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RESUMEN
El presente proyecto de investigacion se lo realizo en los laboratorios de Agronomia de la

Universidad Técnica de Cotopaxi centro experimental CEYPSA (Latitud 00°59747,68”
Norte; Longitud 78°37”19,16” Oeste; Altitud 2750 msnm), donde se evalud Trichoderma
spp comercial y nativo en forma liquido y sélido para el incremento de la actividad
microbioldgica sobre un suelo erosionado en CEYPSA, se recogieron muestras de suelo y se
realiz6 trampas de arroz para la captura de microorganismos, para ello se procedié con una
azada hacer un pequefio agujero para poder introducir el vaso con el sustrato ya preparado,
ahi se dejo las trampas por aproximadamente quince dias para su posterior retiro de las
mismas. Ademas, se planted un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
de (2x2+1) con 3 repeticiones, dando un total de 13 unidades experimentales. Se evalud lo
siguiente: poblacion de hongos 103, hongos 107, bacterias 103, bacterias 104, y CO,. Con
estos datos se realizo el andlisis estadistico de varianza (ADEVA), y prueba de significancia
Tukey al 5%, teniendo los siguientes resultados, 7 dias después de la inoculacion de
Trichodermas en poblacion de hongos 102 con 881,33 UFC fue para Trichoderma nativo
solido que se ubicd en el rango “A”, mientras que el testigo con 361 UFC se ubico en el rango
“D”, siendo asi el peor tratamiento, dentro de los 14 dias después de la inoculacion de
Trichodermas en poblacion de hongos 103 con 956 UFC fue para Trichoderma nativo solido
que se ubico en el rango “A”, mientras que el testigo con 457 UFC se ubicé en el rango “D”’.
En cuanto a bacteria 7 dias después de la inoculacion de Trichodermas en poblacion de
bacterias 10~ con 556,33 UFC fue para Trichoderma nativo sélido que se ubico en el rango
“A”, mientras que el testigo con 294 UFC se ubicd en el rango “B”, siendo asi el peor
tratamiento, dentro de los 14 dias después de la inoculacion de Trichodermas en poblacion
de bacterias 107 con 626 UFC fue para Trichoderma nativo sélido que se ubico en el rango
“A”, mientras que el testigo con 300 UFC se ubico en el rango “B”. Por Gltimo, tenemos el
resultado para el CO2 7 dias después de la inoculacion de Trichodermas este no presento
ninguna significancia estadistica debido a que los valores se encontraban similares, dentro de
los 14 dias después de la inoculacion de Trichodermas se obtuvo los siguiente valores con
5,87 mg/100gr fue para Trichoderma nativo sélido que se ubico en el rango “A”, mientras
que el testigo con 2,64 mg/100gr que se ubico en el rango “C”.

Palabras claves: Microorganismos, CO>, bacterias
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ABSTRACT

This research project was carried out in the Agronomy laboratories of the Technical
University of Cotopaxi CEYPSA experimental center (Latitude 00 ° 59 747.68” North;
Longitude 78 ° 37 719.16” West; Altitude 2750 masl), where commercial and native
Trichoderma spp was evaluated in liquid and solid form to increase the microbiological
activity on an eroded soil in CEYPSA, soil samples were collected and rice traps were made
to capture microorganisms, for this we proceeded with a Hoe make a small hole to be able to
insert the glass with the already prepared substrate, the traps were left there for approximately
fifteen days for their subsequent removal. In addition, a completely randomized design
(DCA) was proposed with a factorial arrangement of (2x2 + 1) with 3 repetitions, giving a
total of 13 experimental units. The following were evaluated: population of fungi 1073, fungi
10, bacteria 1073, bacteria 10, and CO». With these data, the statistical analysis of variance
(ADEVA) was performed, and Tukey significance test at 5%, having the following results,
7 days after inoculation of Trichodermas in a population of fungi 10~ with 881.33 CFU was
for Solid native Trichoderma that was located in the “A” range, while the control with 361
CFU was located in the “D” range, thus being the worst treatment, within 14 days after the
inoculation of Trichodermas in the fungal population. 10~ with 956 CFU was for solid native
Trichoderma that was in the “A” rank, while the control with 457 CFU was in the “D” rank.
Regarding bacteria 7 days after the inoculation of Trichodermas in a population of bacteria
107 with 556.33 CFU, it was for solid native Trichoderma that was located in the “A” range,
while the control with 294 CFU was located in the range "B", thus being the worst treatment,
within 14 days after the inoculation of Trichodermas in a population of bacteria 107 with 626
CFU was for solid native Trichoderma that was located in the range "A", while the Witness
with 300 CFU was in rank “B”. Finally, we have the result for CO, 7 days after Trichodermas
inoculation, it did not present any statistical significance because the values were similar,
within 14 days after Trichodermas inoculation, the following values were obtained with 5,87
mg / 100gr was for solid native Trichoderma that was located in the "A" range, while the
control with 2.64 mg / 100gr that was located in the "C" range.

Keywords: Microorganisms, CO2, bacteria
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2. RESUMEN DEL PROYECTO

El presente proyecto de investigacion se lo realizd en los laboratorios de Agronomia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi centro experimental CEYPSA (Latitud 00°59”47,68” Norte;
Longitud 78°37”19,16” Oeste; Altitud 2750 msnm), donde se evalud Trichoderma spp comercial
y nativo en forma liquido y sélido para el incremento de la actividad microbiolégica sobre un suelo
erosionado en CEYPSA, se recogieron muestras de suelo y se realiz trampas de arroz para la
captura de microorganismos, para ello se procedio con una azada hacer un pequefio agujero para
poder introducir el vaso con el sustrato ya preparado, ahi se dejo las trampas por aproximadamente
quince dias para su posterior retiro de las mismas. Ademas, se plante6 un disefio completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial de (2x2+1) con 3 repeticiones, dando un total de 13 unidades
experimentales. Se evalud lo siguiente: poblacion de hongos 10, hongos 10, bacterias 1073,
bacterias 10, y CO>. Con estos datos se realizo el analisis estadistico de varianza (ADEVA), y
prueba de significancia Tukey al 5%, teniendo los siguientes resultados, 7 dias después de la
inoculacion de Trichodermas en poblacion de hongos 102 con 881,33 UFC fue para Trichoderma
nativo sélido que se ubico en el rango “A”, mientras que el testigo con 361 UFC se ubicé en el
rango “D”, siendo asi el peor tratamiento, dentro de los 14 dias después de la inoculacion de
Trichodermas en poblacién de hongos 103 con 956 UFC fue para Trichoderma nativo sélido que
se ubico en el rango “A”, mientras que el testigo con 457 UFC se ubicd en el rango “D”. En cuanto
a bacteria 7 dias después de la inoculacion de Trichodermas en poblacion de bacterias 10~ con
556,33 UFC fue para Trichoderma nativo solido que se ubico en el rango “A”, mientras que el
testigo con 294 UFC se ubico en el rango “B”, siendo asi el peor tratamiento, dentro de los 14 dias
después de la inoculacion de Trichodermas en poblacion de bacterias 107 con 626 UFC fue para
Trichoderma nativo sélido que se ubicé en el rango “A”, mientras que el testigo con 300 UFC se
ubicé en el rango “B”. Por ultimo, tenemos el resultado para el CO, 7 dias después de la inoculacién
de Trichodermas este no presento ninguna significancia estadistica debido a que los valores se
encontraban similares, dentro de los 14 dias después de la inoculacion de Trichodermas se obtuvo
los siguiente valores con 5,87 mg/100gr fue para Trichoderma nativo solido que se ubico en el

rango “A”, mientras que el testigo con 2,64 mg/100gr que se ubicé en el rango “C”.

Palabras claves: Microorganismos, CO>, bacterias



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El presente proyecto de investigacidbn nos permitird contribuir de manera cientifico técnica
mediante revisiones bibliograficas de aportes que genera el Trichoderma spp comercial y nativo
en forma liquido y solido sobre el suelo erosionado, ademas de aportar a través de la
experimentacion, resultados confiables sobre el mismo, con el proposito de difundir y utilizar
conocimientos que permitan abordar de mejor manera al problema de la recuperacion de suelos

erosionados.

Esto seria de gran ayuda debido a que se podria empezar a utilizar mas microorganismos benéficos
como es el caso del Trichoderma ayudando a la reduccion de la utilizacion de productos quimicos
y mas en suelos erosionados, generando conciencia entre las personas y agricultores para impulsar
alternativas ecologicas que contribuyan de manera limpia al suelo generando mejores resultados

con microorganismos de la zona, muy faciles de obtener.

Debido a que los microorganismos en especial el Trichoderma es una especie de hongo antagonista
muy versatil el cual contribuye de varias maneras a mitigar los dafios causados por las diferentes
acciones generadas por cambios climaticos generando erosiones y degradaciones en suelos donde
antes quizds exista condiciones favorables para el crecimiento, desarrollo de estos

microorganismos. (Eraso Insuasty et al., 2014)

Es importante tener en cuenta la produccion de Trichoderma nativo y la adquisicion de productos
comerciales a base de Trichoderma debido a las diferentes propiedades que ofrece como es el caso
de ser regulador de poblacion de hongos fitopatdgenos, recuperador metabdlico, compensador de
biomasa, etc. Ademas de que es muy beneficioso para uso en agricultura es muy importante hoy
en dia seguir cuidando el medio ambiente. Por esa razon se debe tener en cuenta varios aspectos
muy importantes para obtener la eficacia que necesita en el momento de aplicar en el suelo asi tener

un excelente resultado.



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Como beneficiarios del presente proyecto de investigacion van a ser los diferentes usuarios que
requiera de esta informacion en sus diferentes niveles de conocimiento. Para ello tenemos dos tipos

de beneficiarios.

4.1. Beneficiarios directos: Los estudiantes y docentes de la Universidad Técnica de Cotopaxi,
asi también las diferentes personas con sus distintos niveles de conocimiento e interés que
tomen por el tema: pequefios, medianos y grandes agricultores, investigadores que quieran
seguir con el proyecto.

4.2. Beneficiarios indirectos: Los profesionales de la carrera de Ingenieria Agronémica de la
Universidad Técnica de Cotopaxi en conjunto con la Coordinacién de Investigacion. Todos
los estudiantes de los diferentes niveles académicos de la Carrera de Ingenieria
Agrondmica seran beneficiados con el aporte de esta investigacion.



5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

De acuerdo a los datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos, (INEC, 2013),
existe amplio uso de agroquimicos en las actividades agricolas en el Ecuador, causando asi grandes
problemas en el suelo como la perdida de fertilidad, poca actividad microbioldgica y la erosion del

mismo.

En el 2016, el uso de quimicos en cultivos permanentes fue de un 50% de los productores, mientras
que apenas un 2% realiz6 un tipo de aplicacion con insumos organicos. Por otro lado, en los cultivos
transitorios incremento notablemente el uso de quimicos a un 78% mientras que el uso de insumos
organicos tiene un incremento de 2,66%. Esto se realiza con el fin de combatir rapidamente las

diferentes plagas y enfermedades, deteriorando mas rapido las capas del suelo (INEC, 2016).

En el cantdn Latacunga se muestra una marcada zona de suelos erosionados con un porcentaje del
12%, el tipo de erosion que hay en el canton es moderada de tipo laminar y en microsurcos,
principalmente en los taludes asociados a las pendientes fuertes y cobertura vegetal escasa.
(Municipio Cantonal de Latacunga, 2019)

De esta manera tenemos que en la parte alta del CEYPSA con sus terrenos con marcadas pendientes
se dispone a pasos muy acelerados a su erosion y degradaciéon debido a los negativos cambios
climaticos que sufre este sector, afectando asi a la productividad en el campo con el arrastre del

suelo fértil en el area dafiada, lo que reduce considerablemente el rendimiento. (Freire, 2013)

A pesar de conocer sobre los suelos erosionados no se ha hecho el intento por regenerar la actividad
microbiologia y por el contrario se ha seguido explotando el suelo con productos quimicos que
siguen acabando con los pocos microorganismos presentes en el suelo, son muy pocas las personas
y productores que estan utilizando nuevas alternativas de productos organicos como es el

Trichoderma que contribuye a un incremento de la poblacion microbioldgica.



6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

“Evaluar Trichoderma spp comercial y nativo en forma liquido y solido para el incremento
de la actividad microbiologica sobre un suelo erosionado en CEYPSA, Parroquia Eloy

Alfaro, Cantén Latacunga, Provincia de Cotopaxi 2021”

6.2. Objetivos Especificos

e Recolectar muestras de suelo erosionado y de microorganismos para aislamiento,
multiplicacién y propagacion de Trichoderma spp.

e Evaluar el aumento de la actividad del Trichoderma spp en el suelo erosionado.

e Comparar costos de produccion entre Trichoderma spp comercial y nativo en forma
liquido y solido.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS
Tabla 1: Cronograma de actividades por objetivos
MEDIO DE
OBEJTIVO ACTIVIDAD RESULTADO VERIEICACION
Recolectar muestras Delimitacion  del Croquis del e Fotografias.

de suelo erosionado y
de microorganismos
para aislamiento,
multiplicacion y
propagacion de
Trichoderma spp.

ensayo.
Analisis
microbioldgico
inicial.
Recoleccion de
muestras.
Aislamiento en
laboratorio.
Propagacion  en
medios de cultivo.
Introduccién  en

arroz de cepas
nativas.
Aplicacion de

Trichoderma  spp
comercial y nativo
en forma liquido y
solido.

experimento.
Resultados del
analisis.
Reproduccion
de las cepas
nativas.
Observacién
enel
microscopio.

e Registro de
datos.

e Librode
campo.

e Libretade
laboratorio.

Evaluar el
incremento de la
actividad del

Trichoderma spp en
el suelo erosionado.

Conteo de colonia
de bacterias.
Monitoreo del
incremento de la
actividad del
Trichoderma spp.
Conteo de colonia
de hongos.
Conteo de CO2.

% de colonias.

incremento del
Trichoderma

spp.

e Registro de
datos.

e Libretade
laboratorio.

e Registro de
datos.

Comparar costos de
produccion entre
Trichoderma spp
comercial y nativo en
forma (liquido vy
solido).

Establecimiento de
costos fijos, costos
variables, relacion
costo beneficio.

Resultado  del
analisis
econémico de
los
tratamientos.

e Registro de
datos.

e Matriz de
Calculo.




Tabulacion de
datos y andlisis de
resultados.

Elaborado por: Shirley Olivo
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8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1. Microorganismos del suelo

En muchas partes del planeta podemos encontrar un sin numero de microorganismos tanto
benéficos como perjudiciales, inclusive se los puede encontrar en algunas condiciones
desfavorables para el crecimiento de cualquier microbiota edafica o un distinto tipo de organismos.
Estos microorganismos pueden llegar a pasar descuidados debido a su tamafio tan reducido; no
obstante, son muy competentes a la hora de realizar diversas acciones y modificar su entorno. En
el suelo se puede llegar a encontrar un niamero inigualable al igual que una gran variedad de estos.
Se calcula que, de las 4000 especies bacterianas, 4000 especies de virus, 72000 de hongos y 40000
de protozoos de las cuales solo se tiene una idea concreta son de aquellos que realizan interacciones

0 simbiosis con otros microorganismos. (Torsvik et al., 1990)

Los microorganismos constituyen un enorme reservorio natural aun no totalmente explotado para
el control de enfermedades de las plantas. Aunque la exploracion inicial en el area del control
bioldgico se inicié a comienzos del siglo XX, la investigacion tecnoldgica comenzé a desarrollarse
intensivamente recién en los ultimos 30 a 40 afios. Diferentes hongos filamentosos, levaduras y
bacterias han sido citados y utilizados como antagonistas; los mecanismos de antagonismo
inicialmente detectados en la rizosfera son antibiosis, hiperparasitismo y competencia. (Guerron,
2015)

8.2 Importancia de microorganismos

En el Ecuador se viene trabajando en el andlisis de microorganismos que contrarresten las
enfermedades fungicas 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 actta
como controlador de enfermedades, aumenta el desarrollo radicular y aumenta la microbiota del
suelo. (Nugra, 2018)

Trichoderma es un género de hongos que tiene bastante importancia para la vida humana y la
funcionalidad de un ecosistema, descomponedor de la materia organica, esencial en la recirculacion

de nutrientes en el medio ambiente. Algunos miembros de este género tienen asociaciones
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simbiodticas con plantas, leguminosas, gramineas, compuestas, solanaceas y otras, mientras otras
son utilizadas como biocontroladores contra organismos patégenos como Fusarium y Rizoctonia,
ademas la produccion de enzimas industriales como los pigmentos de antraquinona y otros
metabolitos secundarios (MS) como antibidticos y promotores del crecimiento de plantas (PGP:
Plant Growth Promoting), ideales para la agricultura. Trichoderma spp. Uno de los hongos que esta
presente en todo tipo de suelos agricolas y ecosistemas, su versatilidad, adaptacién y facil
manipulacion. (Ortufio et al., 2013)

8.3 Hongos

Los hongos son microorganismos unicelulares, como las levaduras y los quitridiomicetos, o bien
pluricelulares, como sucede en la mayoria. Esta célula o conjunto de células forma el talo,
estructura funcionalmente dividida en talo vegetativo o somatico y talo reproductor. En la mayoria
de los hongos, el talo esta formado por hifas microscépicas (gr. Hyphe = tejido), divididas por
tabiques transversales llamados septos (I. sptum = barrera, cerco) que pueden presentar uno 0 mas
poros por los cuales se interrelacionan los citoplasmas de las diferentes células que forman el talo
y cada célula puede presentar uno, dos o mas nucleos. EI micelio suele diferenciarse a medida que
madura el hongo en micelio vegetativo somatico que puede estar dentro del sustrato del que se
nutre (también se lo denomina micelio administrativo) y en micelio aéreo o reproductivo, donde se

forman las esporas caracteristicas de cada especie. (Guerron, 2015)

Los hongos son microorganismos heterdtrofos que extraen su fuente de carbono y electrones del
medio que les rodea, por ello en muchos casos son capaces de degradar los contaminantes organicos
presentes en el ambiente. Este hecho, junto con sus peculiaridades de crecimiento, formacion de
biofilms, asi como la produccién de enzimas, los hacen candidatos apropiados a utilizar en procesos

de biorremediacion. (Bermeo, 2018)

8.4 Que es Trichoderma

Las especies del género Trichoderma es un hongo cosmopolita que pertenecen a uno de los grupos
mas Utiles de microbios y tienen muchas aplicaciones. Por ello han sido ampliamente utilizados
como bio-fungicidas y modificadores del crecimiento de las plantas. Ademas, de ser fuente de
enzimas para uso industrial. En suelo, las especies de Trichoderma se utilizan en la biorremediacion

de desechos organicos, incluidos metales pesados. Pueden colonizar partes de plantas en
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incluyendo tallos, hojas, frutos y raices; se han mostrado algunas especies crecer endofiticamente.
(Ike et al., 2009)
8.5 Taxonomia del Trichoderma

Las especies de hongos que pertenecen al género Trichoderma spp han sido plenamente
caracterizadas por tener aplicacion en el ambito agricola, principalmente para el control bioldgico

de otros organismos patdgenos que atacan a los cultivos. (Vallejo, 2014)

Tabla 2: Taxonomia del Trichoderma spp

Reino Fungi
Division Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Genero Trichoderma
Especie spp

Nombre cientifico Trichoderma spp

Fuente: Rifai, 1969

8.6 Generalidades

Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el control de
enfermedades de plantas producidas por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser
aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y a que no atacan a

plantas superiores. (Rey et al., 2000)

El género Trichoderma es un grupo de hongos aislados cominmente del suelo que se reproducen
asexualmente por conidios. Trichoderma es un hongo filamentoso anamorfico, heterotrofo,
aerobio, con una pared celular compuesta de quitina y glucano, de rapido crecimiento que puede
utilizar una gran variedad de sustratos complejos como celulosa, quitina, pectina y almidén como

fuente de carbono.(Tsahouridou & Thanassoulopoulos, 2001)

El género Trichoderma spp comprende un conjunto de especies sin fase sexual evidente. Presentan

micelio septado, conidias generalmente ovaladas, conidioforo hialino no verticilado, fialides
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singulares o en grupos, conidias unicelulares coloreadas, de rapido desarrollo en medios sintéticos,

la colonia se muestra de color verde, basicamente es saprofitico. (Vallejo, 2014)

8.7 Morfologia

8.7.1. Caracteristicas macroscoépicas:
Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracion, blancas - verdes,
amarillo — verdosas; las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos. El revés de las
colonias es usualmente no coloreado, amarillo, &mbar o amarillo- verde, y muchas especies

producen grandes cantidades de clamidosporas en cultivos sumergido. (Chavez Garcia, 2011)

8.7.2. Caracteristicas microscoépicas:
Los conidi6foros son erectos, hialinos, en su mayoria ramificados, no verticilados, los cuales
pueden ser solitarios o en grupos. Las fialides son en forma de botella, Unicas o en grupos,
hinchadas en la regidn central pero delgadas hacia el apice; son hialinas y en angulo recto con
respecto a los conidioforos. Las conidias son unicelulares subglobosas u oblongas, lisas o
equinuladas, hialinas o verdes y ocurren en masas en los apices de las fidlides. (Chavez Garcia,
2011)

8.8 Fisiologia

Trichoderma es un hongo aerdbico, con capacidad para resistir un amplio intervalo de temperaturas
asi, por ejemplo, aislaron una cepa en suelo de Alaska, con crecimiento a 4°C y que tolerd hasta
33°C. (Martinez et al., 2013)

8.9 Condiciones de crecimiento

Dentro de los factores que afectan el crecimiento Trichoderma se encuentran los de tipo fisico y de

tipo nutricional como:

8.9.1. Temperatura de crecimiento
La relacion entre la temperatura y el desarrollo de Trichoderma, al parecer depende de la especie
y del propio aislamiento. Se conoce que T. pseudokoningii y Trichoderma saturnisporum Hammill
toleran de 40 a 41° C, las especies T. koningii y T. hamatum: 35°C, T. viride y T. polysporum:

31°C, mientras T. harzianum hasta 38°C. Para esta Gltima, en algunos aislamientos la temperatura



14

Optima para el crecimiento fue de 20°C, aunque de manera general esta varia entre 25 y 30°C. Sin
embargo, a 30°C, la actividad antagdnica de esta especie fue casi nula. Todo lo cual constituyen
evidencias de que la temperatura 6ptima para el crecimiento, no necesariamente coincide con la de
su actividad antagOnica, y que existe estrecha relacién entre aislamiento, antagonismo y

temperatura. (Martinez et al., 2013)

8.9.2Condiciones de luz
La luz y su espectro influyen en el desarrollo de Trichoderma, fundamentalmente sobre la
esporulacion. Las colonias del hongo que se desarrollaron bajo condiciones de luz alterna, fueron
blancas y algodonosas al inicio y después sonadas concéntricas, alternando una banda delgada
hialina con otra ancha de color verde oscuro, mientras que bajo la luz continua fueron
uniformemente de color verde oscuro. La luz influye, ademas, en la produccion de metabolitos

secundarios. (Martinez et al., 2013)

8.9.3Aireacion
Dos componentes del aire son esenciales para los hongos: el oxigeno y el diéxido de carbono. Las
especies de Trichoderma, como anaerobios facultativos, tienen la habilidad para crecer en habitats
como suelos profundos donde el oxigeno es relativamente insuficiente. Sin embargo, en los cultivos
de estos organismos es necesario tener en cuenta que altas concentraciones de didxido de carbono
resultado de la respiracion celular se pueden acumular en ambientes cerrados y de esta forma inhibir
el crecimiento de este microorganismo, los hongos usualmente son inhibidos en concentraciones

de didxido de carbono mayores de 10 a 15%. (Chavez Garcia, 2011)

8.10Habitad del Trichoderma

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta naturalmente en
diferentes rangos de zonas de vida y habitats, especialmente en aquellos que contienen materia
organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos,
especialmente en aquellos que son atacados por hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la
presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas rapidamente por estos
microorganismos. Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones medioambientales y
sustratos le confiere a este hongo la posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnolégica.
(Chavez Garcia, 2011)
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Es por ello que el estudio de la diversidad de especies de Trichoderma en diversos habitats
naturales, permite ampliar el conocimiento sobre su aporte biotecnoldgico, y su importancia

ecologica y agricola. (Hernandez-Melchor et al., 2019)

8.11Mecanismos de accion

Los mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma desplazan al fitopatdgeno son
fundamentalmente de tres tipos: competicidn directa por el espacio o por los nutrientes, produccion
de metabolitos antibioticos, ya sean de naturaleza volatil o no volatil y micoparasitismo directo de
determinadas especies de Trichoderma sobre el hongo fitopatégeno. Durante el micoparasitismo,
el antagonista localiza al patdgeno y se enrolla alrededor de las hifas de éste, provocando su muerte.
Estos tres mecanismos no son excluyentes, sino que actdan sinérgicamente en el control de los
patdgenos. La importancia relativa de cada uno de ellos depende de cada pareja de antagonista
patégeno y de las condiciones ambientales. Ademas, ejerce su acciobn como antagonista y

colonizador de las raices (Rey et al., 2000)

Los mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma desplazan al fitopatdgeno son
fundamentalmente de tres tipos: competicidn directa por el espacio o por los nutrientes, produccion
de metabolitos antibi6ticos, ya sean de naturaleza volatil o no volatil y parasitismo directo de
determinadas especies de Trichoderma sobre el hongo fitopatogeno. (Rey et al., 2000)

8.12Modos de accion del Trichoderma

Las especies del género Trichoderma por lo general son agentes de control biolégico en especial
por sus cualidades de antagonistas, estas se sustentan principalmente en la generacion de diversos
mecanismos, entre ellos tenemos los mas utilizados para el control de enfermedades de plantas
producidas por hongos, su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un

gran nimero de sustratos y a que no atacan a plantas superiores. (Rey et al., 2000)

A la accion parasitica que ejerce un hongo sobre otro se le llama hiperparasitismo, esto es comun
en el suelo, debido a que algunos hongos producen celulosa y antibioticos, y pueden metabolizar
quitina; Trichoderma viridae y Trichoderma lignorum, son empleados en el control biol6gico de

hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, Pythium spp, Alternaria solani, Rhizopus arrhizus,
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Rhizoctonia endophytica y otros hongos patdgenos que abaten la produccion agricola. (Guerron,
2015)

De forma general, entre las cualidades que favorecen la competencia de este antagonista se
encuentran, la alta velocidad de crecimiento 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 accidn influye en bloquear el paso al patdgeno y resulta importante

para la diseminacion del antagonista. (Martinez et al., 2013)

8.13Capturas de microorganismos

El Trichoderma spp es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural
en un namero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Pertenece a la subdivision
Deuteromycetes que se caracterizan por no poseer, 0 no presentar un estado sexual determinado.
De este microorganismo existen mas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la agricultura

y otras ramas. Manual de produccion y utilizacion de Trichoderma spp. (Vallejo, 2014)

El Trichoderma spp posee aislamientos con poderes antibioticos, los cuales actGan contra varios
microorganismos fitopatdgenos. Se comporta como saprofito en la rizosfera, siendo capaz de
destruir residuos de plantas infectadas por patdgenos. Se considera que su accion es antagonista,
siendo capaz de sacar el mejor provecho por su alta adaptacién al medio y por competir por el
sustrato y por espacio. La importancia del hombre en esta relacion radica en saber manejar las
especificidades de cada uno para lograr que prevalezca la interaccién a favor de la planta y el

antagonista. Manual de produccion y utilizacion de Trichoderma spp. (Vallejo, 2014)

8.141dentificacion y caracterizacion de microorganismos

Para la identificacién de las especies de Trichoderma spp se usaran un tipo codigo taxonémico con
el motivo de no confundirse con el resto de Trichodermas encontrados y ya verificados. En cuanto
el aislamiento de Trichoderma spp de las muestras de suelo, se realizara diferentes medios de
cultivos. Por otro lado, colonias de Trichoderma spp se reconoceran en base a su morfologia las
cuales fueron observados bajo el microscopio. Ademas, de la identificacion de los diferentes
aislados de Trichoderma se realizara mediante estudios de morfologia de cada una de las colonias

creciendo sobre los distintos medios de cultivo. También se debe tomar en cuenta que, para
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observacion de las caracteristicas de las conidias y conidiéforos o esporas, asimismo, se utiliza la
ayuda de un microscopio, igualmente es necesario las técnicas de campo, y contraste de fases.
(Guigdn-lopez et al., 2010)

8.15Aislamientos Nativos

El desarrollo de una tecnologia para la produccion de un agente de control bioldgico debe dar
énfasis a la obtencion de aislamientos nativos, ya que estos presentan un comportamiento que se
adecua a las condiciones agroecoldgicas regionales. Esta blsqueda se organizara en base a
recorridos de campo, que permitan la obtencion de muestras en lugares donde los patégenos de
interés se manifiesten con un bajo indice de infeccion. Como ejemplo de esto es recomendable
buscar en ecosistema con baja intervencion humana, como quebradas, rodales de bosques nativos
y regiones apartadas de los campos agricolas, asi como en zonas rurales que no utilizan
agroquimicos y el manejo de la nutricidn se base en el uso materia orgénica. La toma de muestras
se puede realizar en bosque nativo, corteza vegetal y madera en descomposicién. En algunos casos
es posible identificar colonias de Trichoderma en distintos estados de crecimiento. La toma de
muestra se realiza en bolsas de polipropileno, cerrandolas para evitar su desecamiento. El
procesamiento de ellas se efectda, tomando submuestras de 20 a 30 gramos que se distribuyen en
placas en cAmara hiumeda por un periodo de 7 a 10 dias, con observaciones diarias hasta la aparicion
de colonias de hongos con crecimientos similares a los de Trichoderma Cuando la toma de muestra

se realiza a nivel de suelo, estas se extraen entre los 10-30 cm. de profundidad. (Vallejo, 2014)

8.16Cepas de Trichoderma

Muchas cepas crecen eficientemente en medios solidos o liquidos y en un amplio rango de
temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a humedades bajas y tienden a crecer en suelos
acidos. Las cepas de Trichoderma crecen rapidamente cuando se inoculan en el suelo, porque son
naturalmente resistentes a muchos compuestos toxicos, incluidos herbicidas, fungicidas, pesticidas,
y compuestos fendlicos, y debido a que las cepas se recuperan muy rapidamente después de la
adicion de dosis subletales de algunos de estos compuestos. La resistencia a compuestos toXicos

puede ser asociado con la presencia en las cepas de Trichoderma. (Benitez et al., 2004)

Las cepas de Trichoderma a menudo son rapidamente identificadas en su género por sus

caracteristicas morfoldgicas distintivas, que incluye rapido crecimiento, el color de las conidias es
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verde intenso o blanco y una gran cantidad de ramificaciones, pero de manera diferente una pobre

estructura de conidiéforos. (Vallejo, 2014)

Por esta razén, las cepas de Trichoderma spp. han adquirido un alto valor comercial, abarcando
nuevas tecnologias para la produccion masiva de productos de este hongo. Aungue su uso través
de productos donde se tiene como componente activo esporas de Trichoderma spp. en diferentes
medios de crecimiento, ya sea de forma solida o liquida, se tiene como dependencia la capacidad
de crecimiento y supervivencia del hongo en el sustrato inoculado y la competencia con otros
microorganismos de suelo. (Ortufio et al., 2013)

8.17Reproduccion

Trichoderma sp., se reproduce de forma asexual, emplea sustratos de elevada complejidad como:
almidon, celulosa, quitina, y pectina que son asimilados durante el metabolismo como fuente de
carbono. El medio en que se desarrolla Trichoderma sp., varia debido a que pueden crecer en
medios sélidos, asi como en medios liquidos o caldos de cultivo, se caracteriza por tolerar
diferentes temperaturas y adaptarse a humedades muy bajas e incluso pueden desarrollarse en

medios ligeramente cidos. (Bermeo, 2018)

8.18Medios de Multiplicacion de Trichodermas.

En los hongos, se necesita que la fuente C esté en exceso en el medio o sustrato y el contenido de
N sea el factor limitante del crecimiento, lo que desencadena el proceso esporulativo. Los indculos
se preparan a partir de subcultivos de preindculos a una concentracion final en el sustrato inoculado
de propagulos/g. Los preinoculos pueden desarrollarse sobre sustratos sélidos (grano arroz, grano
trigo, cascara de trigo, cascara de arroz, harina de maiz, etc. ) incluyendo los medios agarizados de
cultivo o por cultivos liquido estatico o agitado (compuestos por combinaciones de materias primas
carbonadas y nitrogenadas como melaza de cafia de azUcar, licor de maiz, almidén de maiz,
sacarosa, extracto de levadura, extracto de levadura cervecera, etc.) siendo el objetivo fundamental
la obtencion de una biomasa homogénea. La relacion carbono (C): Nitrdgenos (N) es esencial y de
este balance en lo fundamental dependera el que se logre la formacion de los propégalos deseados.
(Vallejo, 2014)
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8.19Propagacion del Trichoderma

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. (Nugra, 2018)

8.20Conservacion de cepas de Trichoderma

Hay diversas maneras o técnicas sencillas de conservar cepas de Trichoderma entre ellas tenemos

algunas:

e Conservacion en medio de cultivo
e Conservacion en arroz
e Conservacion en silica gel

e Conservacion en nitrégeno liquido

Todos los aislamientos se mantendran en un cepario de conservacion, aun aquellos que no tengan
un grado de antagonismo alto, pues pudieran servir en el futuro para otros estudios. Una técnica
muy efectiva de conservacion consiste en separar los conidios del sustrato donde se reprodujo el
antagonista y obtener de este modo los conidios puros, los conidios asi obtenidos, con un contenido
de humedad entre 5-10%, pueden ser almacenados por un tiempo prolongando conservando su
viabilidad. (Herrera-Estrella & Chet, 2003)

8.20.1 Conservacién en medio de cultivo
Los aislamientos que resulten promisorios una vez realizadas las pruebas de antagonismo se
destinaran al cepario de trabajo EIl cepario de trabajo se mantendré en tubos de cultivo, en cufias de
PDA, Saboraud dextrosa agar, Agar malta, cualquier medio rico en nutrientes es suficiente para su
mantenimiento. Para preservar el hongo por un periodo de tiempo mayor se utilizan medios no
inclinados sobre los que se siembra el hongo (7-10 dias), posteriormente se cubre con aceite
mineral, este método tiene como ventaja que no necesita renovar la cepa con tanta frecuencia como
las mantenidas en cufias de agar, el hongo puede mantener una mayor longevidad y estabilidad,

aungue el método sea mas laborioso. (Vallejo, 2014)
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8.21Agar papa dextrosa

El Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar, PDA, por sus siglas en inglés) es un medio de
proposito general para levaduras y mohos que puede ser suplementado con &cidos o antibiéticos
para inhibir el crecimiento bacteriano. EI PDA esta compuesto por infusion de papa deshidratada
y dextrosa que fomentan el crecimiento exuberante de los hongos. El agar es adicionado como
agente solidificante. Muchos procedimientos estdndares usan una cantidad especifica de acido
tartarico estéril (10%) para reducir el pH de este medio a 3,5 + 0 - 0,1, y asi inhibir el crecimiento

bacteriano. (Bermeo, 2018)

8.22Sustratos

Los sustratos empleados para la produccion de microorganismos, en lo posible deben contener
todos los elementos necesarios para una adecuada sintesis del material celular y para la produccion

de metabolitos, cuando son requeridos.
8.22.1 Arroz

El arroz es el cereal méas rico en almiddn, en torno al 70%. Su contenido en proteina es bajo (7,3%)
pero es rico en lisina (4,1%). Su contenido en cenizas es muy escaso Yy su aporte en macrominerales
practicamente despreciable. El arroz original es rico en aceite que a su vez es rico en vitamina E.
Este aceite tiene un alto contenido en &cido linoléico por lo que se enrancia muy facilmente. El
contenido en energia del grano de arroz es elevado, debido a su alto contenido en almidony a la

ausencia de factores antinutricionales. (Chavez Garcia, 2011)
8.22.2 Melaza

La melaza es un liquido denso y negruzco constituido por el residuo que permanece en las cubas
después de la extraccion de la mayor parte de los azlcares de cafia por cristalizacion y
centrifugacion. Las melazas son concentrados de hidratos de carbono. Los azUcares representan del
orden del 80% de su contenido en materia seca. Como consecuencia, son muy palatables y su
contenido energético es apreciable. Este sub producto de la industria azucarera posee un alto
contenido de sacarosa (32%), oligosacaridos (rafinosa) y acidos organicos (malico, oxalico, lactico,

acotinico y citrico). (Chavez Garcia, 2011)
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8.23Produccion de Trichoderma spp

En cuanto a la produccion que puede llegar a ser semi industrial o industrial de Trichoderma spp
esto resultaria ser una gran opcion tecnoldgica tremendamente eficiente visto desde otra
perspectiva en el caso productivo y econdmico como para obtener biofunguicidas de gran calidad;
claro esto involucra procesos mas nivelados como en el control de variables como humedad,
temperatura y flujo de aireacion. Todo lo antes mencionado es muy importante debido a que se
puede mejorar tanto la cantidad como la calidad de las esporas que se vayan a producir. (Zaremba
& Smolenski, 2000)

8.241Inoculacién del Trichoderma

Se puede llegar a inocular los productos de las cepas de Trichoderma seleccionadas bajos diferentes
condiciones gue se deben tener en cuenta un ambiente favorable (temperatura, humedad, presencia
de oxigeno, pH), condiciones del suelo (estructura, contenido de materia organica y nutrientes) y
horario de aplicacion. Ademas, el Trichoderma pueden llegar a ser inoculado en sustrato para

semilleros o directamente al suelo en semilleros o campo abierto. (Martinez et al., 2013)

Los antagonistas ademas de ser incorporados al suelo junto con la materia organica (compost) o
aplicados directamente por aspersion, como en los casos anteriores, también pueden ser inoculados
a las semilla, revistiéndolas con Trichoderma como alternativa para introducir el agente al suelo,
producir el establecimiento y multiplicacion del antagonista en las raicillas y de esta forma reducir
el damping- off producido por R. solani,S. rolfsii, S. sclerotiorium, P cactorum, P cinnamomi,

Fusarium spp y Pythium spp . (Vallejo, 2014)

La aplicacion de Trichoderma spp., al suelo tiene varias ventajas, pero hay que tener en cuenta que
un solo método de control no basta para erradicar una enfer- medad de forma eficaz y duradera. Es
necesario integrar varias practicas, para ob- tener cultivos sanos y econdmicamente rentables.
(Chiriboga et al., 2015)

Entre los principales beneficios de Trichoderma spp. se encuentran los siguientes:

e Se propaga en el suelo, aumentando su poblacion y ejerciendo con- trol duradero en el

tiempo, sobre hongos fitopatégenos.
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e Ayuda a descomponer la materia organica, haciendo que los nutrientes se conviertan en
formas disponibles para la planta, por lo tanto, tiene un efecto indirecto en la nutricion del
cultivo.

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

e Al reemplazar agroquimicos sintéticos por microorganismos benéficos, el productor ahorra

en sus costos de produccion.

8.25EI suelo

El suelo es el lugar donde alberga un almacén de toda vida tanto macroscopica como microscopica
y es la estancia en donde surgen cambios ademas de procesos que permiten que la vida continde.
En el suelo, la vida de animales, plantas y microorganismos estan en constante equilibrio debido a
los cambios bioquimicos en que participa la vida microbiana. En estos cambios, los hongos
desempefian un papel muy significativo en la descomposicion de materia organica, asi como en la
liberacion de nutrimentos inorgéanicos a través a través de la mineralizacién, participando en

conversiones inorganicas en interacciones con otros microorganismos. (Guerron, 2015)

8.26Que es un suelo erosionado

La erosion del suelo consiste en la remocién, arranque y transporte de los materiales que
constituyen la capa més superficial del suelo, sea cual sea el agente responsable: agua, viento, hielo,
actuaciones humanas, etc. En este capitulo se va a incidir expresamente en los efectos on site de la
erosion, es decir los efectos directos sobre la degradacion del suelo en los campos de cultivo; y no
se consideran los posibles efectos off sitede dicha erosion, tales como el aterramiento de embalses

o0 la acumulacion de sedimentos en infraestructuras viales. (Alba et al., 2011)

8.27 Actividad microbiana

Con relacion a la temperatura, la ley de Van't Holf (en la que Q10, relacion entre las velocidades
de reaccion a las temperaturas T y T+10, en grados centigrados, tiene un valor comprendido entre
2 y 3) se aproxima a la descomposicion de la materia organica en el suelo en un rango de
temperatura variable entre 10 y 40°C. (Ricardo & Delgado, 2006)
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8.28Como medir CO2

La mayoria de las mediciones que relacionan la actividad microbiana con la temperatura muestran
que el crecimiento en la actividad es nulo a 0°C, sélo algunas bacterias psicrofilas son capaces de
crecer a temperatura de congelamiento. A los 10°C de temperatura la actividad microbiana se
dispara hasta llegar a un tope entre los 25-35 °C donde se encuentra el 6ptimo de temperatura para
el crecimiento de la mayoria de microorganismos. Una observacion interesante es que la
temperatura ejerce un efecto pronunciado sobre la liberacién de CO2 del suelo proveniente de la

respiracion microbiana. (Ricardo & Delgado, 2006)

8.29Respiracion microbiana

En cuanto a la respiracion microbiana se puede realizar un proceso para poder medir y cuantificar
la produccion de CO2 que esto se emite 0 se presume que va de acuerdo con la presencia de muchos

microorganismos los cuales generan esta reaccion. (Mamani et al., 2014)
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9. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

9.1 Hipotesis Alternativa = H1

Trichoderma spp comercial y nativo inciden en la aumento de la actividad microbiologica en un

suelo erosionado.

9.2 Hipotesis Nula = HO

Trichoderma spp comercial y nativo no inciden en la aumento de la actividad microbioldgica en

un suelo erosionado.

9.3 Operacionalizacion de variables

Se tomaré en cuenta las variables en las cuales se especifica los indicadores, unidad de medida,

instrumento tecnoldgico, instrumento metodoldgico, técnica.
Variable independiente:

Trichoderma spp Comercial (Solido y liquido)

Trichoderma spp Nativo (Solido y liquido)

Variable Dependiente

Suelo

Analisis microbioldgico

Variables Independiente.

Tabla 3: Operacionalizacion de las variables

UNIDAD DE INSTRUMENTO INTRUMENTO
VARIABLES MEDIDA TECNOLOGICO METODOLOGICO TECNICA
Comercial |e UFC % de|e Microscopio. |e Librodecampo. |e Método
Solido poblacién e Contador de|e Libreta de directo

microbiana colonias. laboratorio. (Pearson

e Nlmero de|e Camara de Hall)
conidios Neubauer.
activos.




Comercial UFC % de Microscopio. Libro de campo. | ¢ Método
Liquido poblacion Contador de Libreta de directo
microbiana colonias. laboratorio. (Pearson
Nimero de Camara  de Hall)
conidios Neubauer.
activos.
Nativo UFC % de Microscopio. Libro de campo. | e Método
solido poblacién Contador de Libreta de directo
microbiana colonias. laboratorio. (Pearson
NGmero de Camara  de Hall)
conidios Neubauer.
activos.

Nativo UFC % de Microscopio. Libro de campo. | e Método
liquido poblacion Contador de Libreta de directo
microbiana colonias. laboratorio.

NUmero de Cémara  de
conidios Neubauer.
activos.

Elaborado por: Shirley Olivo
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10. METODOLOGIA

10.1 Enfoque.

Para este proyecto de investigacion se baso en un enfoque cualitativo y cuantitativo, debido a que
a través de la utilizacion de sustratos trata de capturar colonias de Trichoderma spp y aislados en
los diferentes medios de cultivo trata de caracterizar y clasificar microorganismos benéficos
(Trichoderma spp) ademas, que se cuantifico la cantidad de esporas del Trichoderma nativo y se
realizo una verificacion de esporas de Trichoderma comercial (liquido y so6lido), mediante la cual
se obtuvo y se analiz6 datos cuantitativos que fueron obtenido de las variables en estudio en este

proyecto.

10.2 Modalidad

10.2.1 De Campo
Para este proyecto de investigacion su técnica fue de campo, debido a que las primeras practicas
de la investigacion se las realiz6 en el campo donde se obtuvo muestras de suelo erosionado y las
capturas de los microorganismos, ademas se recogié informacion mediante la técnica de

observacion y un registro de datos.

10.2.2 Experimental
El proyecto alcanzé la modalidad de investigacion experimental; debido a que se llevé a cabo la
realizacién del proyecto en el laboratorio, que se baso en aislamiento, propagacién e inoculacion
del Trichoderma spp comercial y nativo (liquido y sélido), ademas del conteo de colonias tanto de
hongos como de bacterias y conteo de CO2.

10.2.3 Bibliografica - documental
Para el principio y la culminacion del proyecto de investigacion se buscO argumentos
bibliograficos, como articulos cientificos, revistas, libros, folletos, tesis en internet para corroborar
la informacion que se obtuvo durante el desarrollo del proyecto de investigacion.

10.3 Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental-explicativo, en la que se analizo las relaciones entre

variables independientes y dependientes.
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10.4 Ubicacion del ensayo

El lugar del ensayo se detall6 a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 4: Ubicacion politica

Ubicacion politica
Provincia Cotopaxi
Cantdn Latacunga
Parroquia Eloy Alfaro
Sector Salache

Elaborado por: Shirley Olivo

Tabla 5: Ubicacion geogréfica

Ubicacién geografica
Latitud 00°59747,68” Norte
Longitud 78°37719,16” Oeste
Altitud 2750 msnm

Elaborado por: Shirley Olivo

Figura 1: Ubicacion geografica

Fuente: Google earth

10.5 Condiciones Agroecoldgicas

Las condiciones climaticas como precipitacion, heliofania y viento, no se tomo en cuenta de manera

directa debido a que la investigacion se evalud bajo condiciones controladas (laboratorio de

agronomia).
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10.6 Materiales y equipos.

Los materiales y equipos que se utilizaron para este proyecto de investigacion.

Tabla 6: Material biolégico
Material biolégico
Trichoderma spp comercial | liquido y solido
Trichoderma spp nativo liquido y solido
Elaborado por: Shirley Olivo

Tabla 7: Equipo de laboratorio

Equipos de laboratorio
Microscopio Contador de colonias
Autoclave Céamara de Neubauer
Camara de flujo laminar Asas para sembrar
Incubadora Tubo de ensayo
Balanza digital Probeta
Pinzas Pipetas
Gradilla Lampara de alcohol
Cubre objetos Porta objetos
Bisturi

Elaborado por: Shirley Olivo

Tabla 8: Materiales agregados quimicos
Materiales agregados quimicos

Agar PDA Cloruro de bario
Agar PCA Hidrdxido de sodio
Sacarosa Fenolftaleina
Acido clorhidrico (HCI) | Antibidtico

Elaborado por: Shirley Olivo

Tabla 9: Material en general

Material en general
Cajas Petri Fundas ziploc
Papel Parafilm Baldes
Agua destilada Vasos plasticos
Tarrinas Atomizador

Elaborado por: Shirley Olivo

Tabla 10: Material de oficina
Material de oficina

Computadora Lapiz
Impresora Marcador
Hojas de papel bond A4 | Calculadora
Esferos Libreta
Camara fotografica
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Elaborado por: Shirley Olivo

10.7 Manejo del experimento

Se cumplio con los objetivos de la investigacion la cual se dividio en diferentes fases, las mismas

que se detall6 a continuacion.

10.7.1 Fases del ensayo

Fase I: Delimitacion del area para toma de suelo y adecuacion del ensayo en el laboratorio

En la primera semana, con la ayuda de un GPS (Latitud: 1000585 Norte y Longitud: 78625151
Este) se determing las coordenadas del terreno en la Universidad Técnica de Cotopaxi el lugar
donde se recogid una cantidad de suelo el cual se mand6 hacer un analisis microbiolégico, con el
resto del suelo se armé el proyecto de investigacion en el laboratorio de agronomia. Para la
adecuacion del ensayo se compro tarrinas de 1lt sin tapa, se procedi6 a pesar 700gr de suelo se
colocd en cada una de las tarrinas y se empez0 a rotular como en el disefio completamente al azar
(DCA) lo indica.

Fase Il: Preparacion del sustrato para la captura y colocacion de trampas y captura de

microorganismos

A los catorce dias, se cocind arroz maximo tres minutos o (dependiendo de la cantidad de arroz se
podria demorar hasta cinco minutos), se dejé enfriar en un recipiente, se puso en papel aluminio se
cerrd bien para esterilizarlo por 35 minutos en la autoclave a 121°C, una vez transcurrido ese
tiempo se retir6d de la autoclave se dejé enfriar un poco, se procedi6 a pesar 20 gramos de arroz y
poner en unos vasos plasticos desechables transparentes a los cuales se le puso por encima una gasa
limpia sujetada con ligas. Segun la técnica y metodologia utilizada para la captura, multiplicacion

y conteo de conidios es el descrito por Falconi (2013a). (Alberto & Cafarte, 2013)

En la Universidad Técnica de Cotopaxi campus experimental CEYPSA lote nimero 10 se tomo
coordenadas con un GPS (Latitud: 0999042 Norte y Longitud: 78625163 Este) donde se pusieron
las trampas para la captura de microorganismos, con una azada se hizo un hoyo y coloco el vaso
con el sustrato preparado, se dejo las trampas por aproximadamente quince dias. Segun la técnica
y metodologia utilizada para la captura, multiplicacion y conteo de conidios es el descrito por
Falconi (2013a). (Alberto & Canarte, 2013)
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Fase I11: Recoleccion de las trampas y aislamiento de Trichoderma spp nativo

A los veintiln dias se retird las trampas que fueron llevadas al laboratorio donde se aislo los mejores
arroces con el posible Trichoderma spp. Nativo, se utilizd pinzas para ir separando los mejores
arroces, se pesdé PDA (Papa Dextrosa Agar) 19.5 gr en 500 ml de agua destilada, se puso en un
frasco de vidrio, se agitd y se obtuvo una mezcla homogénea se llevo al esterilizador por 35 minutos
a 121°C, pasado ese tiempo se dejé enfriar y mientras tanto se limpi6 la camara de flujo laminar
con alcohol para desinfectar. Una vez frio el medio PDA se llevo cajas Petri, papel film, lampara
de alcohol a la camara de flujo laminar y se agreg6 un tanto de medio a cada caja Petri cerca de la
lampara de alcohol para evitar que se contamine, se dejo reposar por unos minutos hasta que se
forme el medio. Se empezd a poner los granos de arroz y se cerrd cuidadosamente las cajas Petri
con papel film, se etiquet6 cada caja con la fecha, por Gltimo, se llevé todas las cajas a la incubadora
a 23°C con una humedad del 40 % por siete dias.

Fase 1V: Revision y purificacidn de cajas con posible Trichoderma spp nativo.

Dentro de veintiocho dias se regreso al laboratorio se revisO las cajas Petri, estas presentaron
contaminacion, para ello se prepardé nuevamente medio de cultivo PDA y se esterilizaron cajas,
como siguiente paso, se escogio las mejores cajas, se aplicd dos formas de sembrar la una fue
cortando con un bisturi pedazos de zona con medio y pasando a la nueva caja, la otra forma fue
con la ayuda de una asa de sembrar se raspo la zona donde se apreci6 el Trichoderma y en forma
de zigzag se fue sembrando, se cerraron con papel film se llevo a la incubadora a 23 °C con una

humedad del 40 % por otros siete dias.

A los treinta y cinco dias se regreso al laboratorio se revisO las cajas, estas presentaron
contaminacién nuevamente para ello se prepar6 nuevamente el medio, se esterilizaron cajas. Se
realizo siembra. Ademas, se sembré en arroz zonas donde se aprecio el Trichoderma de las mejores

cajas, se le agrego un poco de sacarosa liquida, con el fin de que continte desarrollando.
Fase V: Aislamiento de Trichoderma spp. comercial liquido y solido

A los cuarenta y dos dias, se prepar6 medio PDA para el aislamiento de Trichoderma spp.
comercial liquido y sélido, se midié y comprobo la cantidad de esporas que viene marcado en la

etiqueta de los Trichoderma spp. comercial. Una vez listo el medio PDA y plaqueado en las cajas,
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se agrego en la caja 5 ml de Trichoderma spp. liquido (DINAMICS), en otra caja se agreg0 2 gr de
Trichoderma spp. s6lido (TRICHOEB 5WP), se sellé con papel film y se llevaron a la incubadora

a 23 °C con una humedad del 40 % por siete dias.

Fase VI: Observacion de conidios y comprobacion de UFC de Trichoderma spp. comercial liquido

y sélido.

A los cuarenta y nueve dias, se aforo 100 ml de agua destilada, se destind una cantidad tanto para
una caja que contenia Trichoderma spp. comercial liquido como para sélido, se empez0 a raspar
cuidadosamente con un asa el Trichoderma se lavo la caja con el resto del agua para sacar la mayor
cantidad de Trichoderma se paso a un vaso de precipitacion para tener una mejor manipulacion. Se
procedio a tomar una muestra con una micropipeta la cantidad de 10 uL, se puso en la camara de
Neubauer y observo al microscopio se conté en zigzag el namero de esporas y se confirmo cantidad
marcada de UFC en la etiqueta. Una vez contado el namero de conidios para ello se utilizo la

formula para determinar la cantidad de UFC. La formula es la siguiente:

Trichoderma spp comercial liquido

N°conidios X disolucion 188 X 10X 10X 10 X 10 X 10 __ 18800000
volumen 1 - .
Trichoderma spp comercial sélido — 18 X10

N°conidios X disolucion 211 X 10X 10 X 10 X 10 X 10 __ 21100000

volumen 1 : 7
— 2,11X10

Fase VII: Purificacion de Trichoderma spp. nativo en arroz

A los cincuenta y seis dias, se revisé las cajas y el arroz con Trichoderma spp. Nativo, se obtuvo
cajas y fundas mas puras se procedid a pasar a nuevas cajas y fundas para que no se contaminen,
se pes6 200 gry 100 gr de arroz respectivamente para cada tamafio de funda. Ademas, se realizd
una solucién de 50 ml de agua destilada méas 5 gr de sacarosa, esa solucion se agreg6 un 1ml a cada
una de las fundas ziploc donde se puso el arroz y cepas del Trichoderma spp. nativo. Finalmente,

se cerro bien las fundas y las cajas con papel film para evitar contaminacion.

Fase VIII: Reproduccion de Trichoderma spp. nativo liquido y solido
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A los sesenta y tres dias, se revisé el crecimiento del Trichoderma en el arroz, a los cinco dias hubo
un incremento del 75 %, considerandose apto para continuar reproduciéndose. Mientras en siete
dias hubo un incremento del 100 % quedando listo para aumentar la produccion de Trichoderma

spp. nativo.

Fase IX: Elaboracién y observacion de conidios de Trichoderma spp. nativo en estado liquido y

solido

A los setenta dias, se aforo 100 ml de agua destilada, se destiné una cantidad para las cajas que
contenia Trichoderma spp. nativo, este para el estado liquido y se empezé a raspar cuidadosamente
con un asa, se hizo lavados a la caja con el resto del agua para sacar la mayor cantidad de
Trichoderma. Se afor6100 ml de agua destilada para el lavado de las fundas de arroz, para estado

solido, el arroz se filtr6 obteniendo Trichoderma spp. nativo solido.

En la observacidn y ajuste de los conidios, se procedié a tomar con una micropipeta 10 uL de
Trichoderma nativos liquido y solido en la camara de Neubauer. A continuacion, se observo al
microscopio y se contd en zigzag el nimero de esporas de cada Trichoderma. Una vez contado el
namero de conidios, se utilizé la formula para determinar el nimero de conidios. La formula es la

siguiente:

Trichoderma spp nativo liquido

N°conidios X disolucion 198 X 10X 10X 10X 10X 10 19800000

volumen 1 - 7
— 198X10

Trichoderma spp nativo sélido

N°conidios X disolucion 163 X10X 10X 10X 10X 10 _ 16300000

volumen 1 7
— 1.63X10

Fase X: Preparacion de Trichoderma spp. comercial liquido y sélido

A los setenta y siete dias se efectud la preparacion de Trichoderma spp. comercial liquido, se tomd
como referencia la etiqueta y se realizo el calculo obteniendo la cantidad adecuada a mezclar con
el agua destilada. Se aforo 1 It de agua destilada y 4cc de Trichoderma spp liquido (DINAMICYS),
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se agito hasta tener una mezcla homogénea. Para la preparacion de Trichoderma spp comercial
solido se tomé como referencia las indicaciones de la etiqueta se realizo el calculo obteniendo la
cantidad apropiada que se va a mezclar con el agua destilada. En un frasco de vidrio se puso 1t de
agua destilada y 2 gr de Trichoderma spp. sélido (TRICHOEB 5WP), se agito hasta tener una

mezcla homogénea.

Caélculo de Trichoderma spp comercial liquido segun las recomendaciones:

4 lIts ------- 200Its de H20------ 1 Ha (10000m2)
4000 Its------- 200lts
X 200 ml
X=4cc

Célculo de Trichoderma spp comercial solido segun las recomendaciones:

50 gr --—----- 200lts de H20------ 1 Ha (10000m2)

X 200 ml
X=2g

Fase XI: Inoculacion de Trichoderma spp. comercial liquido y sélido, Trichoderma spp. nativo

liquido y sélido en suelo

A los ochenta y cuatro dias, se efectud la primera inoculacion, los suelos no se encontraban en
capacidad de campo, se humedecié con un rociador 40 ml de agua destilada. A continuacion, se

rocié 6 ml con cada uno de los Trichodermas.
Fase XI1: Primera toma de suelo inoculado y adecuacion para medir CO>

A los noventa y uno dias, se evalud cada siete dias para constatar el incremento de la actividad
microbiana en el suelo. Para ello, se saco 100 gr de suelo para la siembra en cajas Petri con
diferentes medios (PDA y PCA) y 10 gr de suelo para la medicion de CO». Se adquirio envases de
boca ancha con tapa y vasos transparentes, se agreg6é 10 ml de suelo, con un probeta se aforo 10

ml de hidréxido de sodio (NaOH) en cada uno de los vasos y se puso dentro del envase, se tapd y
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sello con papel Parafilm evitando la salida de CO>. Se realiz6 blancos de medios (PDA 'y PCA) y

para el CO2 con el propdsito de comprobar que no tienen ningin reaccion.
Fase XI11: Preparacion de medios (PDA y PCA) y siembra de suelo de la primera inoculacién

A los noventa y ocho dias, se preparé medio PDA se aforo 400 ml de agua destilada y se pes6 17,55
gr de PDA, se agité para homogeneizar la mezcla, del mismo modo se aforo 400 ml de agua
destilada y se pes6 11 gr de PCA y se agit6 para que se mezcle. Una vez listo los dos medios se
llevé a la autoclave a 121°C por 35 minutos. Se preparo el suelo para el posterior sembrado. En
una probeta se aforo 90 ml de agua destilada se agreg6 los 100 gr de suelo y se mezclé con una
varilla de vidrio. Se coloco una gradilla con cuatro tubos de ensayo se aforaron 9 ml de agua
destilada, con una pipeta se tomo6 1 ml de solucion madre, el mismo que se puso en el primer tubo
de ensayo se agito y se volvié a tomar 1ml de suelo pero del primer tubo (102 se colocé en el
segundo tubo (1072) se agito, se volvié a tomar 1 ml de suelo pero del segundo tubo y se coloco en
el tercer tubo (10%) se agito, se volvio a tomar 1 ml de suelo pero del tercer tubo y se colocé en el
cuarto tubo (10™) y se agito, se descartd las dos primeras diluciones y nos quedamos con las dos
ultimas (10°%) y (10%).

Una vez listo este proceso me dirijo a la camara de flujo laminar la cual previamente se limpid y
desinfecto para evitar alguna contaminacién. Ademas, se prepard un antibidtico (Benzoside
2°400.000) en una probeta se aforo 25 ml de agua destilada y se agreg0 el antibiotico se lo mezclo
bien y el cual sirvié para evitar contaminacion en el medio PDA debido a que este medio es
exclusivo para reproduccion de hongos, en cuanto al medio PCA no se coloc ningln antibiotico
debido a que este medio es exclusivo para reproduccion de bacterias. Una vez listo los medios se
procedi6 a llevarlos a la cdmara de flujo laminar donde se agrego6 el antibi6tico en el medio PDA
se cerr0 y se agito para que se mezcle y se pueda plaquear las cajas Petri y del mismo modo con el
medio PCA se dejé por unos minutos hasta que esté listo el medio para poder sembrar las
disoluciones de suelo. Se empez6 a poner las disoluciones (10%) y (10) en cada una de las cajas
se sell6 con papel film para evitar contaminacion, se rotularon las cajas, por ultimo, se llevaron a

la incubadora a 37°C.

Fase XI1V: Conteo de colonias (hongos y bacterias) y conteo de CO>
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Para el conteo de bacterias se debid esperar 24 horas, después de la siembra en suelo inoculado, no
es recomendable dejar pasar mas tiempo debido a que se reproducen mas y se vuelve complicado

el conteo.

En cuanto a hongos se debid esperar 48 horas después de la siembra del suelo inoculado y para ello
se utiliz6 el contador de colonias, el nos ayuda a llevar mejorar el conteo. En el caso del conteo de
CO; también requirio esperar 48 horas a partir de su instalacion, una vez transcurrido 48 horas y
con la ayuda de una bureta a la cual se la lleno de &cido clorhidrico (HCI) se procedié abrir los
envases un por uno evitando asi que se escape CO2, con una pipeta tomar 1ml de cloruro de bario
y agregar en el vaso que se sac del envase el cual contuvo hidréxido de sodio (NaOH), agregar 3
gota de Fenolftaleina esto (cambio a un color morado) mezclar un poco y agregar acido clorhidrico
(HCI) hasta que quede blanco lechoso y se procedié a medir el pH. Una vez que nos arroj6 los
datos se procedio a realizar un célculo con la ayuda de una féormula para determinar cuél es el
porcentaje de CO2 que cada tratamiento contiene. Segun el "Manual de Métodos Analiticos de
Laboratorio de Suelos” del IGAC (1990).(Ricardo & Delgado, 2006)

Célculo de CO3

R=(B-M) XNXE

B= Volumen del acido necesario R=(B-M) X 0,2 equi X 44,01 g1 :
M= Volumen de HCI L equi

N= Normalidad
E=Peso equivalente del CO2

10.8 Disefio Experimental.

Se utilizara el método experimental el que consistird en validar las diferentes metodologias
mediante un analisis estadistico del DCA (Disefio completamente al azar) con arreglo factorial de

(2x2+1) con 3 repeticiones.

10.9 Anadlisis funcional

Para el analisis funcional se procedera a realizar un anélisis mediante el uso del modelo estadistico

de ADEVA. Luego se realizara la prueba de significancia de Tukey al 5%.



10.10 Factores en estudio

Factor A: Trichodermas

e al Trichoderma Comercial

e a2 Trichoderma Nativo
Factor B: Presentaciones
e blliquido

e b2 Solido

10.11 Tratamientos

Los tratamientos en estudio sera 4 como se detalla en el cuadro més 1 testigo.

Tabla 11: cédigos y descripcién

Tratamientos | Codigos Descripcion

T1 albl Trichoderma comercial liquido
T2 alb2 Trichoderma comercial solido
T3 azbl Trichoderma nativo liquido

T4 az2b2 Trichoderma nativo solido

T5 Testigo Sin Trichoderma

Elaborado por: Shirley Olivo

10.12 Disefio experimental DCA:

Implementado en el laboratorio para el desarrollo del proyecto investigativo.

Figura 2: Disefio del experimento
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Tratamient
0

Trichoder
ma
Comercial
Liquido

Trichoder
ma
Comercial
Solido

Trichoder
ma Nativo
Liquido

Trichoder
ma Nativo
Solido

Testigo

Repeticion Repeticion Repeticion
I 1 111
Testigo TNL TNS
TNL TNS Testigo
TCS Testigo TCL
TNS TCL TCS
TCL TCS TNL
Elaborado por: Shirley Olivo
10.13 Esquema de ADEVA
Tabla 12: Esquema de ADEVA
F.V. GL.
Tratamiento 4
Factor a 1
Factor b 1
Factor a*Factor b 1
Tratamientos vs Testigo 1
Error 10
Total 13
Cv

Elaborado por: Shirley Olivo
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

11.1Poblacion de hongos 1072 siete dias después de la inoculacion

Tabla 13: Resultados del analisis de varianza para poblacion de hongos 10-3siete dias después de

la inoculacion
F.V. SC GL CM F p-valor

Tratamiento 554978,27 4  138744,57 769,66 <0,0001 *
Tricho Com y Nat 193802,08 1 193802,08 1075,07 1,6425E-11 *
Presen Lig y Sél 16060,08 1 16060,08 89,09 2,6921E-06 *
Tricho * Present 4760,08 1 4760,08 26,41 0,00043865 *
Testigo vs resto 340356,02 1  340356,02 1888,07 <0,0001 *
Error 1802,67 10 180,27

Total 556780,93 14

CVv 2,03

Enla Tabla 13. Segun el anélisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores

que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de hongos 102 siete dias después de

inoculacion para todas las variable se observo diferencia estadistica significativa entre estos grupos,

el coeficiente de variacion (cv) fue de 2,03 %

Tabla 14: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de hongos 107 siete dias después de la

inoculacion

Tratamiento Medias Rango

Tricho Nat Sol 881,33 A

Tricho Nat Liq 848 A

Tricho Com Sél 667 B

Tricho Com Liq 554 C

Testigo 361 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >

0,05)

En la tabla 14. Se observo el resultado obtenido en 4 rangos de significacion para poblacion de

hongos 107 siete dias después de inoculacion, donde Trichoderma nativo sélido con 881,33 UFC
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se ubico en el rango “A “dando asi que significativamente es un buen tratamiento en comparacion

con el testigo que se ubico en el rango “D”, con 361 UFC mostrando que no es un buen tratamiento.

Figura 3: Poblacion de hongos 107 siete y catorce dias después de la inoculacion

Hongos 10-3 (7 Y 14 DDI)
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Segun la figura 3 demuestra que existe un mayor aumento de la poblacion de hongos 107 14 dias
después de la inoculacion teniendo la mayor cantidad de UFC siendo asi que para Trichoderma
nativo solido 956 UFC, seguido por Trichoderma nativo liquido con 940,67 UFC, continuando con
Trichoderma comercial solido 784,33 UFC, ademas el Trichoderma comercial liquido 633 UFC,

y por ultimo tenemos el testigo con 457 UFC.

Es asi que (Martin Juarez, 2005) sefiala que la mejor disolucion es a la 107 debido a que se puede
tener un mejor manejo y conteo de la poblacion microbiana, ademas que esta disolucion no aglutina

muchos microorganismos ni tampoco se pierden cantidades de los mismos.

11.2Poblacion de hongos 107 catorce dias después de la inoculacion

Tabla 15: Resultados del analisis de varianza para poblacion de hongos 1073 catorce dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor

Tratamiento 518599,07 4 129649,77 186,89 <0,0001 *
Tricho Com y Nat 151425,33 1 15142533 218,28 4,045E-08 *
Presen Liq y Sél 14008,33 1 14008,33 20,19 1,154E-03 *
Tricho * Present 8427 1 8427 12,15 5,869E-03 *
Testigo vs resto 344738,4 1 344738,4 496,93 <0,0001 *
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Error 6937,33 10 693,73
Total 525536,4 14
CV 3,46

En la Tabla 15. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de hongos 107 catorce dias después de
inoculacion todas las variables presentan diferencia estadistica significativa, el coeficiente de

variacion (cv) fue de 3,46 %

Tabla 16: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de hongos 107 catorce dias después de la

inoculacion

Tratamiento Medias Rangos

Tricho Nat Sél 956 A

Tricho Nat Lig 940,67 A

Tricho Com Sol 784,33 B

Tricho Com Liq 663 C

Testigo 457 D
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >

0,05)

En la tabla 16. Se observd el resultado obtenido en cuatro rangos de significacion para poblacién
de hongos 1073 siete dias después de inoculacion, donde el Trichoderma nativo sélido con 956 UFC
se ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de hongos siendo asi el mejor
tratamiento en cuanto el testigo se ubico en el rango “D” con 457 UFC, dandonos como resultado

el peor tratamiento.

Figura 4: Poblacion de hongos 10-3 siete y catorce dias después de la inoculacion
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Segun la figura 4 se puede apreciar que existe una diferencia entre la poblacion de hongos 10 de
los siete dias después de la inoculacion siendo asi que para Trichoderma nativo solido 881,33 UFC
y de catorce dias después de la inoculacién 956 UFC, teniendo un mayor aumento de la poblacion
de hongos 1072 en la segunda inoculacion esto demuestra que es el mejor tratamiento versus
Trichoderma comercial liquido 554 UFC dentro de los siete dias después de la inoculacion y 633

UFC dentro de los 14 dias después de la inoculacion teniendo asi que no es el mejor tratamiento.

Es asi que (Martin Juarez, 2005) sefiala que la mejor disolucion es a la 10 debido a que se puede
tener un mejor manejo y conteo de la poblacion microbiana, ademés que esta disolucion no aglutina

muchos microorganismos ni tampoco se pierden cantidades de los mismos.

11.3Poblacion de hongos 10 siete dias después de la inoculacion

Tabla 17: Resultados del anélisis de varianza para poblacion de hongos 10 siete dias después de

la inoculacién

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 389014,93 4 97253,73 16,08 0,0002 *
Tricho Comy Nat 112133,33 1 112133,33 18,54 0,0015 *
Presen Liqy Sél 25025,33 1 25025,33 4,14 0,0693 ns
Tricho * Present 432 1 432 0,07 0,7947 ns
Testigo vs resto 251424,27 1 251424,27 41,57 0,0001 *
Error 60488 10 6048,8
Total 449502,93 14
CcVv 14,75

Enla Tabla 17. Segun el andlisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de hongos 10 siete dias después de
inoculacion para las variables Tratamiento, Trichoderma comercial y nativo y Testigo vs resto
presentan diferencia estadistica significativa en comparacion con Presentacién liquido y sélido y
Trichoderma * presentacion, que no se observo diferencia estadistica significativa y el coeficiente
de variacion (cv) fue de 14,75 %

Tabla 18: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de hongos 10 siete dias después de la

inoculacion

Tratamiento Medias Rango
Tricho Nat Sol 433,33 A
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Tricho Nat Liq 320 A B
Tricho Com Sél 297 B
Tricho Com Lig 245,67 B
Testigo 205 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la tabla 18. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
hongos 10 siete dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 433,33 UFC se
ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de hongos siendo asi el mejor
tratamiento en cuanto el testigo se ubico en el rango “B” con 205 UFC, dandonos como resultado

el peor tratamiento.

11.4Poblacion de hongos 10 catorce dias después de la inoculacion

Tabla 19: Resultados del analisis de varianza para poblacion de hongos 10 catorce dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 373181,73 4 93295,43 5,54 0,013 *
Tricho Comy Nat  72385,33 1 72385,33 4,30 0,065 ns
Presen Liqy Sél 82336,33 1 82336,33 4,89 0,051 ns
Tricho * Present 2700 1 2700 0,16 0,697 ns
Testigo vs resto 215760,07 1 215760,07 12,82 0,005 *
Error 168278 10 16827,8
Total 541459,73 14
CVv 20,79

Enla Tabla 19. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de hongos 10 catorce dias después de
inoculacion en cuanto la variable Tratamiento y Testigo vs resto si se observo diferencia estadistica
significativa por otro lado para Trichoderma comercial y nativo, Presentacion liquido y sélido y
Trichoderma * presentacién, no presentan significancia estadistica, y el coeficiente de variacion
(cv) fue de 20,79 %

Tabla 20: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de hongos 107 siete dias después de la

inoculacién

Tratamiento Medias Rango
Tricho Nat S6l 859,33 A
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Tricho Nat Liq 674 A
Tricho Com Sol 663,67 A
Tricho Com Lig 538,33 A
Testigo 384 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

W m ™

En la tabla 20. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
hongos 10 catorce dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 859,33 UFC se
ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de hongos siendo asi el mejor
tratamiento en cuanto el testigo se ubico en el rango “B” con 384 UFC, dandonos como resultado

el peor tratamiento.

Figura 5: Poblacion de hongos 10 siete y catorce dias después de la inoculacion
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Segun la figura 5 se puede apreciar que existe una diferencia entre la poblacion de hongos 10 de
los siete dias después de la inoculacién siendo asi que para Trichoderma nativo solido 747 UFC y
de catorce dias después de la inoculacion 859,33 UFC, teniendo un mayor aumento de la poblacion
de hongos 102 en la segunda inoculacion esto demuestra que es el mejor tratamiento versus el
testigo 275 UFC dentro de los siete dias después de la inoculacion y 384 UFC dentro de los 14 dias

después de la inoculacién teniendo asi que no es el mejor tratamiento.
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11.5Poblacion de bacterias 107 siete dias después de la inoculacion

Tabla 21: Resultados del anélisis de varianza para poblacion de bacterias 107 siete dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 117925,73 4 29481,43 6,9 0,0062
Tricho Com y Nat 36080,33 1 36080,33 8,45 0,0157 *
Presen Lig y Sél 28812 1 28812 6,75 0,0266 *
Tricho * Present 19521,33 1 19521,33 457 0,05682 ns
Testigo vs resto 33512,07 1 33512,07 785 10,0188 *
Error 42704 10 270,4
Total 160629,73 14
Cv 16,82

Enla Tabla 21. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de bacterias 107 siete dias después de
inoculacion para las variables Tratamiento, Trichoderma comercial y nativo, Presentacion liquido
y sélido y el Testigo vs el resto se observd diferencia estadistica significativa en cuanto la variable
Trichoderma * presentacidén no presenta significancia estadistica, el coeficiente de variacion (cv)
fue de 16,82 %

Tabla 22: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de bacterias 107 siete dias después de la

inoculacion

Tratamiento Medias Rangos
Tricho Nat Sol 556,33 A

Tricho Nat Lig 377,67

Tricho Com Sél 366
Tricho Com Lig 348,67
Testigo 294 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

W W W

En la tabla 22. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
bacterias 107 siete dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 556,33 UFC se
ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de bacterias siendo asi el mejor
tratamiento en cuanto el testigo se ubico en el rango “B” con 294 UFC, dandonos como resultado

el peor tratamiento.
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11.6Poblacion de bacterias 107 catorce dias después de la inoculacion

Tabla 23: Resultados del anélisis de varianza para poblacion de bacterias 103 catorce dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 160745,07 4 40186,27 5,75 0,0115 *
Tricho Comy Nat  27552,08 1 27552,08 3,94 0,0752 ns
Presen Liq y Sol 14770,08 1 14770,08 2,11 0,1767 ns
Tricho * Present 24570,75 1 24570,75 3,51 0,0903 ns
Testigo vs resto 93852,15 1 93852,15 13,42 0,0044 *
Error 69915,33 10 6991,53
Total 230660,4 14
CVv 18,25

En la Tabla 23. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de bacterias 10~ catorce dias después de
inoculacion para las variables Tratamiento y Testigo vs resto se observo diferencia estadistica
significativa en cuanto a las variables Trichoderma comercial y nativo, Presentacion liquido y la
variable Trichoderma * presentacion no presenta significancia estadistica, el coeficiente de
variacion (cv) fue de 18,25 %

Tabla 24: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de bacterias 107 catorce dias después de la

inoculacion
Tratamiento Medias Rango
Tricho Nat Sol 626

Tricho Nat Lig 465,33
Tricho Com Sél 460
Tricho Com Lig 439,67
Testigo 300 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

A
A
A
A

W W W

En la tabla 24. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
bacterias 107 catorce dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 626 UFC se
ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de bacterias siendo asi el mejor
tratamiento en cuanto el testigo se ubico en el rango “B” con 300 UFC, dandonos como resultado

el peor tratamiento.



46

11.7Poblacion de bacterias 10 siete dias después de la inoculacion

Tabla 25: Resultados del anélisis de varianza para poblacion de bacterias 10 siete dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 90491,07 4 22622,77 8,95 0,0024 *
Tricho Comy Nat 2883 1 2883 1,141 0,3106 ns
Presen Liq y Sol 20336,33 1 20336,33 8,048 0,0176 *
Tricho * Present 33285,33 1 33285,33 13,172 0,0046
Testigo vs resto 33986,4 1 33986,4 13,45 0,0043 *
Error 25269,33 10 2526,93
Total 115760,4 14
CcVv 19,12

En la Tabla 25. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de bacterias 10 siete dias después de
inoculacion las variables Tratamiento, Presentacion liquido y sélido, Trichoderma * presentacion
y la variable testigo vs el resto se observo diferencia estadistica significativa en cuanto para la
variante Trichoderma comercial y nativo no presenta significancia estadistica, el coeficiente de
variacion (cv) fue de 19,12%

Tabla 26: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de bacterias 10 siete dias después de la
inoculacion

Tratamiento Medias Rango
Tricho Nat Sol 433,33 A

Tricho Nat Lig 320 A B
Tricho Com Sél 297 B
Tricho Com Liq 245,67 B
Testigo 205 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la tabla 26. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
bacterias 10 catorce dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 433,33 UFC
se ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de bacterias siendo asi el
mejor tratamiento en cuanto el testigo se ubicé en el rango “B” con 205 UFC, dandonos como

resultado el peor tratamiento.
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11.8Poblacion de bacterias 10 catorce dias después de la inoculacion

Tabla 27: Resultados del anélisis de varianza para poblacion de bacterias 10 siete dias después

de la inoculacion

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 112561,33 4 28140,33 8,88 0,0025 *
Tricho Comy Nat  14981,33 1 14981,33 4,73 0,0547 ns
Presen Lig y Sél 9861,33 1 9861,33 3,11 0,1081 ns
Tricho * Present 28812 1 28812 9,10 0,0130 *
Testigo vs resto 58906,67 1 58906,67 18,6 0,0015 *
Error 31676 10 3167,6
Total 144237,33 14
CcVv 16,25

Enla Tabla 27. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacion de los factores
que determinaron la tasa de incremento de la poblacion de bacterias 10 catorce dias después de
inoculacion para las variables Tratamiento, Trichoderma * presentacion, y la variable Testigo vs
resto se observO diferencia estadistica significativa, en cuanto a las variables Trichoderma
comercial y nativo y Trichoderma * presentacion no presenta significancia estadistica, el

coeficiente de variacion (cv) fue de 16,25 %

Tabla 28: Prueba de Tukey al 5% para poblacion de bacterias 10 siete dias después de la

inoculacion

Tratamiento Medias Rango
Tricho Nat Sol 490,67 A

Tricho Nat Lig 362,67 A B
Tricho Com Sél 335,33 B
Tricho Com Liq 322 B
Testigo 221 B

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la tabla 28. Se observé el resultado obtenido dos rangos de significacion para poblacion de
bacterias 10 catorce dias después de inoculacion, el Trichoderma nativo sélido con 490,67 UFC
se ubico en el rango “A”, fue evidente el incremento de la poblacion de bacterias siendo asi el
mejor tratamiento en cuanto el testigo se ubicé en el rango “B” con 221 UFC, dandonos como

resultado el peor tratamiento.
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11.9CO:z2 siete dias después de la inoculacion

Tabla 29: Resultados del analisis de varianza para Trichodermas y presentaciones en CO>

primera toma.

F.V. SC GL CM F p-valor
Tratamiento 1,86 4 0,46 sd sd
Tricho Com y Nat 0 1 0 sd sd
Presen Lig y Sél 0 1 0 sd sd
Tricho * Present 0 1 0 sd sd
Testigo vs resto 1,86 1 1,86 sd <0,0001 *
Error 0 10 0
Total 1,86 14
CcVv 0

En la Tabla 29. Se muestra el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacién de los
factores que determinaron la tasa de incremento siete dias después de la inoculacién de los
Trichodermas comercial y nativo no presentan significancia alguna, debido a que los primeros
datos dieron como resultado igual para todos los tratamientos, razén por la cual no existe
significancia alguna, solo hubo diferencia significativa en Testigo vs resto y el coeficiente de
variacion (cv) fue de 0. Ademas de eso no hay prueba de Tukey al 5% por la razon antes

mencionada.

11.10 CO:2 catorce dias después de la inoculacion

Tabla 30: Resultados del andlisis de varianza para Trichodermas y presentaciones en CO2 segunda

toma.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 17,24 4 4,31 16,7 0,0002 *
Tricho Com y Nat 6,45 1 6,45 24,81 0,0006 *
Presen Liq y Sdl 2,32 1 2,32 8,92 0,0136 *
Tricho * Present 1,03 1 1,03 3,96 0,0746 ns
Testigo vs resto 7,43 1 7,43 28,8 0,0003 *
Error 2,58 10 0,26
Total 19,82 14
CVv 12,55

En la Tabla 29. Se muestra el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a la evaluacién de los

factores que determinaron la tasa de incremento de actividad microbiana catorce dias después de
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la inoculacion teniendo asi que de las variables Tratamiento, Trichoderma comercial y nativo,
Presentacion liquido y solido y la variable Testigo vs resto presentan significancia estadistica en

comparacion con el Trichoderma * presentacion, y el coeficiente de variacion (cv) fue de 12,55.

Tabla 31: Prueba de Tukey al 5% para comparacion entre Trichodermas comercial liquido y sélido

como Trichoderma nativo liquido y s6lido

Tratamiento Medias Rango

Tricho Nat S6l 5,87 A

Tricho Nat Liq 4,4 B

Tricho Com Sél 3,81 B C
Tricho Com Liq 3,52 B C
Testigo 2,64 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la tabla 30. El resultado obtenido en la segunda toma de CO2 muestra que existe tres grupos
bien definidos el cual para el Trichoderma nativo solido con 5,87 se ubico en el rango “A”, que
estd por encima del resto de tratamientos dando asi que es un buen tratamiento en comparacién de
los demaés, por Gltimo, tenemos al testigo que tuvo un valor de 2,64 se ubicaron en el rango “C”, lo

que quiere decir que este ultimo no presenta mucha actividad microbiana.

Figura 6: CO, 14 DDI
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Como se puede apreciar en el grafico el cual demuestra que mientras mas cantidad de CO; se puede
asociar con la presencia de microorganismos presentes el suelo que se inoculo con los diferentes

Trichodermas dando asi un resultado del 5,87 mg/100gr de suelo para el Trichoderma nativo solido
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considerado asi un buen tratamiento en cuanto al incremento de actividad microbioldgica.

Teniendo en cuenta que el testigo apenas tuvo un resultado de 2,64 mg/100gr de suelo.

Es asi que (Mamani et al., 2014) demuestra estudios realizados en suelos del altiplano la respiracién
microbiana se midio por la cuantificacion de la produccién de CO,. Siendo asi que a los 14 dias

fue medido después de la inoculacion obteniendo buenos resultados.
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

12.1Impacto Técnico

Con el desarrollo de este proyecto de investigacion, nos ha aportado con una gran y marcada
alternativa en la recuperacion de suelos erosionados aplicando Trichoderma nativo que incrementa
la actividad microbiana del suelo. Ademas de que permite transmitir a los agricultores y estudiantes
de la carrera de ingenieria agrdnoma un conocimiento de una manera facil y sencilla en la captura,

aislamiento y multiplicacion, el mismo que pueden encontrar un video de tutorial.

12.2Impacto Social

Con este proyecto de investigacion tenemos un impacto social positivo y efectivo debido a que con
los resultados de la investigacion se creara conciencia en el equipo de docentes, estudiantes,
agricultores y campesinos para seguir promoviendo el uso de Trichoderma para recuperar suelos

erosionados.

12.3Impacto Ambiental

Este proyecto de investigacion genero varios impactos positivos ya que ofrece una recuperacion de
suelo, mejor calidad del mismo, aumento de la vida microbiana, fertilidad y la disminucion de

utilizacién de agroquimicos.



13. PRESUPUESTO

13.1Presupuesto general

Tabla 32: Presupuesto de materiales de laboratorio

Materiales de laboratorio | Cantidad | Unidad | Valor unitario $ | Valor total $
Trichoderma s .
comercial quui%% 1 Litro 16,00 16,00
Trichoderma spp 1 Gramos 8,0 8,0
comercial sélido
Agar PDA 1 Unidad 71,68 71,68
Agar PCA 1 Unidad 79,52 79,52
Acido clorhidrico 1 Unidad 9,00 9,00
Cloruro de bario 1 Unidad 4,00 4,00
Hidréxido de sodio 1 Unidad 8,50 8,50
Fenolftaleina 1 Unidad 2,50 2,50
Antibiotico 2 Cajas 2,40 4,80
Papel Parafilm 1 Caja 60,00 60,00
Cajas Petri de cristal 10 Unidades 2,50 25,00
Cajas Petri de plastico 6 Paquetes 6,00 36,00
Sacarosa 1 Frasco 3,70 3,70
Pipetas 10 Unidades 0,25 2,50
Porta objetos 10 Unidades 0,25 2,50
Cubre objetos 10 Unidades 0,25 2,50
Bisturis 10 Unidades 0,25 2,50
Subtotal $ 274,80 X
Total $ 338,70
Tabla 33: Presupuesto materiales en general
Material en general | Cantidad Unidad Valor unitario$ | Valor total $
Fundas ziploc 2 Cajas 2,00 4,00
Baldes 14 Unidades 0,50 7,00
Vasos pléasticos 1 Funda 0,50 0,50
Arroz 4 Libras 0,50 2,00
Gasas 10 Unidades 0,10 1,00
Ligas 10 Unidades 0,05 0,50
Tarrinas 50 Unidades 1,75 1,75
Atomizador 4 Unidades 0,50 2,00
Analisis 1 Unidad 33,60 33,60
microbiolégico
Subtotal $ 39,30 X
Total $ 51,55
Tabla 34: Presupuesto total
| Descripcion | Valor unitario $ | Valor total $

52



Materiales de laboratorio $ 274,80 $ 338,70
Material en general $ 39,30 $ 51,55
Subtotal $ 314,10 X
Total $ 390,25
13.2Analisis econdmico
Tabla 35:Costo Inicial
Costo Inicial
Materiales | Cantidad | Unidad | Costo Unitario | Costo Total
Vasos plasticos 1 Funda 0,5 0,5
Gasas 10 Unidades 0,1 1
Ligas 10 Unidades 0,05 0,5
Arroz 4 Libras 0,5 2
Cajas Petri 1 Paquete 6 6
Medio PDA 1 Unidad 71,68 71,68
Papel Parafilm 1 Rollo 60 60
Fundas ziploc 1 Caja 1,5 1,5
Bisturis 5 Unidades 0,25 1,25
Total $144,43
Tabla 36: Costo Reproduccion Trichoderma Sélido
Costo Reproduccion Trichoderma Sélido
Materiales | Cantidad | Unidad | Costo Unitario | Costo Total
Arroz 2 Libras 0,5 1
Fundas ziploc 3 Caja 1,5 4,5
Total $5,5
Tabla 37: Costo Reproduccion Trichoderma Liquido
Costo Reproduccién Trichoderma Liquido
Materiales | Cantidad | Unidad | Costo Unitario | Costo Total
Cajas Petri 1 Paquete 6 6
Medio PDA 19,5 gr 0,15 2,925
Total $8,925

53
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14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En cuanto al aislamiento, multiplicacion y propagacion de Trichoderma nativo se obtuvo
con éxito las cepas teniendo buen resultado la reproduccion en arroz, de la cual se
elaboraron Trichoderma nativo liquido y solido esto sirvo para su posterior inoculacién en
el suelo y la evaluacion del aumento de la actividad tanto del Trichoderma como de
microorganismos que se encontraban presentes en el suelo.

En cuanto al aumento de la actividad microbiana se pudo constatar que el COz en el suelo
fue aumentando gradualmente dias después de cada inoculacion demostrando asi que el
Trichoderma y el resto de microorganismos generan respiracion y por ende forman mas
CO..

Por otro lado, en cuanto a la comparar costos de produccion entre Trichoderma spp
comercial y nativo en forma liquido y sélido, se constato que el Trichoderma nativo tuvo
costos bajos en cuanto a producir un litro de Trichoderma en relacion a los costos del

Trichoderma comercial.

Recomendaciones

En el sector de Salache, es importante llegar con procesos nuevos a los agricultores con
inoculantes biolégicos de excelente calidad, ademas que estos son amigables con
medioambiente no generan dafio en la salud de sus pobladores, no degradan el suelo y que
estos sean econdmicamente accesibles.

Es importante hacer aplicaciones de Trichoderma spp tanto comercial como nativo en
forma liquido y solido, en el campo para realizar pruebas de efectividad y comprobar las
ventajas de la aplicacion de este hongo en diferentes suelos y cultivos.

Mediante el andlisis de costo-beneficio se sugiere que el Trichoderma nativo solido es
menos costoso que el resto de Trichodermas comerciales pudiendo asi que los agricultores

puedan acceder a realizar su propio inoculante biolégico a un costo bajo.
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16. ANEXOS

16.1Anexo 1: Fotografias del Manejo del ensayo

Figura 7: Toma de muestras de suelo Figura 8: Adecuacion del ensayo
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Figura 11: Aislamiento de microorganismos Figura 12: Purificacion de Trichoderma

Contenidonto: §f)  graros

Cada gramo de producto comercial
contiene por lo menos 2x10' UFC.
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Figura 15: Identificacion de Trichoderma Figura 16: Produccion de Trichoderma

Figura 17: Trichoderma nativo liquido
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Figura 19: Inoculacion de Trichodermas Figura 20: Conteo de colonias
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16.2Anexo 2: Aval de traduccién
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