de las mejores alternativas para el control bioldgico de fitopatdgenos en
el suelo. Para el trampeo y captacion del hongo utilizaron como sustrato el arroz, teniendo
éxito y dejando una brecha abierta para que futuros estudios realicen ensayos de
antagonismo in vitro con patégenos fungicos.

«Reproduccion del hongo Trichoderma harzianum (biofunguicida) aprovechando
desechos agroindustriales (residuos de papa, tamo de fréjol, bagazo de cafia)» es el estudio
llevado a cabo por Endara Borja (2009) en el que se concluye que el mejor sustrato a
utilizar son los residuos de papa y bagazo de cafia por permitir un excelente desarrollo de
las esporas de este hongo.

Agamez Ramos, Zapata Navarro, Oviedo Zumaqgue, & Barrera Violeth (2008)
Ilevaron adelante la «Evaluacién de sustratos y procesos de fermentacion sélida para la

produccion de esporas de Trichoderma sp.», analizaron trece sustratos para la produccion
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de esporas de Trichoderma sp., teniendo como mejor resultado de sustrato el compuesto
por cascarilla de algodon enriquecida con soluciones de melaza y semillas de Artocarpus
incisa (fruta de pan).

Michel Aceves, Otero Sanchez, Martinez Rojero, & Rodriguez Moran (2008)
realizaron en México un estudio sobre la «Produccion masiva de Trichoderma harzianum
Rifai en diferentes sustratos organicos» con el objetivo de buscar alternativas para
propagar este hongo antagonista utilizando quince sustratos. Para determinar su
efectividad realiz6 andlisis quimicos proximales, desarrollo de micelio, esporulacion y
viabilidad de las esporas, teniendo una buena produccion aquellos sustratos organicos con
un alto porcentaje de humedad, bajo contenido de minerales, proteina y grasa y un
porcentaje intermedio de fibra.

Con relacion al uso de Trichoderma spp. para el control de plagas en los cultivos,
Encalada Rios (2016) realizé la «Evaluacion de dos especies de Trichoderma para el
manejo de enfermedades fungicas que afectan al cultivo del tomate (Solanum
lycopersicum Mill) a nivel radicular en condiciones de invernadero» porque en la zona
del Austro se presentan enfermedades de la raiz en el cultivo de tomate de mesa generando
grandes pérdidas; se buscO alternativas para tratar este problema con el uso de
microorganismos que actien como inhibidores, antagonistas o parasitos con respecto a
otros. Dentro de este grupo de microorganismos benéficos esta el Trichoderma que se
utiliz6 para controlar Phytium sp., y Fusarium sp., siendo muy eficiente.

Martinez, Infante, & Reyes (2013) presentaron su trabajo sobre «Trichoderma spp.
y su funcién en el control de plagas en los cultivos» realizado con el objeto de dar a
conocer la importancia del hongo antagonista Trichoderma spp. dentro del campo
agricola, como agente de control biolégico de hongos y nematodos y su accion como
inductor a la resistencia en las plantas y estimulador de crecimiento.

Martinez Fernandez (2012) estudio la «Evaluacion de tres cepas de Trichoderma
spp. como alternativa de biocontrol contra Phytophthora capsici L. en plantulas de
pimiento morron bajo» en Chile, donde se presentan pérdidas del 60 hasta el 100 % de
los cultivos, buscando utilizar microorganismos benéficos como agentes de biocontrol,
representando una alternativa para combatir a los organismos patogenos.

Minchala Valencia & Moreira Bustamante (2007) realizaron el «Proyecto de
inversion para la elaboracion de bioproductos con microorganismos para el control de las
enfermedades de las plantas», analizaron los microorganismos benéficos, dentro de este

grupo se incluyen a las bacterias, hongos, virus, protozoos y algas microscopicas,
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mencionando en especifico al género Trichoderma. Siendo este un controlador natural de
enfermedades que se encuentran en el suelo y produciendo sustancias estimuladoras del

crecimiento y desarrollo de las plantas.
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de esta tesis investigativa-experimental de evaluacion de sustratos
orgénicos para la propagacion del Trichoderma spp. se aislan las cepas del hongo en
estudio y después se evaltan in vitro los sustratos organicos Optimos para su reproduccion
a diferentes temperaturas para determinar las condiciones 6ptimas de propagacion.

La presente investigacion fue desarrollada en la Universidad Politécnica Salesiana,

sede Cuenca, en el Area de Microbiologia en los Laboratorios de Ciencias de la Vida.

3.1 Caracterizacion del hongo Trichoderma spp. del suelo por comparacion
morfoldgica con un hongo certificado, determinando su identidad

3.1.1 Preparacion de trampas.
Se prepararon trampas estériles con melaza, caldo de res y arroz precocido, disponiendo

en tarrinas plasticas que fueron selladas con un tejido poroso con la ayuda de una liga.

Posteriormente fueron llevadas al campo.

3.1.2 Colocacion de trampas.

Se colocaron trampas para captar el hongo en estudio Trichoderma spp. en el sector de

Pileo, cantdn Sigsig, provincia del Azuay.

Figura 2. Ubicacion de Pileo, canton Sigsig

Fuente: Google Maps
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Se tienen cuatro sustratos para captar el hongo Trichoderma spp., arroz precocido,
arroz precocido mas melaza sélida, arroz precocido mas melaza liquida, arroz precocido
mas caldo de res, posteriormente con una pala se realizaron orificios de 15 cm de
profundidad en un terreno ubicado en el sector de Pileo con el objetivo de colocar las
trampas construidas con recipientes desechables en donde se encuentra el sustrato. Se

enterraron e identificaron las trampas mediante banderas.

Figura 3. Colocacion de trampas

Fuente: Autor

1513 2 SHNT N 2B s |
Figura 4. Trampas enterradas

Fuente: Autor

Al cabo de ocho dias se sacaron las trampas; cada una de estas se coloc6 en una
funda con cierre con su respectiva identificacion y se trasladaron al laboratorio para aislar
el hongo de interés. En las trampas que contenian arroz precocido se observo la presencia
de caracteristicas propias del Trichoderma spp. como su coloracion verdosa;
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posteriormente se sembraron los granos con coloracion verdosa en medio PDA (papa
dextrosa agar).

3.1.3. Materiales.

e Arroz

e Carne de res

e Melaza

e Tarrinas plasticas
¢ Media naylon

e Ligas

e Pala

e Banderas para identificar
e Fundas Ziploc

e Autoclave

e Balanza electronica
e Lunas de reloj

e Matraz

e Cajas Petri

e Tubos de ensayo

e \ortex

e Suero fisiologico

e Céamara de Neubauer

3.1.4 Aislamiento de Trichoderma spp.

Se siembran los granos con coloracion verdosa encontrados en las trampas y al cabo de
seis dias se observa el crecimiento del hongo Trichoderma spp. Con un asa se toma una
pequefia porcion de la colonia y se coloca en el centro de una nueva caja de agar con
PDA, se sella con Parafilm y finalmente, se etiqueta con nombre del hongo y fecha. A 25
°C se incuban las muestras por un periodo de 5 dias, asegurandose que crezca Unicamente

al Trichoderma spp. en PDA (papa dextrosa agar).
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3.2 Prueba microscépica y macroscopica de las caracteristicas fungicas

3.2.1 Caracteristicas macroscopicas.

Para realizar la caracterizacion del Trichoderma spp. se realizé el refrescamiento de las
cepas, transfiriendo nuevamente al medio PDA e incubando a 25 °C. Las colonias son
facilmente reconocibles por su rapido crecimiento y coloracion blanca; presentando
anillos concéntricos. Conforme avanza su desarrollo el micelio toma un color verde
oscuro posterior a la esporulacion.

Las colonias por lo general, crecen en un medio con un pH &cido con valores entre
45 y 5. de esta manera, se desarrollan y alcanzan su madurez rapidamente. Otro
parametro muy importante para su desarrollo es la humedad puesto que prefieren un
elevado porcentaje de humedad y alta concentracion de didxido de carbono en su entorno
atmosférico. En las siguientes figuras 5, 6 y 7 se muestran las caracteristicas que presenta

Trichoderma spp.

Figura 5. Dia 3: Crecimiento de Trichoderma spp. en agar PDA

Fuente: Autor
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o
Figura 6. Dia 5: Crecimiento de Trichoderma spp. en agar PDA
Fuente: Autor

—

Figura 7. Dia 8: Crecimiento de Trichoderma spp. en medio PDA
Fuente: Autor

3.2.2 Caracteristicas microscopicas por comparacion morfolégica entre las
cepas nativas de Trichoderma spp. y cepa de la empresa Ecocycle Biotech
S. A

La estructura de ramificacion de esta especie tiene forma de pirdmide, sus conidioforos
oscilan entre 62,5 a 69 um. Estas estructuras microscépicas presentan un color verde, con
varias ramificaciones dispuestas perpendicularmente y en algunas ocasiones se pueden
observar la formacion de ramificaciones laterales que forman grupos de dos o tres
dispuestas en un angulo muy amplio. Como se observa en la figura captada por la autora

y en la figura de Ecocycle Biotech S. A. misma que sirve de patron para compararla.
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Figura 8. Conidi6foros 62,97 pm
Fuente: Autor

Figura 9. Conidi6foros 62,23 pm
Fuente: Ecocycle Biotech S. A.

Las fialides son estructuras largas y delgadas, distribuidas de forma independiente
a lo largo de su eje, asimétricas con tamafios que van desde los 6.3 a 15.6 um siendo
citriformes y subglobosos.

Figura 10. Fialides 6,38 pm
Fuente: Autor
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Figura 11. Fiélides 6,43 um
Fuente: Ecocycle Biotech S. A.

Las clamidosporas estan dispuestas en forma intercalada y formadas por el micelio
sumergido. Son subglobosas, con una pared dentada, de color verde suave y un tamafio
de 10a12,5 um.

Figura 12. Clamidiosporas 10,1 um
Fuente: Autor

Figura 13. Clamidiosporas 10,3 um

Fuente: Ecocycle Biotech S. A.
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3.3 Evaluacion de sustratos a partir de residuos organicos para reemplazar los

sustratos obtenidos de la graminea arroz

El sustrato es la materia prima donde crece el micelio. Las propiedades fisicoquimicas
del residuo son las que determinan qué hongo o microorganismo pueda crecer en él.
Para la produccion de microorganismos, y que estos a su vez puedan realizar de forma
adecuada la sintesis celular y producir metabolitos cuando estos lo necesiten, los sustratos
empleados deben tener en lo posible todos los nutrientes necesarios. En el cultivo de
Trichoderma spp., cuando se producen esporas el elemento que en mas cantidad se
encuentra es el carbono, en tanto que el porcentaje de nitrogeno se convierte en un factor
que limita el crecimiento de los microorganismos. Como en muchos procesos la relacién
carbono nitrégeno es fundamental, en la produccion de Trichoderma también es muy

importante para la formacion de esporas. (Poalacin, 2015)

3.3.1 Siembra de Trichoderma spp. en tres sustratos organicos.

3.3.1.1 Preparacion de sustratos.

Se lavan los sustratos con agua destilada: cascara de naranja, tusa de maiz y envoltura de
maiz. Se pesan 20,58 g y se colocan en un matraz de 250 mL sellando con algodoén y
forrado con papel aluminio, luego se dispone en la autoclave para esterilizar. Terminado
este proceso se llevan los matraces a la cdmara de flujo laminar en donde se realizara la

siembra del Trichoderma spp.

Figura 14. Sustrato organico: cascara de naranja

Fuente: Autor
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Figura 15. Sustrato organico: tusa de maiz

Fuente: Autor

Figura 16. Sustrato organico: envoltura de maiz

Fuente: Autor

3.3.3.2Siembra de Trichoderma spp. en cascara de naranja, tusa de maiz y

envoltura de maiz.

Cada sustrato se prepara por triplicado, poniendo en cada caja Petri 6,85 g de sustrato, se
siembra una fraccion el Trichoderma spp., del medio solido finalmente se etiqueta y sella

con Parafilm.

Figura 17. Siembra de Trichoderma spp. en cascara de naranja

Fuente: Autor
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Figura 18. Siembra de Trichoderma spp., en tusa de maiz
Fuente: Autor

Figura 19. Siembra de Trichoderma spp., en hoja de maiz

Fuente: Autor

3.3.3.3 Inoculacioén de Trichoderma spp.

Las cajas Petri con los sustratos de cascara de naranja, tusa y envoltura de maiz tierno,
que han sido previamente inoculadas, se ponen en la estufa a una temperatura de 25 °C

para su crecimiento.
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A

Figura 20. Inoculacién de Trichoderma spp.

Fuente: Autor

Figura 21. Cajas Petri a 25 °C
Fuente: Autor

Todos los dias se revisa el crecimiento de Trichoderma spp. Al quinto dia se

observa:

Figura 22. Cinco dias de crecimiento de Trichoderma spp., en céscara de naranja
Fuente: Autor
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Figura 23. Cinco dias de crecimiento de Trichoderma spp., en tusa de maiz

Fuente: Autor

Figura 24. Cinco dias de crecimiento de Trichoderma spp., hoja de maiz

Fuente: Autor

A los ocho dias de crecimiento del hongo Trichoderma spp., se observa que los
sustratos estan invadidos por el hongo en estudio.

Figura 25. Ocho dias de crecimiento de Trichoderma spp., en cascara de naranja
Fuente: Autor
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Figura 26. Ocho dias de crecimiento de Trichoderma spp., en tusa de maiz
Fuente: Autor

Figura 27. Ocho dias de crecimiento de Trichoderma spp., en hoja de maiz

Fuente: Autor.
Este proceso de siembra de Trichoderma spp. para propagacion en los sustratos

organicos en estudio, se replicé incubando a temperaturas de 20 y 30 °C para determinar

en qué sustrato y a qué temperatura se propaga de manera éptima.

3.4 Seleccion del sustrato organico 6ptimo

Para determinar la cantidad de esporas por mililitro se pesaron por triplicado 1 g de cada
sustrato organico y se realizé una dilucion 10~ de cada uno.
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3.4.1 Camara de Neubauer.

También conocida como hematocitometro, se utiliza para contar células u otras particulas
en suspension bajo el microscopio.
Las méas comunes son las cAmaras dobles, donde existen dos zonas de conteo, en

su parte central se encuentra grabada una reticula rectangular (Villarreal Villota, 2015).

Hemisferio
superior

Hemisferio_}
inferior

Figura 28. Camara de Neubauer

Fuente: Bastidas

|
""‘!""“ A0 hoet

S zonas de conteo de 1 mm?

Figura 29. Division de la zona de conteo

Fuente: Bastidas

3.4.2 Cuantificacion de esporas.

Se realiza diluciones seriadas, colocando 1 g de sustrato de las cajas Petri de produccion
en 10 mL de suero fisioldgico (NaCl 0,9 %), luego se agitan mediante vortex hasta que
las esporas se desprendan (la cascara de naranja, tusa y hoja de maiz deben perder el color
verdoso debido al hongo), esta solucién se denomina solucién madre.
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Tomar 1 mL de la solucién madre en 9 mL de suero fisioldgico (dilucion 10%),
continuar diluyendo hasta obtener una dilucion 1073,

1 ml 1ml 1 ml im

-

v

9 ml de medio
liquido en cada

|3
/ who

/i-; \

u diluciones |

muestra

Figura 30. Dilucion de esporas de Trichoderma spp.
Fuente: Juérez, 2014

Con una micropipeta se coloco una gota de la dilucion 103 preparada en la camara
de Neubauer y se observo al microscopio con un aumento de 40x.

La concentracion de esporas por mL se calcula con la férmula planteada por
Bastidas.

numero de células x 10 000

Concentracion = — —
numero de cuadros x dilucién
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del hongo Trichoderma spp. aislado del suelo por comparacion
morfoldgica con un hongo certificado determinando su identidad

4.1.1 Muestreo de cepas del suelo.

Se colocaron 40 trampas para captar el Trichoderma spp., en el sector de Pileo a una

profundidad de 15 cm de la superficie del suelo, como se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 5. Trampas para captar el hongo Trichoderma spp.

Muestra Sustrato Profundidad a Coordenadas
nivel del suelo

M1-M10 Arroz precocido 15cm Lan-3.038265
Lon-78.773193

M10-M20 Arroz precocido y 15cm Lan-3.038265
melaza sélida Lon-78.773193

M21-M30 Arroz precocido y 15cm Lan-3.038265
melaza liquida Lon-78.773193

M31-M40 Arroz precocido y 15cm Lan-3.038265
caldo de res Lon-78.773193

Fuente: Autor

4.1.2 Prueba microscopica de las caracteristicas fungicas.

Durante la clasificacion de las trampas colocadas en el sector de Pileo para captar al hongo
de interés, se identificaron cepas de Trichoderma spp. en las trampas de arroz precocido.

Se observan las estructuras microscopicas del Trichoderma spp. apreciando hifas
septadas y unicelulares, de estas estructuras se desprenden los conidiéforos cortos,
abundantes y ramificados, las fialides se presentan globosas e hialinas, en tanto que los

conidios son abundantes y de forma ovoidal.
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Figura 31. Trichoderma spp.
Fuente: Autor

Figura 32. Trichoderma spp.

Fuente: Ecocycle Biotech S. A.

4.1.3 Comparacién morfolégica entre las cepas.

Se observa el crecimiento del Trichoderma spp. aislado por la autora y la cepa de
Ecocycle Biotech S. A. en donde se aprecian las hifas septadas y unicelulares, de estas
estructuras se desprenden los conidiéforos cortos, abundantes y ramificados. Las fialides
se presentan globosas e hialinas, en tanto que los conidios son abundantes y de forma

ovoidal.



39

Figura 33. Trichoderma spp., tres dias en agar PDA
Fuente: Autor

Figura 34. Trichoderma spp., ocho dias en agar PDA
Fuente: Autor

Figura 35. Trichoderma spp., tres dias en agar PDA
Fuente: Ecocycle S. A.
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Fuente: Ecocycle S. A.

Figura 36. Trichoderma spp., ocho dias en agar PDA

Las estructuras antes mencionadas fueron medidas del hongo aislado y del

proporcionado por Ecocycle S. A., concluyendo que el hongo aislado presenta todas las

caracteristicas para Trichoderma spp.

Tabla 6. Medida de estructuras de Trichoderma spp.

Estructuras Trichoderma spp., aislado Trichoderma spp., Ecocycle
por autora Biotech S. A.
Conidioforos 62.97 um 62.23 ym
Fialides 6.38 um 6.43 um
Clamidosporas 10.1 pm 10.3pm

Fuente: Autor

4.1.4 Meétodo estadistico no paramétrico de signos.

Las trampas (con arroz precocido) que se colocaron en el sector de Pileo tuvieron la

presencia de Trichoderma spp.
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Tabla 7. Presencia de Trichoderma spp., en trampas

Trampa Sustrato Presencia de hongo
Trichoderma spp.
M1-M10 Arroz precocido +
M11-M20 Arroz precocido y melaza sélida -
M21-M30 Arroz precocido y melaza liquida -
M31-M40 Arroz precocido y caldo de res -
Fuente: Autor
4.2 Evaluacion de sustratos a partir de residuos organicos mediante

experimentacion de laboratorio reemplazando los sustratos obtenidos de la

graminea arroz

4.2.1 Siembra de Trichoderma spp. en tres sustratos organicos.

Para determinar los sustratos organicos a utilizar se realizé un andlisis de los compuestos

que degrada el Trichoderma spp. y los compuestos de cada sustrato a utilizar, de esta

manera, se determina cuales son los 6ptimos a emplear como medio de propagacion del

Trichoderma spp.

Tabla 8. Compuestos que degrada el Trichoderma spp.

Compuestos que | Céscara de Envoltura de Tusa de maiz
degrada el naranja maiz
Trichoderma spp.
Almiddn Pectina Holocelulosa Xilanas
Pectina Celulosa a-Celulosa Hemicelulosas
Celulosa Enzimas Lignina Nitrogeno
Enzimas Polisacaridos Cenizas Celulosa
Nitrogeno Azucares Lignina
Aminoacidos
Minerales
Vitaminas
Fuente: Moore, 2011
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4.2.2 Produccién de esporas por cada sustrato organico.

La temperatura de cultivo oscila entre los 20 y 30 °C; de esta manera, se analiza la
propagacion en los sustratos organicos del hongo en estudio a tres temperaturas: 20 °C,
25°Cy30-°C.

Para determinar la produccion de esporas de Trichoderma spp., en sustratos
organicos, se realizd un conteo de esporas en la camara de Neubauer utilizando la

siguiente férmula:

numero de células x 10 000

Concentracion = — —
nimero de cuadros x diluciéon

A los sustratos orgénicos utilizados en esta investigacion se les da la siguiente

denominacion:

Tabla 9. Nomenclatura

Sigla Nomenclatura
S1 cascara de naranja
S2 tusa de maiz
S3 hoja de maiz
T1 20 °C
T2 25°C
T3 30 °C

4.2.3 Concentracion de esporas de Trichoderma spp. a 20 °C.

Se realiza por triplicado el conteo de esporas de cada sustrato desde el quinto al octavo
dia, se determina que el mejor sustrato es la cascara de naranja con 5.11X 108 ufc/mL,
seguido por la tusa de maiz con 3.14X 108 ufc/mL y al Gltimo la hoja de maiz con 3.11X

108 ufc/mL al octavo dia.



Tabla 10. Promedio diario de la concentracién de esporas a 20 °C

s1 S2 S3
DIA5 3.35x10°| 222x10%| 1.62x108
DIA 6 422x10% 285x10%| 1.75x 108
DIA 7 484x108| 291x10°% 1.79 x10°
DIA 8 5.11x10°| 3.14x10%| 3.11x108

Fuente: Autor
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En la grafica 1 se observa la curva de crecimiento, teniendo la mayor cantidad de

esporas la cascara de naranja.

Gréfica 1. Concentracion de esporas a 20 °C
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Fuente: Autor
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4.2.4 Concentracion de esporas de Trichoderma spp. a 25 °C

DIA8

Seguidamente se realiza por triplicado el conteo de esporas de cada sustrato organico

desde el quinto al octavo dia, en donde se determina que el mejor sustrato es la cascara

de naranja con 6.85X 108 ufc/mL, seguido por la tusa de maiz con 4.34X 10® ufc/mLy

por Gltimo la hoja de maiz con 3.30X 108 ufc/mL al octavo dia.
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Tabla 11. Concentracion de esporas a 25 °C.

S1 S2 S3
ufc/mL ufc/mL ufc/mL
DIA5 4.15X 108 3.08X 108 2.01X 108
DIA6 5.06X 108 3.29X 108 2.36X 108
DIA7 6.06X 10° 4.13X 108 2.92X 108
DIA S 6.85X 108 4.34X 108 3.30X 108

Fuente: Autor

En la grafica 2 se observa el crecimiento de la curva de la produccién de esporas

conforme pasa los dias, se determina que la cascara de naranja tiene mayor ufc/mL.

Gréfica 2. Concentracion de esporas a 25 °C
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Fuente: Autor

4.2.,5 Concentracion de esporas de Trichoderma spp. a 30 °C

A 30 °C la concentracidn de este hongo por ufc/mL es mayor en la cascara de naranja con
7.69X 10®  ufc/mL, seguido por la tusa de maiz con 5.37X 108  ufc/mL y en menor

concentracion la hoja de maiz con 4.11X 108 ufc/mL.



Tabla 12. Concentracion de esporas a 25 °C

s1 S2 S3
ufc/mL ufc/mL ufc/mL
DIAS 4.17X 108 3.27X 108 2.30X 108
DIA 6 5.27X 108 3.33X 108 2.46X 108
DIA 7 6.20X 108 437X 108 3.15X 108
DIA 8 7.69X 108 5.37X 108 411X 108

Fuente: Autor
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En la siguiente curva podemos observar que la concentracion de esporas

incrementa de acuerdo como pasa los dias.

Gréfica 3. Concentracion de esporas a 30 °C
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DIA8

4.3 Seleccionar el sustrato organico, a través del conteo de esporas, que sea éptimo

para la propagacion del hongo

Para propagar el hongo Trichoderma spp. se utilizaron como sustratos organicos la

cascara de naranja, tusa y hoja de maiz a temperaturas de 20 °C, 25 °C y 30 °C, realizando

un conteo de esporas desde el quinto al octavo dia.

Humeres Valenzuela (2004) sefiala que la temperatura de activacion del

crecimiento micelial es de 8 a 10 °C y la temperatura 6ptima de crecimiento de 25 a 28
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°C, alcanzando un maximo a los 35 °C. Estos datos muestran la alta capacidad de
Trichoderma spp. para tolerar un amplio rango de temperaturas.

La temperatura en el cantén Sigsig, de donde se aislo el hongo, oscila entre los
19-25 °C. En la presente tesis se trabajo con temperaturas de 20 °C, 25 °C y 30 °C
teniendo mejor concentracion de esporas al octavo dia a 30 °C en la céscara de naranja
como se observa en la tabla 13: cada sustrato organico incrementa sus ufc/mL conforme
se incrementa la temperatura.

Se determina que el mejor sustrato organico para la propagacion de Trichoderma

spp. es la cascara de naranja teniendo 7.69x 108 ufc/mL a 30 °C.

Tabla 13. Concentracidn de esporas a 20 °C, 25 °C y 30 °C

T1 T2 T3

ufc/mL ufc/mL ufc/mL
20°C 511 X 108 3.14 X 108 3.11 X 108
25°C 6.85 X 108 4.34 X 108 3.30 X 108
30°C 7.69 X 108 5.37 X 108 411 X 108

Fuente: Autor

El gréfico 4 se observa que a la temperatura de 20 °C, 25 °C, 30 °C la cascara de

naranja tiene mayor cantidad de ufc/mL.

Gréfica 4. Concentracién de esporas a 20 °C, 25 °C, 30 °C
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4.4 Diseflo experimental

4.4.1 Pruebade normalidad.

«El estadistico Shapiro-Wilks mide la fuerza del ajuste con una recta. Cuanto mayor sea
este estadistico mayor desacuerdo habra con la recta de normalidad» (SPSS, 2017), por
lo que se puede rechazar la hipétesis nula. Esta prueba se considera como la méas potente

para muestras inferiores a 30 casos.

Planteamiento de hipotesis:
o HO: Los datos siguen una distribucién normal
o H1: los datos no siguen una distribucion normal

Con el 95 % de confianza

Gréfica 5. Prueba de normalidad de concentracién de esporas
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Fuente: Autor

Mediante el grafico 5, se observa que el valor p es 0,349, siendo mayor a 0,05 por
lo que la muestra procede de una poblacion normal, encontrdndose cada punto cerca de
la linea de normalidad.
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4.4.2. Disefo factorial con dos factores.

Se realiza esta prueba con el objetivo de analizar el sustrato orgéanico utilizado y la
temperatura asignada sobre la concentracion de esporas producidas por el hongo

Trichoderma spp. para esto proceso se realiza un andlisis de varianza (ANOVA) con dos

factores.
Tabla 14. Datos utilizados para ANOVA con dos factores
TEMPERATURA SUSTRATO | CONCENTRACION DE
ORGANICO ESPORAS
T1 s1 5.11x 108
T1 2 3.14x 108
T1 s3 3.11x 108
T2 s1 6.85x 10°
T2 2 4.34x 108
T2 s3 3.30x 108
T3 s1 7.69X 108
T3 2 5.37X 108
T3 3 4.11x 108

Fuente: Autor

Para realizar este método estadistico se siguen los siguientes pasos:

— Planteamiento de Ho e Hi

a. Para las columnas o sustratos organicos utilizados.

Ho: La concentracion de esporas producidas en cada sustrato organico son iguales.

Ha: La concentracion de esporas producidas en cada sustrato organico no son iguales.

b. Para las filas o temperatura utilizadas.
Ho: La concentracion de esporas producidas a 20 °C, 25 °C y 30 °C son iguales.

Ha: La concentracion de esporas producidas a 20 °C, 25 °C y 30 °C no son iguales.

- Nivel de significancia o = 5 % = 0.05

- Ladistribucién de muestro a ser utilizada serd «<Razén F»
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- Se realiza un analisis en Minitab con los datos de la Tabla 14, obteniendo los
siguientes resultados.

Tabla 15. Resultados del analisis de varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F | Valor p

TEMPERATURA 2| 5.63727 X 10 16 | 2.81863 x 10 12,79 0,018

SUSTRATO ORGANICO | 2| 1.50029 X 10 7 | 7.50143 x 10 ¢ 34,05 0,003

Error 4 881267 X101 | 2.20317 x 10 ¥

Total 8 [ 2.15214 x 10 17

Fuente: Autor

En la Tabla 15 se observa el resultado de F de prueba correspondiente a las filas
0 temperaturas que es de 12.79 y el correspondiente a las columnas o sustrato organico
que es de 34.05 y para calcular F critica, se calculan los grados de libertad para las
columnas y filas con un nivel de significancia del 5 % teniendo en el numerador 2 y en el
denominador 3, siendo F critica 6,94.

Teniendo los valores de F de prueba y F critico se toma la decision, para ello se
conoce que en las filas F de prueba es 12,79 y F critico es 6,94, estando fuera de la regién
de aceptacion, de esta manera, se rechaza la Hoy aceptando la Hi que la concentracion de
esporas producidas a 20 °C, 25 °C y 30 °C no es igual.

En las columnas F de prueba es 34,05 y F critico 6,94, se rechaza la Hoy se acepta
la H1 que establece que la concentracion de esporas producidas en cada sustrato organico

no es igual.

4.4.3 Prueba de Tukey.

Para determinar en qué sustrato organico y a qué temperatura existe una mayor
concentracion de esporas de Trichoderma spp. se realiza la prueba de Tukey, y se

obtienen los siguientes resultados.
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Tabla 16. Comparacion de sustrato organico en la concentracion de esporas aplicando la prueba de Tukey

SUSTRATO ORGANICO N Media Agrupacion
S1 3 655000000 A
S2 3 428333333 B
S3 3 350666667 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Fuente: Autor

De acuerdo con la Tabla 16, con el ordenamiento de las medias de los tres sustratos
utilizados para la propagacion de Trichoderma spp. se definieron dos categorias.
Categoria «A» mejor produccion de esporas correspondiéndole a la cascara de naranja, y
la categoria «B» menor produccién de esporas correspondiente a la tusa y hoja de maiz.

Para determinar la temperatura a la cual existe una mayor concentracion de

esporas se obtienen los siguientes resultados.

Tabla 17. Comparacién de temperatura en la concentracion de esporas aplicando la prueba de Tukey

TEMPERATURA N Media Agrupacion
T3 3 572333333 A
T2 3 483000000 A B
T1 3 378666667 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Fuente: Autor

De acuerdo con la Tabla 17, con las medias de las tres temperaturas utilizadas, se
define dos categorias. Categoria «A» mejor temperatura para produccion de esporas
siendo 30 °C y la categoria «B» temperatura en la que existe menor produccién de esporas
a 20 °C.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

- De los sustratos que se utilizaron para la captura de Trichoderma spp. nativo, la mejor
trampa nutricional es el arroz precocido por su alto contenido en almidon, se demostrd
preferencia nutricional.

- Se aislo al hongo antagonista Trichoderma spp., en el cantdn Sigsig, el mismo que fue
caracterizado tanto macroscopica como microscopicamente, y comparado con un
hongo proveniente de Ecocycle Biotech S. A.

- El' hongo antagonista Trichoderma spp. es muy versatil y de facil manipulacion, tiene
la capacidad de adaptarse a diferentes temperaturas y desarrollarse en varios sustratos
organicos.

- Se determina que la cascara de naranja, tusa de maiz y hoja de maiz cumplen con las
necesidades nutricionales para la propagacion Trichoderma spp. por lo que se puede
reemplazar el uso del arroz como sustrato.

- Se determina que la mejor concentracion de esporas se da al octavo dia a 30 °C en la
cascara de naranja teniendo 7.69X 108 ufc/mL.

- La concentracion de esporas al octavo dia a 30 °C de la tusa es 5.37X 108 ufc/mLy
de la hoja de maiz 4.11X 10®  ufc/mL.

- EIl andlisis comparativo realizado por el método de Tukey para los resultados
obtenidos, indica que la cascara de naranja a 30 °C tiene un alto grado de produccion
de esporas de Trichoderma spp.

- Las concentraciones obtenidas son ideales para ser utilizadas en las aplicaciones de
campo, sabiendo que para utilizar este hongo tanto en invernadero como en campo son
necesarias concentraciones a partir de 1x10° a 1x108 esporas/mL lo que indica que se
utilizara en cantidades minimas los sustratos estudiados.

- Los resultados de esta investigacion constituye un aporte para la implantaciéon de
sustratos locales para la produccién a gran escala de biopreparados de cepas nativas

de Trichoderma spp.
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DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion se acepta la hipotesis planteada
que establece que si el hongo el Trichoderma spp. se desarrolla en un sustrato organico,
entonces se podria utilizar para su reproduccion.

Segun la bibliografia consultada se determina que existen estudios en donde se
aisla el Trichoderma spp. para utilizar como controladores bioldgicos y evitar el uso
indiscriminado de agrogquimicos, usando cepas de microorganismos nativos, teniendo
como vinculo Guilcapi Avalos (2016) quien aisla el Trichoderma spp. de una muestra de
suelo e inocula en agar PDA, posteriormente determina su identidad por secuenciacion
de ADN; mientras que en esta investigacion se aisla colocando trampas de arroz precocido
en el suelo y su identidad se determina comparando caracteristicas microscopicas y
macroscopicas con un hongo Trichoderma spp. proveniente por Ecocycle Biotech S. A.

De acuerdo con algunos estudios se evalUan sustratos organicos para propagacion
de Trichoderma spp. con el objetivo de reemplazar el grano de arroz entero de buena
calidad, teniendo como referencia a los autores Arévalo et al. (2017) quienes utilizan
como sustratos los residuos agricolas de cascarilla de arroz entera y molida, cascara de
mani como fuentes nutritivas teniendo un rendimiento superior a 1,10 x108 conidios/mL
de sustrato en los residuos agricolas que fueron mezclados con Nelen.

Mientras que Michel Aceves, Otero Sanchez, Martinez Rojero, & Rodriguez
Moran (2008) evalian quince sustratos organicos: cascara de tomate (caliz maduro
acrescente de la flor, que encierra al fruto), arroz (glumas, lemas y palea de la flor), ajo
(catafilas coridceas), cacao (testa de la semilla), ajonjoli (pericarpio del fruto), cacahuate
(pericarpio del fruto), café (pericarpio del fruto), vaina de frijol (pericarpio del fruto),
olote de maiz (raquis de la inflorescencia femenina), granos de arroz, sorgo, alpiste y
maiz, rastrojo de soya y maiz, siendo el olote el mejor sustrato con una concentracion de
4.43x108 conidias/mL.

En tanto que Agamez Ramos, Zapata Navarro, Oviedo Zumaque, & Barrera
Violeth (2008) utilizan semillas de Artocarpus incisa (fruta de pan) y desechos
agroindustriales como cascarilla de arroz y algodon teniendo la mejor produccion de
esporas en el sustrato compuesto por cascarilla de algodén (enriquecida con soluciones
de melaza) y semillas de Artocarpus incisa con una concentracion de 2,1x108

conidios/mL, y 8,38x108 conidios/mL.
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Las tres investigaciones citadas anteriormente evallan diferentes sustratos
orgéanicos, al igual que en esta investigacion en la que se utiliza la cascara de naranja, tusa
y hoja de maiz. Obteniendo la mejor concentracion en la cascara de naranja con un valor
de 7,69x108 conidias/mL.

Segun la produccién de conidias/g el mejor sustrato es el que menciona Agamez
Ramos, Zapata Navarro, Oviedo Zumaque, & Barrera Violeth (2008) de semillas de
Artocarpus incisa con 8,38x10® conidios/mL, pero esta semilla se utiliza en la industria
alimentaria por lo que no se recomienda utilizarla para propagar Trichoderma spp., de
esta manera, el sustrato adecuado para propagacion del hongo en estudio es la cascara de
naranja con 7,69 x108 conidias/mL.

Para determinar cual es el mejor sustrato organico para propagar Trichoderma
spp., se evalla el nimero de conidias/mL como sostiene Arévalo et al. (2017), Michel
Aceves, Otero Sanchez, Martinez Rojero, & Rodriguez Moran (2008) y Agamez Ramos,
Zapata Navarro, Oviedo Zumaque, & Barrera Violeth (2008), concordando sus estudios
con la presente investigacion.

Segun las investigaciones consultadas, se determina que la temperatura influye en
la propagacion de Trichoderma spp., como lo sefiala la autora Endara Borja (2009) al
comparar las curvas de crecimiento del hongo Trichoderma harzianum en los diferentes
sustratos organicos, la temperatura 6ptima para el desarrollo es de 30 °C, y en la presente
investigacion se concluye que a 30 °C existe mayor produccion de esporas en los tres

sustratos, siendo el mejor la cascara de naranja.
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RECOMENDACIONES

- En la provincia del Azuay, canton Sigsig, es preciso innovar con procesos que lleguen
al sector agricola con insumos de excelente calidad, siendo amigables con el
medioambiente sin afectar la salud de sus pobladores, que no desgasten el suelo y sean
econdmicamente factibles. Durante esta investigacion se ha aislado un hongo
antagonista Trichoderma spp., pudiendo aprovecharse todo su potencial para la
produccién de bioinsumos destinados al control de fitopatégenos de diversos cultivos
de la zona, minimizando asi la utilizacion exagerada de agroquimicos.

- Estudiar mé&s sustratos organicos que pudieran cumplir con las necesidades
nutricionales del Trichoderma para su propagacion.

- Aplicar el Trichoderma spp., en el campo para realizar pruebas de efectividad y
comprobar las ventajas de la aplicacion de este hongo en diferentes cultivos.

- Realizar un anélisis costo-beneficio para determinar que sustrato es el menos costoso,
valorando también su concentracion conidios/mL.

- Incubar a 30 °C ya que demuestra mejor produccién de conidios/mL.
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