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RESUMEN

El proyecto fue llevado a cabo en el laboratorio del campus Salache, se inici6 la
multiplicacién de Trichoderma nativa del sector de Salache, esta se obtuvo de trampas
realizadas en el campus Salache, se realizd el proceso de multiplicacién en 20 cajas Petri en
una agar de PDA, se dejé 5 dias en la incubadora para que esta se multiplique y se obtenga
mejores esporas, para aplicaciones en tres sustratos distintos, se realizd tres sustratos (arroz,
arrocillo, cebada), cada funda fue llenada con uno de los sustratos, se hicieron un total de 9
fundas por sustrato donde se llen6 con 150 g por cada una para su contaminacion, se
contamino cada sustrato con 8 ml de Trichoderma liquida, se deja activar el hongo en las
incubadoras por 7 dias a una temperatura de 27°C con tres repeticiones por sustrato se dio un
total de 27 sustratos, se determing tres tipos de luces (amarillo, rojo, azul) donde se coloc6 3
sustratos distintos se colocaron en una luz distinta para determinar su efecto en el
Trichoderma, la luz amarilla con una temperatura de 22°C, se notd los efectos de la
biodegravilidad de los sustratos para ver cual resulta mejor en los momentos de
contaminacion, resulta de mejor manera para el incremento del hongo, mientras que la luz
azul de menor temperatura se propago de menor porcentaje o se tendia a pasmar.

Palabras clave: Trichoderma, sustrato, luz, temperatura, multiplicacion, biodegravilidad.
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TITLE: “Evaluation and multiplication of Trichoderma spp. On three types of substrates
(rice, jungle rice, and barley) with the effect of three lights (yellow, blue, and red light) in
Latacunga Canton, Cotopaxi Province, Salache Campus 2022- 2023”

Author: Darwin Arturo Fraga Pilataxi

ABSTRACT

This research project was carried out in the Salache campus laboratory, the multiplication of
Trichoderma native to the Salache sector was begun, it was obtained from traps made at the
Salache campus, and the multiplication process was carried out in 20 Petri dishes on PDA
agar. It was left for 5 days in the incubator to multiply and obtain better spores, for
applications in three different substrates, three substrates (rice, jungle rice, barley) were used,
and each bag was filled with one of the substrates. A total of 9 bags per substrate were made
and each was filled with 150 g for contamination, each substrate was contaminated with 8 ml
of liquid Trichoderma, and the fungus was left to activate in the incubators for 7 days at a
temperature of 27°C with three repetitions per substrate, giving a total of 27 substrates, three
types of lights were determined (yellow, red, blue) where 3 different substrates were placed
in a different light to determine their effect on Trichoderma, the yellow light with a
temperature of 22 ° C, the effects of the biodegradability of the substrates were noted to see
which is better in moments of contamination, it is better for the increase of the fungus, while
the blue light of lower temperature spread in lower percentage or tended to pass.

Keywords: Trichoderma, substrate, light, temperature, multiplication, biodegradability.
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1. INFORMACION DEL PROYECTO

Titulo del proyecto: “Evaluacion y Multiplicacion de Trichoderma spp. en tres tipos de
sustratos (Arroz, Arrocillo y Arroz de cebada) con el efecto de tres luces (luz amarilla, azul y
roja) en el cantén Latacunga, provincia de Cotopaxi, campus Salache 2022- 2023”
Tipo de proyecto: La investigacion es de tipo experimental.
Fecha de inicio: 15-11-2022
Fecha de finalizacion: 23-01-2023
Lugar de ejecucion: Canton Latacunga provincia de Cotopaxi campus Salache.
Carrera que auspicia: Ingenieria Agronémica.
Proyecto de investigacion vinculado: Cambio climatico
Equipo de trabajo: Ing. Edwin Marcelo Chancusig Espin, Ph.D.
Darwin Arturo Fraga Pilataxi.
Area de conocimiento: Agricultura
Linea de investigacion: Analisis conservacién y aprovechamiento de la
biodiversidad local.
Sub linea de investigacion: Agua y suelos.
Linea de vinculacion: Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia

y gestion para el desarrollo humano y social.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Trichoderma ssp. es un hongo que actiia como agente de control bioldgico. La produccién de
este agente se realiza mediante métodos artesanales, para cultivos liquidos, estaticos, sélidos
y bifasicos. Uno de los sustratos mas utilizados para la produccion masiva de Trichoderma
ssp. es la casulla de arroz mas harina de maiz; ésta tiene un costo relativamente alto y es de
dificil adquisicion. Esta investigacion se establecio con el proposito de encontrar un sustrato
organico, econémico y de facil adquisicion en la region, con el que Trichoderma ssp. tenga
una alta produccién de esporas. En este estudio se evaluaron los sustratos: sorgo, maiz, olote
y bagazo de cafia. Después de los estudios realizados se obtuvo como resultado que el sorgo
fue el mejor sustrato, tanto, en produccion como en germinacion de esporas. (Bellino, 2013)

El éxito de las cepas de Trichoderma ssp. como ABC (agentes de control bioldgico) se debe a
su elevada capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir en condiciones ambientales
perjudiciales, eficiencia en el uso de nutrientes, capacidad para transformar la rizosfera, fuerte
ataque contra hongos fitopatdgenos y eficiencia en promocion del desarrollo en plantas e

induccién de mecanismos de defensa (Benites & Rincon, 2004).

La multiplicacion de Trichoderma ssp. 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 produccion
artesanal de Trichoderma ssp. en distintos paises, se han basado en el uso del arroz como
sustrato (Jujuy, 2017)

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los microorganismos beneficos como Trichoderma spp. son una alternativa sana y limpias
para combatir plagas y enfermedades en las plantas. Se ha demostrado que el Trichoderma
spp. actta contra un amplio rango de hongos fitopatégenos transmitidos por suelo y aire. Ha
sido utilizado contra pudriciones en un amplio rango de especies, causadas por Fusarium,
Rhizoctonia, Pythium; y patdgenos formadores de esclerocios como Sclerotinia y
Sclerotium.(Bucio, 2021)



Actualmente se conocen mas de 200 especies de Trichoderma, las mas comercializadas en
cultivos agricolas para el control biologico son T. harzianum (cepa T-22), T. reesei., T. viride
y T. hamatum, y pueden funcionar tanto para el control de enfermedades en hoja y tallo como
de raiz. La forma més econdmica y extensa para emplear Trichoderma en la agricultura,
consiste en el tratamiento de las semillas previo a la siembra, ya que este hongo es capaz de
colonizar la superficie de la raiz a partir de las semillas tratadas. No obstante, existen
tratamientos combinados para semillas y sustrato para asegurar que el indculo permanezca
viable en condiciones ambientales adversas y posteriormente se establezca como habitante

normal de la rizosfera. (Bellino, 2013)

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Los beneficiarios directos de este proyecto son los agricultores que apuestan por la
produccién de remolacha y hortalizas diversas, concientizandolos de que saben gestionar
adecuadamente los recursos naturales para el mejoramiento y sostenibilidad de los cultivos y

evitar el uso de fungicidas.

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La mayoria de las enfermedades de plantas generalmente se controlan con fungicidas
quimicos, los cuales se aplican al suelo, semillas, follaje y fruto. Las consecuencias negativas
sobre la salud, la contaminacion del ambiente, la residualidad y el desarrollo de resistencia,
ha generado la blsqueda de alternativas de reemplazo con la incorporacién de agentes
bioldgicos. El control biolégico (CB) utiliza organismos vivos; involucra también
microorganismos cuya actividad bioldgica disminuye el dafio causado por los patégenos de
las plantas (Herrera—Estrella y Chet, 1998). Debido a este antagonismo se logra reducir o
eliminar la incidencia del fitopatdgeno. Independientemente de su actividad, un agente de
biocontrol eficaz debe tener la capacidad de sobrevivir en el habitat donde es aplicado.
(Zuccarelli, 2019).

La necesidad de reducir el uso de fungicidas en el control fitosanitario hace necesario
desarrollar tecnologias que permitan de forma facil, econdmica y efectiva obtener productos

a partir de microorganismos, con la calidad y cantidad suficiente para su aplicacion masiva



en las areas de cultivo. Trichoderma spp., se desarrolla bajo diferentes condiciones
ambientales y de nutrientes; para su produccion masiva en condiciones in vitro tiene la

capacidad de cultivarse sobre diferentes sustratos de bajo costo (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Los hongos antagonicos poseen caracteristicas que definen muy bien sus posibilidades como
biocontroladores, por su alto poder patogénico y capacidad de producir epifitas; sin embargo,
su produccion a escala comercial e industrial presenta algunos inconvenientes como el
desconocimiento de sustratos alternativos eficientes, infraestructura y equipo minimo
necesario; situacion que ha limitado su desarrollo y utilizacion a mayor escala. Existen
diferentes métodos para reproducir a Trichoderma; sin embargo, tienen un costo elevado.
Uno de los sustratos mas utilizados es el grano entero de arroz, el cual tiene un costo
relativamente alto, por lo cual se pretende incorporar el uso de sustratos regionales para su
reproduccion. (SACSA, 2021)

6. OBJETIVOS
6.1.0Objetivo General

 Evaluar tres sustratos organicos para la propagacion del Trichoderma ssp. en el

canton Latacunga, provincia de Cotopaxi, campus Salache 2023.

6.2.0bjetivos Especificos

e Determinar el sustrato que aumenta la proliferacién de Trichoderma ssp. en un
ambiente controlado.

e ldentificar cual luz aumenta el nimero de esporas de Trichoderma ssp. en ambiente
controlado.

e Determinar la temperatura 6ptima para el desarrollo de Trichoderma ssp. en ambiente

controlado.

7. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS
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8. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

Es un hongo anaerobico habitante natural del suelo, caracterizado por un comportamiento
saprofito o parésito. Entre las especies mas destacadas estdn T. harzianum, T. viride, T.
koningii, y T. hamatum. El éxito de las cepas de Trichoderma ssp. como agentes de control
biolégico se debe a su alta capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo
condiciones ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacion de nutrientes, capacidad
para modificar la rizosfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatogenos y eficiencia en
promocion del crecimiento en plantas e induccion de mecanismos de defensa. Las diferentes
especies se caracterizan por tener un crecimiento micelial rapido y una abundante produccion

de esporas, que ayuda a la colonizacion de diversos sustratos y del suelo (Martinez, 2021)

8.1.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
orgénica y humedad, siendo tolerantes a temperaturas extremas, pH y salinidad; la mayoria
pertenece a un genero 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 conidiéforos erectos o
arrastrados, altamente ramificados, mas o menos conicos, debil o fuertemente verticilados.
Las fialides 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 réapido
crecimiento, suaves, blancas a verdes (Cook & Baker, 1989)

Clasificacion Taxondmica. Las especies del género Trichoderma spp. pertenecen a un
grupo de hongos filamentosos que han sido caracterizados por sus aplicaciones en el sector

agricola como controladores bioldgicos de una amplia gama de organismos patdgenos.

La clasificacion taxondémica del género Trichoderma es:



Cuadro 2 Taxonomia

Reino: Fungi

Division Ascomycota

Subdivision: Pezizomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

8.1.1. Caracteristicas

Trichoderma ssp., tiene diversas ventajas como agente de control bioldgico, posee un rapido
crecimiento y desarrollo. Aparte de esto produce una gran cantidad de enzimas, inducibles
con la presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de
sustratos, lo cual facilita su produccién masiva para uso en la agricultura. Su gran tolerancia a
condiciones ambientales extremas y a habitats, donde los hongos causan enfermedades, le
permiten ser un eficiente bio-agente de control. De igual forma, puede sobrevivir en medios
con contenidos significativos de agrodefensivos y otros quimicos. Aparte, su gran
variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control bioldgico, bajo

diferentes sistemas de produccion y cultivo. (Gémez, 2015)
8.1.2. 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 6ptima
de crecimiento de 25 a 28 °C, alcanzando un méaximo de 35 °C. Estos datos muestran la alta
capacidad de Trichoderma spp. de tolerar un amplio rango de temperaturas (Valenzuela,
2004)

8.1.3. Control de patogenos.

Las diferentes especies de Trichoderma ssp. ejercen mecanismos de control mediante:
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibidticos, la

inactivacién de enzimas del agente patdgeno, modificacion de las condiciones ambientales,



produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y por mico parasitismo. A
continuacidn, se describen los tres principales: Competencia: La competencia por espacio y/o
nutrientes ha sido considerada uno de los mecanismos clasicos de biocontrol de este género.
Tiene una rapida tasa de desarrollo, lo que hace que sea un fuerte competidor por espacio a la
hora de colonizar la rizosfera. Por otra parte, tiene una capacidad superior de movilizarse y
tomar los nutrientes del suelo, siendo muy versatil para utilizar sustratos como fuente de
carbono y nitrogeno, lo que permite colonizar un medio rapidamente, evitando la
proliferacion de otros microorganismos en el mismo hébitat. Produccién de metabolitos
(Antibiosis): EIl género Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos organicos
volatiles y no volatiles, que juegan un papel importante inhibiendo el crecimiento y
desarrollo de microorganismos patdgenos. En estas interacciones estan involucradas enzimas
liticas extracelulares, antibioticos y compuestos de bajo peso molecular. 6n de esporas, que

ayuda a la colonizacion de diversos sustratos y del suelo. (Martinez, 2021)
8.1.4. Necesidad nutricional del Trichoderma spp.

Los Trichodermas se alimentan de otros hongos. O sea, son mico parasitos. Y ello lo hace
una excelente herramienta para la agricultura. Si uno aplica Trichodermas a las raices de los
cultivos, estas cepas van alimentarse de aquellos hongos que estan proliferando en esa regién

cerca de la planta. (Bucio, 2021)
8.1.5. Produccion de Trichoderma spp.

Existen diferentes métodos para reproducir a Trichoderma; sin embargo, tienen un costo
elevado. Uno de los sustratos mas utilizados es el grano entero de arroz, el cual tiene un costo
relativamente alto, por lo cual se pretende incorporar el uso de sustratos regionales para su

reproduccion. (Fernandez—Larrea, 2004)
8.2.Unidad formadora de colonias.

Los microorganismos son muy pequerios y dificiles de contarlos directamente. En su lugar, se
utiliza una técnica de laboratorio para contar las UFC. Esto implica hacer diluciones de una
suspension microbiana y su difusion en capas delgadas de agar que contienen nutrientes para
su crecimiento en Cajas Petri (que se conocen como «placas de agar»). Después de la
incubacion en condiciones ideales, algunas placas estan completamente cubiertas con el

crecimiento microbiano; algunas tienen poco o nada de crecimiento; y algunas estan



cubiertas con «puntos» aislados individuales, que son colonias microbianas. Dado que una
colonia puede estar formada por un solo organismo o un grupo de microbios, los puntos
representan las «unidades formadoras de colonias (UFC)». Cuente el nimero de colonias,

multiplique por la dilucién y alli tiene el “recuento de placa” en UFC. (Nutrition, 2019)
8.2.1.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)
8.3.Aplicacion de Trichoderma ssp. para el control de enfermedades.

Trichoderma ssp. puede ser inoculado al sustrato para semilleros o directamente al suelo en
semilleros a campo abierto. También el tratamiento a la semilla (inoculacién), se emplea para
el combate de hongos fitopatdgenos, siendo un método muy rapido, facil y economico.
(CARRANZA, 2019)

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
nutricion.

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

e 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. (Erazo Arias, n.d.)

¢ 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 produccién 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 proteccién a la raiz y al follaje.
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e Promueve el crecimiento de pelos absorbentes y raices alimenticias, mejorando la
nutricion y la absorcion de agua.
e Disminuye o elimina la dependencia de fumigantes quimicos.

¢ No se ha registrado ningun efecto fitotoxico.

8.3.1. Microorganismos benéficos en la agricultura.

Entre los principales microorganismos aplicados en la agricultura tenemos los hongos de
los géneros Trichoderma y Beauveria, y distintas especias de micorrizas, asi como
bacterias del género Bacillus. Estos agentes biolégicos han probado su eficiencia en el
control de plagas a través de distintos mecanismos de accion como antibiosis,
micoparasitismo o competencia. Ademas, han confirmado su efecto como organismos
promotores de crecimiento vegetal, especialmente a nivel de biomasa radicular y su
incidencia en la mejora de la absorcion de nutrientes como N y Ca, elementos que estan
relacionados a la division celular, la estructura de las paredes celulares, el crecimiento de
la planta. Incluso, han incidido en el rendimiento de cultivos incrementando la
produccidn hasta en un 20%. (Biosph, 2020)

8.4.  Sustratos organicos para propagacion de Trichoderma spp.

8.4.1. Residuos solidos organicos.

Son todos aquellos residuos de origen natural que pueden "echarse a perder”. Algunos
ejemplos son: cascaras de fruta o verdura, restos de comida, cascarones de huevo, pan,
tortillas, filtros para café, bolsitas de té, heces de animales, lacteos (sin recipiente), huesos,

semillas, flores, pasto y hojarasca. (Hidalgo, 2019)
8.4.2. Restos vegetales

Llamamos residuos vegetales a la capa de materia organica viva y muerta que se ubica entre
la materia verde y la superficie del suelo. La acumulacion de residuos vegetales en exceso
(mas de ¥ pulgada de grosor) crea un ambiente favorable para las plagas y las enfermedades,
un ambiente de crecimiento desfavorable para las raices del pasto y puede interferir con

algunas précticas de manejo del césped. (Mendoza, 2023)
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8.4.3. Trasformacion de residuos

La gestion integral de residuos solidos involucra la transformacién de los mismos ya sea
fisica, quimica o biologica, pudiendo ser la combustion y produccion de abonos, asi nos
permite recuperar produccion de conversion como, por ejemplo: compost, energia y 14
biogas, reduciendo la cantidad de materiales que terminan en el relleno sanitario e

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

8.4.4. Biodegrabilidad

Capacidad que tiene un residuo sélido en degradarse mediante la accion de agentes
bioldgicos sean estos microorganismos o 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 orgéanicos sélidos representa un 0,4 %. (Betina, 2018)

8.4.5. Arroz precocido

Es el cereal mas rico en almidon y la estructura quimica de este es relativamente sencillo
comparado con otros sustratos. Esencialmente el almidon esta compuesto de dos polimeros
relacionados en diferentes proporciones: amilosa (16 — 30%) y amilopectina (68 — 85%). La
amilosa es un polimero de glucosa unido por enlaces a-1,4 glucosidicas principalmente

cadenas lineales.

La amilopectina es un polimero de glucosa altamente ramificado incluyendo también enlaces
a-1,6 glucosidicos en los puntos de ramificacion. De esta manera el hongo Trichoderma ssp.
hidroliza el polimero del almidon mediante enzimas como glucoamilasas, o — amilasas, f —

amilasas, permitiendo el crecimiento micelial y la produccion de esporas. (Soria E. , 2016)

8.4.6. Arrocillo

El arrocillo se emplea usualmente en los pollos bebe porgue es una materia prima que tiene
una fuente de carbohidratos de rapida absorcion, situacion que favorece la digestion del

animal, pero “no constituye una alternativa al maiz y a la soya”, manifestd Aguirre.

(Aguirres, 2020)
8.4.7. Cebada

Contiene gran cantidad de vitaminas del grupo B, como por ejemplo acido félico. También
destaca por ser un cereal con gran cantidad de fibra y en especial fibra soluble, lo cual es
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super importante para el buen control de los niveles de azucar en sangre, asi como para

reducir el colesterol.

También aporta otros minerales como potasio, calcio, fésforo y zinc, entre otros, todos estos

minerales son esenciales para el buen funcionamiento del organismo. (gullon, 2018)
9. Luz.

9.1. Espectro de luz

El espectro visible o luz visible es la region del espectro electromagnético que el ojo humano
es capaz de percibir y traducir en los distintos colores que conocemos.

Las radiaciones electromagnéticas tienen distintas frecuencias, de las cuales nuestro ojo es
capaz de percibir apenas un segmento: el correspondiente a las longitudes de onda entre 380
y 750 nanometros aproximadamente. Dependiendo de la persona, este rango puede ser

ligeramente méas amplio o ligeramente mas estrecho. (Vargas, 2021)

9.2. Tipos de espectros
e Rojo (rubeus en latin). Entre 780 y 618 nanometros.
e Anaranjado (aureus). Entre 618 y 581 nandmetros.
e Amarillo (flavius). Entre 581 y 570 nanémetros.
e Verde (viridis). Entre 570 y 497 nan6metros.
e Cian (coeruleus). Entre 497 y 476 nan6metros.
e Azul (indicus). Entre 476 y 427 nandmetros.
e Violeta (violaceus). Entre 427 y 380 nan6metros.
(Vargas, 2021)

9.3. Espectro de luz en plantas

El conjunto de longitudes de onda que absorbe un pigmento se conoce como su espectro de
absorcion. En el siguiente diagrama, puedes ver los espectros de absorcion de tres pigmentos
importantes en la fotosintesis: clorofila a, clorofila b y B-caroteno. El conjunto de longitudes
de onda que un pigmento no absorbe, se refleja, y la luz reflejada es lo que vemos como
color. Por ejemplo, percibimos las plantas de color verde por su gran contenido de moléculas

de clorofila ay b, que reflejan luz verde. (Vargas, 2021)

10.Antibiosis.



13

La actividad antibidtica de Trichoderma ssp. se deberia a la secrecién de sustancia
antibioticas o metabolitos que inhiben la actividad parasitica de los patégenos (Dubos, 1987)
Estos metabolitos serian volatiles y no volatiles, del tipo antibidticos como viridin,
trichodermin, glioviridin, gliotoxin y harzaniolide (Lumsden et al 1992).

De todas estas micotoxinas la mas representativa es Trichodermin que actuaria inhibiendo la
actividad ribosomal de los patégenos, por lo tanto, su reproduccién (Ghisalberti, 1991).

11.Caracteristicas microscopicas.

11.1. Conidiéforos.

Son erectos, hialinos, no verticilados, en su mayoria ramificados, parecen un arbol pequefio
con un sistema de ramas irregulares de manera piramidal y pueden estar solitarios o en
grupos (POALACIN, 2015)

11.2. Fialides.

Son en forma de botella, pueden estar solas o en grupos, hinchada en la region central pero
delgada hacia el &pice: son hialinas y en angulo recto con respecto a los conidiéforos. Es
donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la identificacion
taxondmica a nivel de especies. (POALACIN, 2015)

11.3. Conidios.

Son esporas asexuales de color verde — amarillo — blanco, con esporulacion densa que
aseguran la generacién del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas. Su
pared estd compuesta por quitina y glucanos. Su funcion es la reproduccion rapida, dispersion
y supervivencia. (POALACIN, 2015).

12.Factores que influyen en el crecimiento

12.1. Temperatura.

La temperatura influye notablemente en el crecimiento fangico y en la formacién y
germinacion de conidios. El rango de temperatura para el crecimiento de Trichoderma se
encuentra entre 10 - 40°C y tiene su éptimo de crecimiento alrededor de los 25 y 30°C.
Pueden soportar temperaturas extremas y, aungue no pueden crecer, sus conidios se

mantienen viables y germinaran cuando recuperen las condiciones apropiadas. El descenso de
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la temperatura provoca una ralentizacion del metabolismo, y es una medida que se utiliza

para frenar, en general, el deterioro de productos almacenados. (POALACIN, 2015)
12.2. Humedad.

La actividad metabolica del hongo depende estrechamente de la humedad del medio
(sustrato), ya que esta variable influye significativamente en el crecimiento microbiano, en la
biosintesis y la secrecion de diferentes metabolitos. Un bajo contenido de humedad limita la
difusion de los nutrientes y la degradacion del sustrato, dando como resultado un bajo
crecimiento microbiano. Mientras que, altos valores de humedad en la matriz sélida
disminuyen la porosidad del sustrato dificultando la transferencia de oxigeno. Por este
motivo, es conveniente buscar el nivel éptimo de humedad con el objeto de optimizar el
crecimiento del microorganismo o, en su caso, obtener una mayor produccion de metabolitos
(enzimas, acidos organicos, etc.).

En general, los contenidos de humedad encontrados en los procesos de fermentacion solida se
encuentran entre el 30% y 85%. Para cultivos bacterianos, la humedad del sustrato debe ser
superior al 70%, mientras que, en el caso de los hongos filamentosos, ésta podria encontrarse
en un rango que oscila entre el 20% y el 70%. (POALACIN, 2015)

12.3. Aireacion.

Dos componentes del aire son esenciales para los hongos: el oxigeno y el diéxido de carbono,
sin embargo, es necesario tener en cuenta que altas concentraciones de CO2 11 como
resultado de la respiracién celular se puede acumular en ambientes cerrados, inhibiendo el

crecimiento de este microorganismo. (POALACIN, 2015)
12.4.pH.

El hongo Trichoderma soporta un rango de pH relativamente amplio para su crecimiento.
Presenta crecimiento a valores de pH comprendidos entre 2.0 y 9.0, con un intervalo de pH
optimo que se encuentra entre 4.0 y 7.0. A pH é&cido, la asimilacion de nutrientes como
glucosa ejerce una influencia importante sobre el crecimiento del hongo y su posterior
esporulacién. Ademas, procesos como la germinacion, se ven afectados por la escasez de
nutrientes y por niveles de pH por encima de 9.0. (POALACIN, 2015)
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12.5. Tamafio de particula del sustrato.

El tamafio de particula es un factor importante a tener en cuenta. Los sustratos de particulas
pequefias proporcionan una gran area especifica, lo que afecta de manera positiva al
desarrollo del microorganismo. Sin embargo, un tamarfio de particula demasiado pequefio, que
genere a su vez un espacio interarticular reducido, disminuye la eficiencia de la

respiracion/aireacion dificultando el crecimiento microbiano. (POALACIN, 2015)
12.6. Exposicion de luz.

La mayoria de especies del género Trichoderma son fotosensibles, puesto que se presentan
una mayor esporulacion al ser expuestas a la luz. Sin embargo, cuando se someten a periodos
alternados de luz y oscuridad, se favorece la colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos
solidos. (POALACIN, 2015)

12.6.1. Luz roja

La luz roja es importante en la regulacion del florecimiento y la produccion de frutos.
Ademas, ayuda a aumentar el didmetro del tallo y promueve la ramificacion. Estimula la
fotosintesis, ralentiza el crecimiento de las plantas y genera una superficie de hoja mas

pequefia y gruesa. (Secom, 2021)
12.6.2. Luz azul

Esta radiacion es responsable del crecimiento vegetativo y de las hojas. Es importante para
las semillas y las plantas jovenes porque ayuda a reducir el estiramiento de la planta.
Estimula la fotosintesis, mejora el ciclo de alimentacion de la planta, aviva la clorofila y
cloroplastos, abre las estomas y da a la planta una estructura compacta de hoja pequefia y

gruesa (Secom, 2021)
12.6.3. Luz amarilla

La luz amarilla o también llamada calida es aquella cuya temperatura de color esta entre
2700K-3000K. Su uso se recomienda especialmente en entornos exteriores, espacios o salas
destinados a la relajacion y a la espera, o en entornos donde se quiera realzar decoracion con

base cromatica (telas y cuadros) (Secom, 2021)
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12.6.4. Las distintas fuentes de luz distribuyen la luz de manera
diferente:

e Lampara incandescente
Genera casi una tendencia lineal con poca luz que proviene del espectro azul y con mucha luz
que proviene del espectro rojo.

e Lamparas fluorescentes
La mayor parte de su luz la generan en el espectro azul, verde y rojo; el nivel de luz més alto
proviene del espectro azul.

e Lampara de sodio de alta presién
El punto critico més alto es el verde, seguido de cerca por el rojo.

e Lampara halégena
El punto critico més alto esta en el espectro verde; el espectro rojo tiene aproximadamente la
mitad del punto critico de energia, seguido por el azul.

e Diodos emisores de luz (LED)
Este tipo de luz emite una longitud de onda especifica. El fabricante puede producir estos
diodos en el color o longitud de onda especificos (monocromatico) que un cliente necesite.
(Aguirres, 2020) (Lopez, 2022)

13.Aplicaciones de Trichoderma spp.

El hongo Trichoderma es utilizado en la industria alimenticia ya que produce enzimas
hidroliticas tales como glucanasas, quitinasas, proteasas, y Xilanasas, que son usadas como
aditivos en la elaboracion de alimentos para el ganado, aves y mascotas. El hongo
Trichoderma spp. también se usa ampliamente en la produccion de aditivos alimentarios y
productos relacionados. Actualmente varias enzimas de este género son utilizadas para
mejorar el proceso de elaboracion de la cerveza (B-glucanasa), y en la produccién de zumos
de frutas (pectinasas, celulasas, hemicelulasas). Las celulasas son aplicadas principalmente en

la coccion, el malteado, y la produccion de alcohol de grano.

Las celulasas producidas por el hongo Trichoderma son utilizadas en la industria textil para
suavizar y acondicionar los textiles, asi como para producir polvos de lavado de alta calidad.
Las enzimas obtenidas a partir de estos microorganismos también son usadas en la industria

del papel para modificar las propiedades de la fibra y para reducir el contenido de lignina.
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Se ha demostrado que algunas especies de Trichoderma tienen potencial para ser aplicadas en
la biorremediacion de sitios contaminados con sustancias de origen organico (hidrocarburos

del petréleo, explosivos y plaguicidas) e inorganico (metales pesados y cianuro).

También existen reportes de T. polysporum, T.koningii, T. pseudokoningii y T. harzianum
con la capacidad para degradar hidrocarburos saturados y arométicos presentes en aceites
combustibles. Asi mismo, Trichoderma ssp. se ha empleado para la detoxificacion de cianuro
usando dos enzimas (rodanasa y cianuro hidratasa) capaces de degradarlo.

La lanctona 6PAP con aroma a coco es considerada como un agente saborizante no toxico
utilizado para la aromatizacion de articulos alimenticios, lo que le confiere importante interés

comercial en la industria de alimentos y aroma. Ademas, tiene funcién antifungica.

14.HIPOTESIS

14.1. Hipotesis alternativa (Ha):

Que tratamiento ofrece mejores resultados al ser aplicado para la proliferacion de

Trichoderma en tres tipos de sustratos.

14.2. Hipdtesis nula (Ho):

La Trichoderma se prolifera de igual manera en los tres tipos de sustratos y a la aplicacion de

distintas luces.

14.3. Hipotesis alternativa (Ha)
El uso de distintos tipos de luces aumenta de manera variada el incremento de sepas de

Trichoderma.

15.DISENO METODOLOGICO
15.1. Ubicacion y duracion de la investigacion

La presente investigacion se realizé en la universidad técnica de Cotopaxi campus Salache,
estd dentro del perimetro rural cantén Latacunga, ubicada al suroeste de la cabecera cantonal,

junto a la E35 en el km 7,53 via Salache a 2,870 msnm su temperatura media es de 13,6°C
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(GPS, 2020).

lustracion 1 locacion

15.2. Tipo de investigacion
Tipos
Descriptiva: Tipo descriptiva porque nos permitié determinar las distintas respuestas fisicas a
la aplicacion de 1dminas de riego.
Experimental: El proyecto fue de tipo experimental, permitié conocer que tratamiento ofrece
los mejores resultados con respecto a la productividad.
Técnicas
Observacion: Esta técnica se aplico para determinar de forma visual el desarrollo y cambio
morfoldgico de la planta de igual manera permiti6 comprobar la diferencia que tienen las
distintas camas con las laminas de riego aplicadas (T1, T2, T3).
Registros: Se registro en la libreta de campo las variaciones de los datos experimentales de
acuerdo a cada tratamiento.

15.3. Materiales y equipos

Se detallan los materiales utilizados en la investigacion.
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Tabla 1 materiales

MATERIALES EQUIPOS
Caja Petri autoclave
Papel fil incubadora
Papel aluminio camara de flujo laminar
Alcohol
Arroz
Arrocillo
Cebada

Elaborado por: Fraga Darwin (2023).

15.4. Disefio experimental

El "Disefio de Experimentos"” es una técnica estadistica sistematica cuyo objetivo es realizar
una serie de pruebas en las que se inducen cambios deliberados para averiguar si
determinados factores influyen en la variable de interés o de estudio vy, si existe influencia de

algun factor en el proceso o producto. (Hernandez, 2019)
15.4.1. Disefio completamente al azar

El disefio completamente al azar es el mas sencillo de los disefios de experimentos que tratan
de comparar dos 0 mas tratamientos, puesto que solo considera dos fuentes de variabilidad:

los tratamientos y el error aleatorio.

El objetivo es determinar si existe una diferencia significativa entre los tratamientos, para lo
cual se compara si la “varianza del tratamiento” contra la “varianza del error” y se determina

si la primera es lo suficientemente alta segun la distribucion F. (Bosque, 2020)

15.4.2. Esquema de anélisis de varianza

En la presente investigacion se utilizdé un Disefio de bloques completamente al azar (DBCA),
con tres tratamientos y tres repeticiones. Este modelo considera al campo experimental

dividido en tres grupos de tres unidades experimentales (UE) cada uno,



Tabla N 1 Esquema del andlisis de la varianza.

Cuadro 3 grados de libertad

Fuente de Variacion Formula Grados de libertad
Repeticiones (R-1) 2
Tratamientos (S-1) 2
Error (S-1)(R-1) 4
Total 8

Elaborado por: Fraga Darwin (2022)
El factor en estudio es tipo de luz aplicada en tres sustratos como se muestra en el

cuadro.
Tabla 2 Tratamientos
TRATAMIENTO Luz
T1S1 azul
T2S2 rojo
T3S3 Amarillo

Elaborado por: Fraga Darwin (2022)

15.4.3. ADEVA

La prueba de Tukey es un método disefiado para comparar medias individuales en
un ANOVA de varias muestras que han sido tratadas de manera diferente. Esta
prueba fue introducida por John en 1949. W. Tukey, permite discernir si los
resultados obtenidos son significativamente diferentes. También se conoce como
prueba HSD de Tukey (John., 1949).

20
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Comparacion de medias
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Figura 1 Comparacion de medias Extraido de (John., 1949)

Extraido de (John., 1949)

Figura 1. La prueba de Tukey permite discernir si las diferencias de resultado
entre tres 0 mas tratamientos diferentes aplicado a tres 0 méas grupos de iguales

caracteristicas, tienen valores promedio significativa y honestamente distintos.

15.4.4. Elaboracion de sustratos

e Sustrato de arroz

Materiales Cantidad
Arroz 5Ib
Bandeja metalica 3 unidades
Funda siploc 9 unidades

Cuadro 4Materiales

se coloca la cantidad de arroz en las 3 bandejas ya listas, se tapa con papel aluminio y se
procede a auto clavar para descontaminar, una vez auto clavado se procede a rellenar las
fundas ermiticas en la cAmara de esterilizacion, cada funda debe tener un peso de 150 g y se
sella para evitar contaminaciones

e Sustrato de arrocillo

Materiales Cantidad
Arrocillos 51b
Bandeja metélica 3 unidades
Funda siploc 9 unidades

Cuadro 5materiales
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se coloca la cantidad de arrocillo en las 3 bandejas ya listas, se tapa con papel aluminio y se
procede a auto clavar para descontaminar, una vez auto clavado se procede a rellenar las
fundas ermiticas en la camara de esterilizacion, cada funda debe tener un peso de 150 g y se
sella para evitar contaminaciones

e Sustrato de cebada

Materiales Cantidad
Cebada 51Ib
Bandeja metalica 3 unidades
Funda siploc 9 unidades

Cuadro 6 materiales

se coloca la cantidad de cebada en las 3 bandejas ya listas, se tapa con papel aluminio y se
procede a auto clavar para descontaminar, una vez auto clavado se procede a rellenar las
fundas ermiticas en la camara de esterilizacion, cada funda debe tener un peso de 150 g y se

sella para evitar contaminaciones.

15.4.5. Elaboracion de Trichoderma ssp.

e Trichoderma liquida
Se sacan las muestras de Trichoderma ssp. ya propagadas y se procede a sacar, en un baso de
precipitacion con 500ml de agua destilada se procede a colocar los conidios y esporas para

que se una, se mescla con un agitador y se deja reposar.

15.4.6. Contaminacion de sustratos

e Se procede a tomar una muestra de la Trichoderma ssp. liquida con la ayuda de una
jeringuilla.

e Se coloca 5cc a cada fundita con los sustratos y se revuelve para que se mescle.

e Se dejareposar 3 dias en la incubadora a una temperatura de 27°C.

e Pasado los 3 dias se determina si existe contaminacion, de existir contaminacion se

pasa a dejar en un cubiculo con una luz distinta.
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15.4.7. Distribucién de tratamientos

Se elaboro 3 cubiculos en 3 piso de una estanteria donde se colocaron un tipo de luz distinta
en cada uno de los cubiculos cambiando las ubicaciones en cada piso, en cada uno de ellos se
colocaran los 3 sustratos ya infectados con la Trichoderma ssp, se mantiene a una

temperatura contante.

Figura 2 Tratamiento aplicado

16. Variables a estudiar

16.1. Porcentaje de propagacion

El Trichoderma es un hongo bastante infestivo tiende a propagarse de manera inmediata y
rapida, la propagan de esporas se da a temperaturas de 25 a 35 °C, en estas condiciones es

mas facil la contaminacién de sustratos.

Existen diferentes métodos para reproducir a Trichoderma; sin embargo, tienen un costo
elevado. Uno de los sustratos més utilizados es el grano entero de arroz, el cual tiene un costo
relativamente alto, por lo cual se pretende incorporar el uso de sustratos regionales para su
reproduccion. (Fernandez—Larrea, Trichoderma, 2018)

16.2. Temperatura de Trichoderma

Las especies de Trichoderma predominan en ecosistemas terrestres (bosques o suelos
agricolas), tienen bajo requerimiento nutrimental pero relativamente amplio rango de
temperatura (25-30°C) para su crecimiento. Ademas, poseen alta adaptabilidad a condiciones
ecoldgicas y pueden crecer de manera saprofitica, interactlan con animales y plantas, y se
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desarrollan en diversos sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso en la
agricultura (Ramos et al., 2008). Es por ello que el estudio de la diversidad de especies
de Trichoderma en diversos héabitats naturales, permite ampliar el conocimiento sobre su

aporte biotecnoldgico, y su importancia ecoldgica y agricola. (Hernandez-Melchor, 2019)

16.2.1. Afectaciones de luz en Trichoderma

Como reporta Moore - Landecker (1996), la luz afecta la esporulacion de muchos hongos
pudiendo ser inhibitoria o estimulando la produccion de propagulos, y al igual que lo
propuesto por este autor, la luz posee un especial efecto estimulante en la produccion de
esporas en algunas especies de Trichoderma spp., ya que la exposicion permanente a la luz
genera una distribucién constante y uniforme de conidios en el medio, mientras que la
oscuridad si bien no afecta de manera negativa el crecimiento de este hongo, no estimula el

proceso de produccion de conidios y por el contrario lo inhibe. (Betina, 2018)

16.3. Arroz

16.3.1. Sustrato de arroz

El sustrato de arroz presenta medianamente la cantidad de propagacién de Trichoderma, Para
determinar la viabilidad de las esporas, en funda de 361 cm2 de tamafio con medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA), se sembraron 8 cc de esporas liquidas. A las 48 horas posteriores
a la siembra se contabilizé el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) germinadas.
El porcentaje se tomd mediante cuadrantes realizados en la superficie de la funda, se
contabilizo de 15 al 20 % de propagacion en las fundas, a una temperatura de 27 °C en la

incubadora.

16.3.2. Temperatura de arroz

El sustrato de arroz se mantuvo en una temperatura inicial de 27 °C, al momento de llevarse
a la incubadora se mantuvo una temperatura de 20°C, se dejé contaminar por 7 dias para

determinar el incremento de esporas en el sustrato.

16.3.3. Luz roja, amarilla, azul.

e En la luz roja se denoto un pequefio decrecimiento de temperatura de 2
grados para el sustrato de arroz, se dio un incremento menor en la

propagacion de Trichoderma.
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e En la luz amarrilla se denoto una temperatura igual a 20 y 21°C, la luz
mantuvo una buna temperatura por lo que la propagacion fue mayor.
e En la luz azul fue una temperatura de 19 a 20°C, se mantuvo un

crecimiento medianamente diferente de la luz amarilla.

16.4. Arrocillo

16.4.1. Sustrato de arrocillo

El sustrato de arrocillo presenta medianamente la cantidad de propagacion de Trichoderma
spp, Para determinar la viabilidad de las esporas, en funda de 361 cm2 de tamafio con medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA), se sembraron 8 cc de esporas liquidas. A las 48 horas
posteriores a la siembra se contabilizé el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc)
germinadas. El porcentaje se tomd mediante cuadrantes realizados en la superficie de la
funda, se contabilizo de 10 al 15 % de propagacion en las fundas, a una temperatura de 27 °C

en la incubadora.

16.4.2. Temperatura de arrocillo

El sustrato de arrocillo se mantuvo en una temperatura inicial de 27 °C, al momento de
Ilevarse a la incubadora se mantuvo una temperatura de 20°C, se dej6 contaminar por 7 dias

para determinar el incremento de esporas en el sustrato.

16.4.3. Luz roja, amarilla, azul.

e En la luz roja se denoto un pequefio decrecimiento de temperatura de 2
grados para el sustrato de arroz, se dio un incremento menor en la
propagacién de la Trichoderma.

e En la luz amarrilla se denoto una temperatura igual a 20 y 21°C, la luz
mantuvo una buna temperatura por lo que la propagacion fue mayor.

e En la luz azul fue una temperatura de 19 a 20°C, se mantuvo un

crecimiento medianamente diferente de la luz amarilla.

16.5. Cebada

16.5.1. Sustrato de cebada
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El sustrato de cebada presenta medianamente la cantidad de propagacion de Trichoderma
ssp, Para determinar la viabilidad de las esporas, en funda de 361 cm2 de tamafio con medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA), se sembraron 8 cc de esporas liquidas. A las 48 horas
posteriores a la siembra se contabilizé el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc)
germinadas. El porcentaje se tom6 mediante cuadrantes realizados en la superficie de la
funda, se contabilizo de 45 al 50 % de propagacion en las fundas, a una temperatura de 27 °C

en la incubadora.

16.6. Temperatura de cebada
El sustrato de arroz se mantuvo en una temperatura inicial de 27 °C, al momento de llevarse
a la incubadora se mantuvo una temperatura de 20°C, se dejé contaminar por 7 dias para

determinar el incremento de esporas en el sustrato.

16.7. Luz roja, amarilla, azul.

e En la luz roja se denoto un pequefio decrecimiento de temperatura de 2
grados para el sustrato de arroz, se dio un incremento menor en la
propagacion de la Trichoderma ssp.

e En la luz amarrilla se denoto una temperatura igual a 20 y 21°C, la luz
mantuvo una buna temperatura por lo que la propagacion fue mayor.

e En la luz azul fue una temperatura de 19 a 20°C, se mantuvo un

crecimiento medianamente diferente de la luz amarilla.

17. Resultados

17.1. Temperatura

Se mantuvo unas temperaturas casi iguales, el T1 de luz amarilla demostr6 una temperatura
media de 22 °C, mientras que en la luz roja tomo una media de 20°C y el T3 con una media
de 10°C, la Trichoderma se mantiene mejor a temperaturas altas entre 20 a 30°C.
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Temperatura

22,5
22
21,5
21
20,5
20
19,5
19
18,5
18
17,5

T1 T2 T3
Discusién
Segun (Bellino, 2013) propone que la temperatura 6ptima para la produccion de Trichoderma
es de 20 a 30°C, entre méas baje la temperatura el hongo tendra a decaer en la cantidad de

produccidn de esporas, entre mayor temperatura exista se dard una mejor invasion de este en

los sustratos.

17.2. Sustratos
Se realizo una prueba de medias de Tukey, en la cual se procedi6 a ver cudl sustrato y a que
luz demuestra mejor porcentaje de invasion, el tratamiento que mejores resultados a
demostrado es el T1 con temperaturas medias de 22|C, y el mejor sustrato es el de cebada con
un 100% de contaminacion, mientras que los sustratos de cebada son los mas efectivos entre
los 3, el arrocillo demostr6 un bajo porcentaje de invasion

Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj cv
Datos 27 0,85 0,83 14,27

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gl (@)Y F p-valor
Modelo 11132,74 2 5566,37 65,88 <0.0001
Tratamientos 11132,74 2 5566,37 65,88 <0.0001
Error 2027,78 24 84,49
Total 13160,52 26
Sustratos Medias n E.E.

T1 85,00 9 3,06 A

T2 71,44 9 3,06 B



28

T3 36,78 9 3,06 C
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Ilustracion 2 porcentaje de invasion
Discusion
Segun (Michel-Aceves, 2018) los sustratos de particulas mas pequefias son méas
biodegradables parala produccion de Trichoderma, el sustrato de cebada se
encontraba en estado casi de polvo lo que facilita la infestacion de Trichoderma,
mientras que si las particulas son duras y no se puede degradar serd& mas

complicado la contaminacion de este hongo en el sustrato.

17.3. Tipos de luz

Las afecciones de por cada tipo de luz varia dependiendo la cantidad de temperatura y
espectro luminico presente, siendo el de mejor resultados el T1 de luz amarilla con un total
de 22°C siendo una temperatura Optima para la produccion de Trichoderma, entre mejor

temperatura serd menor tiempo y mejor infestacion.
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YVariable N E= E= Aj CWV

porcentaje 27 0,%8 0,57 5,54

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 12897,1% 8 1el2,15 110,20 «<£0,0001
Tratamiento 12897,19 § 1el2,15 110,20 «<£0,0001
Erroxr 283,33 18 14,63
Total 13160,52 26

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS5=10,594254
Error: 14,6298 gl: 18

Tratamiento Medias n E.E.
T153 100,00 3 2,21 A
T253 85,00 3 2,21 B
T152 Te, 67 3 2,21 B C
T252 T2,67T 3 2,21 C D
T353 ToO,00 3 2,21 C D
T352 65,00 3 2,21 D
T351 41,67 3 2,21 E
T151 38,33 3 2,21 E F
T251 30,33 3 2,21 F
Tiwlo
‘ 613x1364|
' T183 T253 Tis2 T252 Tra‘;:j?; o T352 T351 Tis1 T251
Discusion

Segun (Biosph, 2020) las afecciones de luces claras tienen mayor efecto con espectros de
luces amarillas para la funcion de Trichoderma, entre més obscura sea la luz una menor
respuesta tendrd, las luces amarillas y roja son luces con alta contaminacién y reproduccién

de Trichoderma, mientras que luces obscuras no tienden a tener alta contaminacion.
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18.Conclusiones

e La cebada es el sustrato donde la proliferacion de Trichoderma aumenta de manera
exponencial, con temperaturas de 22°C.

e La luz amarilla aumenta la temperatura por ende aumenta el nimero de esporas de la
produccién de Trichoderma, la luz amarilla demostré un 100 y 80% de contaminacién
en los sustratos.

e Se determind que la temperatura mas optima es entre los 20 a 30°C, son las
temperaturas mas apropiadas para el desarrollo ya que el Trichoderma necesita de
lugares célidos para aumentar su nimero, al ser bajas las temperaturas estos tienden a

pasmarse.

19.Recomendaciones

e Propagar Trichoderma_spp. con sustratos suaves y faciles de biodegrabilidad para
que Trichoderma spp. pueda nutrirse mas rapido.

e Realizar el analisis de contenido nutricional para proximas investigaciones.
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21.1. Protocolo de laboratorio
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Multiplicacion de Trichoderma ssp.

PDA Agar nutritivo

. PDA e 15g
R [ ]
Agua destilada 200 mi
. o 1
Esporas de Trichoderma
. . e 20
Cajas Petri

Procedimiento

Se realiza una mezcla 15 g de PDA en 200 ml de agua destilada en un vaso de
precipitacion, se tapa con la ayuda de papel aluminio y se manda a autoclave durante 30
min a 15 Ib de presion, pasado ese tiempo se deja entibiar y se lo lleva a la cAmara de
flujo laminar donde se procede a destapar y se coloca una cantidad pequefia para 20 cajas
Petri, se deja enfriar hasta que esta solidifique, con la ayuda de un asa de siembra se
extraen esporas de Trichoderma spp y se coloca en las esporas en cada caja Petri, se
sella con cinta parafina, una vez inoculado las 20 cajas se embala con papel film y se

coloca en la incubador a 27°C.

ANEXOS
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Sustratos

Arroz

° Arroz e 2lb

Bandeja de aluminio
° Papel aluminio

Procedimiento

Se prepara las 2 libras de arroz, se deja pre cocer por un minuto el arroz para que se
suavice la cascara de este, se deja enfriar para colocar en las 3 bandejas de aluminio se
deja tapando con ayuda del papel de aluminio y se coloca las 3 bandejas en la autoclave
para descontaminar, se coloca 20 min a 15 Ib de presion, se deja enfriar en la camara de

flujo laminar, una vez frio se puede proceder a manejar

ANEXOS

Sustratos

Arrocillo
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° Arrocillo e 2Ib
° Bandeja de aluminio 13
° Papel aluminio

Procedimiento

Se prepara las 2 libras de arrocillo, se deja pre cocer por un minuto el arroz para que se
suavice la cascara de este, se deja enfriar para colocar en las 3 bandejas de aluminio se
deja tapando con ayuda del papel de aluminio y se coloca las 3 bandejas en la autoclave
para descontaminar, se coloca 20 min a 15 Ib de presiédn, se deja enfriar en la cAmara de

flujo laminar, una vez frio se puede proceder a manejar

ANEXOS

Sustratos

. Cebada e 2Ib
° Bandeja de aluminio 13
° Papel aluminio

Procedimiento

Se prepara las 2 libras de cebada, se coloca en las 3 bandejas de aluminio se deja tapando
con ayuda del papel de aluminio y se coloca las 3 bandejas en la autoclave para
descontaminar, se coloca 20 min a 15 Ib de presion, se deja enfriar en la cAmara de flujo

laminar, una vez frio se puede proceder a manejar

ANEXOS
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Sustrato para contaminacion

Arroz

Arroz
Funda siploc

Alcohol
Balanza
Mechero

n
o

Ll

Procedimiento

Se procede a tomar la bandeja con el sustrato y se destapa en la camara deflujo laminar,

se colocan las fundas en dentro de la cdmara y se prende el mechero para evitar

contaminacion, se procede a colocar el sustrato en la funda y se pesa un total de 150 g

para cada uno, se aplica alcohol para evitar la contaminacion del sustrato y se deja en la

camara de flujo laminar

ANEXOS
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Sustrato para contaminacion

Arrocillo
° Arrocillo e 2lb
) e 9
° Funda siploc o 1
Alcohol o 1
Balanza o 1
Mechero

Procedimiento
Se procede a tomar la bandeja con el sustrato y se destapa en la camara deflujo laminar,

se colocan las fundas en dentro de la camara y se prende el mechero para evitar
contaminacion, se procede a colocar el sustrato en la funda y se pesa un total de 150 g
para cada uno, se aplica alcohol para evitar la contaminacion del sustrato y se deja en la
camara de flujo laminar

ANEXOS

Sustrato para contaminacion

Cebada
° Cebada e 2lb
) ° 9
° Funda siploc o 1
Alcohol e 1
Balanza o 1
Mechero
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Procedimiento

Se procede a tomar la bandeja con el sustrato y se destapa en la camara deflujo laminar,
se colocan las fundas en dentro de la camara y se prende el mechero para evitar
contaminacion, se procede a colocar el sustrato en la funda y se pesa un total de 150 g
para cada uno, se aplica alcohol para evitar la contaminacion del sustrato y se deja en la

camara de flujo laminar

ANEXOS

Trichoderma spp liquida

Solucion
. Trichoderma e 20 cajas
. Agua destilada : 1000 mi
. Agitador

Procedimiento

Se procede a tomar las cajas Petri con Trichoderma antes contaminadas y se extraen las
esporas con la ayuda de una aza de siembra se coloca todas las esporas en un vaso de
precipitacion de 1000 ml de agua destilada, se deja las esporas y con la ayuda de un
agitador procedemos a disolver bien las esporas y se extrae un total de 8ml de la solucién

y se inyecta en cada una de las fundas con cada uno de los sustratos.

ANEXOS
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Trichoderma spp en sustrato

Contaminacioén

. Trichoderma liquida e 1000 ml

° Funda de sustratos 27

Procedimiento

Se procede a tomar 8 ml de la solucion liquida y se procede a inyectar en cada una de las
dundas de sustrato con la ayuda de un masquin para evitar que existan fujas de la
solucion liquida, una vez acabado las 27 fundas contaminadas se deja en la incubadora a
27°C por 3 dias hasta que los sustratos comiencen con la activacion de Trichoderma que
es una titulacion verdosa en los sustratos.

ANEXOS

Sustratos

DBCA

° Funda de sustratos o 27

Procedimiento
Se procede a sacar los sustratos de la incubadora y se lleva a un cuarto descontaminado

donde se colocara un sustrato por cada tratamiento, colocando 3 sustratos diferentes en
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cada caja con un tipo de luz distinta se realizd 9 cajas en total con 3 tipos de luz en 3
repeticiones, siendo colocadas 9 sustratos por cada uno, se dej6 durante 7 dias hasta ver

el porcentaje de invasion que va teniendo y realizar una diferenciacién correspondiente.

22 .Certificado del abstrac



