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RESUMEN

La presente investigacion se ejecuto en el Barrio La Banda, Parroguia Aléag, Canton Mejia,
teniendo como objetivo la caracterizacion de Trichoderma asperellum como biocontrolador de
Fusarium equiseti, Fusarium graminearum, estos hongos fitopatdgenos son responsables de
pérdidas agricolas en Ecuador de entre el 10% y el 30% de la produccion total, afectando
cultivos de alto valor econémico. Se recolectaron toma siete muestras de suelo de la zona de
investigacion, utilizando un un metodo de muestreo en zigzag con puntos separados a 10 metros
de distancia. Se realizd el aislamiento en medio de cultivo PDA, observandose que
Trichoderma. asperellum presentd un crecimiento progresivo: al dia 2, donde apenas era
visible; al dia 3, comenzé a desarrollar estructuras blancas; al dia 5, se expandié densamente
con micelio compacto; y al dia 7, mostré6 un crecimiento maximo con esporulacion verde
caracteristica. Ademas, se hizo la caracterizacion morfoldgica de dos patégenos Fusarium sp y
Oidium sp. Para la identificacion molecular, se realizo la extraccion de ADN mediante un
protocolo basado en PCR, utilizando los primers ITS1 e ITS4, amplificando fragmentos de 600
pb, que luego fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% a 100V por 30
minutos. La cuantificacion del ADN se realiz6 con un espectrofotdmetro NanoDrop One,
obteniendo relaciones de pureza 260/280 y 260/230 optimasen todas las muestras. Los
resultados de secuenciacion mediante BLASTn mostraron un 100% de identidad y 100% de
query cover para Trichoderma. asperellum, mientras que los patdgenos fueron identificados
como Fusarium equiseti, Fusarium graminearum y Oidium sp. En las pruebas de antagonismo
in vitro, Trichoderma. asperellum inhibi6 significativamente el crecimiento de los patdgenos,
con un porcentaje de inhibicion del 69.98% frente a F.esequeti y del 64% frente a F.
gramanearum Y clasificado clasificando a Trichoderma en grado 2 de antagonista cada escala
de Bell(1984).Se determino ademé&s que no existe diferencia significativa entre ambas. Se
concluyé que Trichoderma. asperellum posee un alto potencial como antagonista, y se
recomienda realizar ensayos en campo para validar su efectividad en condiciones reales de
cultivo y su posible implementacidn en programas de manejo integrado de plagas, optimizando
su aplicacion en sistemas agricolas sustentables.

Palabras clave: Suelo, Molecular, ADN, PCR y Antagonismo.
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Author:
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ABSTRACT

This research was conducted in the “La Banda” neighborhood, Aléag Parish, Mejia Canton,
with the objective of characterizing Trichoderma asperellum as a biocontrol agent against
Fusarium equiseti and Fusarium graminearum. These phytopathogenic fungi are responsible
for agricultural losses in Ecuador ranging from 10% to 30% of total production, affecting crops
of high economic value. Seven soil samples were collected from the study area using a zigzag
sampling method with points separated by 10 meters. The isolation was performed on PDA
culture medium, where Trichoderma asperellum exhibited progressive growth: on day 2, it was
barely visible; on day 3, it began developing white structures; by day 5, it had expanded densely
with compact mycelium; and on day 7, it reached maximum growth with characteristic green
sporulation, due to incubation at 27°C with 80-90% relative humidity. For molecular
identification, DNA extraction was performed using a PCR-based protocol with ITS1 and ITS4
primers, amplifying 600 bp fragments. These fragments were analyzed by 1.5% agarose gel
electrophoresis at 100V for 30 minutes. DNA quantification was conducted with a NanoDrop
One spectrophotometer, obtaining optimal 260/280 and 260/230 purity ratios. Sequencing
results using BLASTn showed 100% identity and 100% query cover for Trichoderma
asperellum, while the pathogens were identified as Fusarium equiseti, Fusarium graminearum,
and Oidium sp. In vitro antagonism tests revealed that Trichoderma asperellum significantly
inhibited the growth of the pathogens, with the inhibition percentage calculated using
Jaramillo's formula (2014) and classified according to Ezziyyani's scale (2005), achieving an
invasion level of 50% to 100% of the pathogen’s surface. It was concluded that Trichoderma
asperellum has high potential as a biocontrol agent. Field trials are recommended to validate its
effectiveness under real crop conditions and its possible implementation in integrated pest
management programs, optimizing its application in sustainable agricultural systems.

Keywords: Soil, Molecular, DNA, PCR and Antagonism.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Trichoderma sp., es un hongo antagonista que es participe de la lucha contra enfermedades que
afectan a cultivos agricolas de valor econdémico significativo. Ademas, este microorganismo es
efectivo para su uso como un mecanismo de control biolégico, ya que tiene la capacidad de

frenar el crecimiento de hongos fitopatdgenos (Sanchez-Garcia, 2017).

Fusarium sp., impacta a una gran diversidad de cultivos agricolas, provocando enfermedades
devastadoras y considerables de las pérdidas que son entre el 10% y el 30% de la produccién.
En Ecuador, Fusarium sp., tiene una importancia especial debido a su influencia en cultivos de
relevancia econémica, ademas este hongo puede sobrevivir en el suelo durante largos periodos
de tiempo, incluyendo la marchitez vascular y la pudricion radicular que puede llevar a una

disminucién significativa en la calidad y cantidad (Forero-Reyes, 2017).

Oidium sp., es un hongo perteneciente al orden de los Erysiphales, que se manifiesta como un
polvo blanco o cenizo en las hojas, tallos y flores de las plantas afectadas, provocando
disminuciones en el rendimiento y calidad de los cultivos. En Ecuador, el porcentaje de pérdidas
en los cultivos por el oidio puede fluctuar significativamente, con la pérdida del 30% de la

produccion total (De Estadistica Y Censos, s.f.).

El estudio de la capacidad antagénica de Trichoderma contra dos patdgenos agricolas
especificos contribuira significativamente al desarrollo de estrategias sostenibles de manejo de
plagas, reduciendo la dependencia de pesticidas quimicos y promoviendo précticas agricolas
mas ecoldgicas (Harman, 2004). Por lo que la presente investigacidn se enfoca en proporcionar
informacidn sobre las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de Trichoderma sp., con el
objetivo de utilizarlo como un eficiente biocontrolador de los dos patdgenos. La caracteristica
de esta cepa especifica permitira una identificacion y una compresion mas profunda de su
potencial. Se espera que este estudio sirva como un punto de partida para futuras investigaciones
de la Universidad y pueda ser aplicada en estudios que se relacione a la biodiversidad
microbiana del suelo, la biotecnologia agricola y la ecologia, asi como entender la capacidad

antagonista de Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. y Oidium sp. (Gonzalez Basso, 2024).



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios directos

Los beneficiarios directos de la investigacion es la Universidad Técnica de Cotopaxi y los
estudiantes de carrera de Ingenieria Agrondémica a través de la investigacion y con la préctica,
la realizacion de trabajos similares para ser aprovechados desde el punto de vista académico y/o
investigativo.

3.2. Beneficiarios indirectos

Los beneficiarios indirectos seran todos los agricultores del canton Mejia, quienes podran
aprovechar los beneficios de uso del hongo como biocontrolador contra enfermedades en los

cultivos.

4. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El uso de agentes bioldgicos como Trichoderma sp. para el control de patdgenos vegetales ha
cobrado importancia en la agricultura sostenible debido a sus multiples beneficios, como la
reduccion del uso de pesticidas quimicos y la mejora de la salud del suelo (Garcia-Nufiez et al.,
2017). Sin embargo, la eficacia de las cepas de Trichoderma sp., puede variar
significativamente en funcion de su origen geogréfico y las condiciones ambientales especificas
de cada region. En este contexto, la identificacién y caracterizacion de cepas locales de

Trichoderma es crucial para maximizar su potencial de biocontrol en cultivos regionales.

A pesar de esto, no se ha realizado un estudio detallado que permita el aislamiento y la
caracterizacién molecular de estas cepas locales. La falta de conocimiento especifico sobre las
caracteristicas y el potencial de control de la cepa autdctona de Trichoderma sp., limita la
adopcion de practicas de biocontrol en la region (Espafia, 2015). Lo que ha conducido a que se
utilicen ampliamente fertilizantes y fungicidas de procedencia quimica los cuales afectan al
ecosistema (Mayo et al., 2015).

En estudios previos, se ha logrado aislar y caracterizar cepas de Trichoderma en diferentes
regiones del Ecuador, demostrando su potencial como biocontroladores y promotores de
crecimiento vegetal. Sin embargo, es crucial realizar investigaciones especificas en el barrio La

Banda para identificar cepas locales de Trichoderma y evaluar su capacidad antagonista contra



Fusarium y Oidium (Santos, 2011); debido a que, en el sector, el cultivo predominante es el
cultivo de papa, seguido de cultivos de claveles y hortalizas, es decir, cultivos a los que ataca

los patdgenos mencionados.

Este estudio propone la caracterizacion de una cepa de Trichoderma sp. del barrio La Banda,
asi como la evaluacion de su potencial de inhibitorio sobre dos patdgenos relevantes para los
cultivos locales. Al caracterizar la cepa y probar su efectividad, se espera proporcionar una base
cientifica que respalde el uso de Trichoderma sp., como agente de biocontrol en Aldag. Los
resultados podrian tener implicaciones mas amplias para el desarrollo de estrategias de manejo
integrado de plagas en otras regiones con condiciones agroecoldgicas similares (Galarza, 2011).
Ademaés, se aportard conocimiento sobre el uso de microorganismos beneficiosos como
inoculantes para biofertilizantes y biocontroladores (Mayo et al., 2015), los cuales podrian ser
comercializados como mejoradores del suelo y/o promotores del crecimiento, caracteristicas
claves para que un agente de control bioldgico (BCA) basado en Trichoderma sp, actie como

antagonista en el control biol6gico de patdégenos (Mesa Vanegas, 2020).

Fusarium sp., puede ser estudiado para comprender mejor su mecanismo de patogenicidad y
evaluar la eficacia de diferentes métodos de control bioldgico, Sin embargo, uno de los desafios
principales es reproducir las condiciones ambientales y de suelo que favorecen el desarrollo del
hongo en el campo, lo que puede limitar la aplicabilidad de los resultados obtenidos en

laboratorio a situaciones reales de cultivo (Bohorquez Parra, 2010).

El oidio es una inquietud importante debido a su potencial para infectar una extensa gama de
cultivos y provocar pérdidas econdmicas significativas. Esta patologia hongosa, originada por
hongos pertenecientes al orden Erysiphales, se presenta como un polvo blanco o cenizo en las
hojas, tallos y flores de las plantas, disminuyendo la fotosintesis y el desarrollo de las plantas
afectadas. En Ecuador, las pérdidas en las cosechas a causa del oidio pueden variar entre el 10%
y el 30% de la produccion total, en funcion de las condiciones meteoroldgicas y las estrategias
de gestion aplicadas (INEC, 2025).



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Caracterizar la cepa de Trichoderma del barrio La Banda, parroquia Aléag del cantdn Mejia,

para la evaluacion de su potencial inhibitorio sobre dos patdgenos, durante el periodo Octubre

2024 — Febrero 2025.

5.2. Objetivos Especificos

» Aislar cepas de Trichoderma sp. a partir de muestras de suelo presentes en el Barrio La

Banda, Parroquia Aléag, Canton Mejia.

* Identificar de manera morfoldgica y molecular cepas de Trichoderma sp. aisladas de los

suelos del Barrio La Banda, Parroquia Aldag, Canton Mejia; y de dos cepas de hongos

patogénicos conservadas en el laboratorio.

» Evaluar la capacidad antagonica de Trichoderma sp. frente a dos hongos patogénicos, a

nivel in vitro.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades a realizar en la investigacion.

Trichoderma sp. a
partir de muestras de
suelo presentes en el
Barrio La Banda,

Parroquia
Canton Mejia.

Alobag,

muestras de suelo del

bosque ubicado en el

barrio La Banda,
canton Mejia.

Preparacion de
diluciones de

muestras de suelo para
el aislamiento de
Trichoderma sp.

muestras de suelo a

una dista de 10 m de

cada punto.

Realizar diluciones
seriadas  de las
muestras para la
identificacion de

Trichoderma sp.

OBJETIVO ACTIVIDADES METODOLOGIA MEDIO DE

3 VERIFICACION
ESPECIFICO 1
Aislar  cepas  de | Recoleccion de | Se  recolecta 7 | Fotografias.

Cultivos aislados de
Trichoderma sp.




Aislamiento vy
purificacion del
cultivo de
aislados puros de
Trichoderma sp.

OBJETIVO

ESPECIFICO?2

ACTIVIDADES

METODOLOGIA

MEDIO DE
VERIFICACION

Identificar de manera
morfologica y
molecular cepas de
Trichoderma sp.

aisladas de los suelos
del Barrio La Banda,
Parroquia Aldag,
Cantén Mejia; y de
dos cepas de hongos
patogénicos
conservadas en el
laboratorio.

Identificacion basada
en caracteristicas
morfoldgicas

macroscopicas y
microscopicas de los
microorganismos de

interés.

Reconocimiento  de
estructuras de
Trichoderma sp. y de
dos  hongos
patogénicos a través
del del

microscopio.

uso

Extraccion de ADN
de de
Trichoderma sp.

aisladas y de dos

las cepas

hongos patogénicos.

Amplificacion

de regiones
ITS del ADN
mediante PCR.

Secuenciacion y

Identificacion
preliminar basada en
caracteristicas
morfologicas y de

crecimiento.

Reconocimiento  de
estructuras de

Trichoderma sp., vy

de dos  hongos
patogenes, en el
microscopio.

Extraccion de ADN,
amplificacion y
secuenciacion  del
segmento ITS de

Trichoderma sp. y de
dos hongos

patogénicos.

Fotografias.

Cultivos
de

Trichoderma sp. y de

puros

dos  hongos

patogénicos.

ADN de

Trichoderma sp. y de

aislado
dos  hongos

patogénicos.

Productos de PCR de
la region ITS

amplificados.

Secuencias  crudas,
electroferogramas vy
secuencias Cconsenso
de

amplificados.

los productos




analisis

bioinformaticos para
la determinacion de
especies de hongos.

OBJETIVO

ESPECIFICO 3

ACTIVIDADES

METODOLOGIA

MEDIOS
VERIFICACION

DE




Evaluar la capacidad
de

Trichoderma sp.

antagonica

frente a dos hongos
patogénicos, a nivel

in vitro.

de

experimentos de

Disefio
confrontacion en
placa entre
Trichoderma sp. vy

hongos patogenos.

Medicién de
parametros de
inhibicion, como el
diametro de la zona de
crecimiento e
inhibicion.

Determinacion
del PICR.

Evaluacion del grado
de la

capacidad
antagénica  de
Trichoderma sp.
frente a los
patdgenos.

Esquema del disefio

experimental.

Tabla de datos del
crecimiento diario del
biocontrolador y del

patégeno.

Célculos del
porcentaje de
inhibicion.

Pruebas estadisticas

utilizando la
herramienta Infostat.

Elaborado por: (Farah, 2024).

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Clasificacion taxondémica de Trichoderma sp.

El género Trichoderma sp., es un grupo de hongos ampliamente distribuido en diferentes

ecosistemas, conocido por su importancia en el control biolégico de patdgenos vegetales y su

capacidad para promover el crecimiento de las plantas. Estos hongos pertenecen al Reino Fungi,

destacandose por su rapida colonizacion de sustratos y produccion de metabolitos secundarios,

como enzimas hidroliticas y compuestos antifangicos. Ademas, su uso en biotecnologia y en la

agricultura sostenible, lo convierte en un organismo de gran interés (Druzhinina, 2011).

Tabla 2. Clasificacion taxonomica del Trichoderma sp.

Taxonomia
Reino: Fungi
Division:  Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género:

Trichoderma




Elaborado por: (Farah, 2025).

7.2. Generalidades de Trichoderma sp.

Trichoderma sp., es un género de hongos filamentosos perteneciente al filo Ascomycota,
conocido por su capacidad de colonizar diversos sustratos y adaptarse a una amplia gama de
condiciones ambientales. Estos hongos son comunes en suelos, madera en descomposicion y
otros materiales organicos, donde actian como saprofitos o micoparasitos. Su versatilidad
ecologica y capacidad para producir compuestos bioactivos han hecho de Trichoderma sp., un

organismo modelo en la biotecnologia agricola (Harman et al., 2004).

Desde un punto de vista biolégico, Trichoderma sp., se caracteriza por su rapido crecimiento y
produccion de esporas conidiales de color verde, que son distintivas de su género. Estas especies
son conocidas por su capacidad de micoparasitismo, que les permite atacar y destruir hongos
fitopatogenos mediante la produccion de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios,
convirtiéndolo en un aliado esencial en la lucha contra enfermedades de las plantas causadas
por hongos (Schuster & Schmoll, 2010).

Ademas, Trichoderma sp., desempefia un papel importante en la promocion del crecimiento
vegetal. Estos hongos interactian con las raices de las plantas, mejorando la absorcion de
nutrientes y estimulando respuestas de defensa sistémica. También producen hormonas
vegetales y compuestos volatiles que favorecen el desarrollo de las plantas, lo que amplia su

potencial como biofertilizantes y agentes de biocontrol (Contreras-Cornejo et al., 2014).

La importancia de Trichoderma sp. en la biotecnologia no se limita a la agricultura. Estos
hongos son utilizados en la produccién de enzimas industriales, como celulasas y quitinasas,
que tienen aplicaciones en industrias como la alimentaria, textil y energética. Su capacidad para
degradar materia organica y participar en procesos de biorremediacidn subraya su relevancia

como herramienta biotecnolégica multifuncional (Druzhinina et al., 2011).
7.3. Importancia agricola del género Trichoderma sp.

La importancia agricola del género Trichoderma sp., radica en su habilidad para funcionar como
agente de biocontrol. Estos hongos resultan efectivos en la gestion de enfermedades provocadas
por patdgenos vegetales, pues emplean procesos como la antibiosis, el micoparasitismo, la

competencia por espacio y nutrientes, y la generacion de metabolitos intermedios. Por otro lado,
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Trichoderma sp., impulsa el desarrollo vegetal a través de la generacion de compuestos que

potencian la salud y el crecimiento de las plantas.

La utilizacién de Trichoderma sp., en la agricultura sustentable representa una opcién eficiente
y respetuosa con el medio ambiente para disminuir la utilizacion de pesticidas quimicos. Estos
hongos pueden ser utilizados a través del riego o la pulverizacion directa en la base de las
plantas, lo que simplifica su propagacion y eficacia en la gestion de enfermedades
(HerndndezMelchor, 2019).

7.4. Trichoderma sp. como controlador biolégico

Trichoderma sp., se reconoce ampliamente como un controlador bioldgico eficiente en la agricultura.
Este hongo opera a través de diversos procesos, tales como el micoparasitismo, en el que Trichoderma
sp., ataca y se alimenta de los hongos fitopatdgenos, y la generacién de metabolitos secundarios que
frenan el desarrollo de otros microorganismos. Adicionalmente, Trichoderma sp., potencia la salud
vegetal al impulsar su desarrollo y resistencia a las enfermedades (Hernandez-Melchor, 2019).

La aplicacion de Trichoderma sp., como biocontrol representa una opcidn ecoldgica y sostenible frente
a los pesticidas quimicos. Su uso puede llevarse a cabo a través de riego o pulverizacion directa en las
plantas, lo que simplifica su dispersion y eficacia en la gestién de enfermedades. No solo potencia la
salud de las cosechas, sino que también favorece la preservacion del medio ambiente al disminuir la
necesidad de sustancias quimicas (Martinez-Canto, 2022).

7.5. Habitat del hongo Trichoderma sp.

Trichoderma sp. es un género cosmopolita de hongos que se encuentra en una amplia variedad
de habitats, particularmente en suelos ricos en materia organica. Se localizan comdnmente en
suelos agricolas, bosques, madera en descomposicion y residuos vegetales, donde actdan como
descomponedores primarios y contribuyen al reciclaje de nutrientes. Estos hongos prosperan en
ambientes con altos niveles de humedad y un pH neutro o ligeramente acido, lo que favorece
su crecimiento y desarrollo (Harman et al., 2004).

7.6. Caracteristicas del hongo Trichoderma sp.
» Morfologia: Trichoderma sp. presenta un micelio filamentoso y conidios que pueden ser

de color verde, amarillo o blanco. Los conidios son esféricos u elipsoidales y se forman

en mechones compactos o sueltos.



11

* Reproduccion: Este hongo se reproduce asexualmente mediante conidios y puede
adaptarse a diversas condiciones ambientales, incluyendo temperaturas extremas y
diferentes niveles de pH. (Lifeder, s,f).

* Simbiontes de Plantas: Algunas especies de Trichoderma sp., son simbiontes
mutualistas de plantas, colonizando la rizosfera y promoviendo el crecimiento vegetal.
(Lifeder, s,f).

» Biocontrol: Trichoderma sp. es conocido por su capacidad para controlar patdgenos
vegetales mediante la produccién de enzimas y metabolitos antifungicos que inhiben el
crecimiento de otros hongos fitopatdgenos. (Lifeder, s,f)

» Adaptabilidad: Este hongo tiene una gran capacidad de adaptacién a diferentes
ambientes, lo que le permite proliferar en suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos.
(Lifeder, s,f).

7.6.1. Caracteristicas Macroscopicas y Microscopicas

« Color y textura: Las hifas de Trichoderma sp., pueden ser transltcidas o algo verdes o
amarillentas, dependiendo de la especie y las circunstancias de crecimiento (Espinoza
Castro, 2023).

« Conidi6foros: Los conidiéforos de Trichoderma spp. generan conidias
microscopicamente, estas tienen una forma alargada y muestran una pared celular
gruesa; no obstante, las especies varian. Por otra parte, la propagacién de hongos
ambientales requiere conidio para la dispersion de los esporos, estos conidiéforos se
originan de las hifas, ademas poseen estructuras simples o de ramificacion estan
ordenadas en el micelio. Los conidios esféricos o elipticos pueden formar cadenas a lo
largo de los conidioforos (Afiya, 2010).

« Conidioforos en forma de pincel: Los conidioforos llevan conidios que se ramifican
del micelio y varian en complejidad y tamafio entre las especies de Trichoderma. Se
conoce que la forma conifora que poseen contribuyen a distinguir las especies de
Trichoderma y afectar la capacidad del hongo para colonizar sustratos y competir con
otros microorganismos en el suelo (Leiva-Mora, 2023).

« Micelio denso y crecimiento agresivo: En general, Trichoderma spp. es conocido por
su rapido crecimiento y su capacidad para formar micelio denso en sustratos adecuados.
Esto puede observarse como un tapiz filamentoso sobre la superficie del medio de
cultivo (Afiya, 2010).
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7.7. Crecimiento de Trichoderma sp. a nivel de laboratorio

El hongo Trichoderma sp., tiene una temperatura 6ptima de crecimiento que varia entre 25°C y
28°C. En este rango de temperatura, Trichoderma sp., puede crecer rapidamente y producir una
abundante cantidad de esporas. Sin embargo, su crecimiento puede verse afectado a
temperaturas mas altas o mas bajas, ademas tiene que tener una humedad entre 80-90% para el

crecimiento del hongo (Fernandez Gamarra, 2017).
7.8. Mecanismo de accion del hongo Trichoderma sp.

El hongo Trichoderma sp., utiliza varios mecanismos de accion para controlar hongos
fitopatdgenos. Entre estos mecanismos se encuentran el micoparasitismo, donde Trichoderma
sp., ataca y destruye directamente a otros hongos; la antibiosis, donde produce sustancias que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos; y la competencia por nutrientes, donde
compite con otros hongos por los recursos disponibles en el suelo. Ademas, Trichoderma sp.,
puede inducir resistencia en las plantas, ayudandolas a defenderse mejor contra patdgenos
(Infante, 2009).

7.9. Plagas controladas por el hongo Trichoderma sp.

El hongo Trichoderma sp., es conocido por su capacidad para atacar y controlar diversas plagas
y patogenos en los cultivos (Hernandez-Melchor, 2019). Algunas de las plagas mas comunes

que Trichoderma puede controlar incluyen:

*  Fusarium spp.: Es un género de hongos que causa enfermedades en raices y tallos de
plantas. Fusarium es un género de hongos filamentosos que se encuentra ampliamente
distribuido en el suelo y en asociacion con plantas. Muchas de sus especies son saprofitas,
lo que significa que se alimentan de materia organica en descomposicion. Sin embargo,
algunas especies de Fusarium son patégenas y pueden causar enfermedades en plantas,
animales e incluso en humanos. Estas enfermedades incluyen la fusariosis en humanos y
diversas enfermedades en cultivos agricolas, como el marchitamiento vascular en plantas.
(Martinez, 2009).

*  Oidium spp.: Es un hongo que afecta a las plantas, provocado un polvillo en las hojas,

tallos y flores. Oidium, también conocido como mildit polvoriento, es una enfermedad
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criptogdmica causada por varios géneros de hongos ectoparasitos de la familia
Erysiphaceae. Estos hongos atacan principalmente las hojas y tallos jovenes de las
plantas, formando una capa blanca o grisacea de micelio y conidios en la superficiel. Uno
de los ejemplos mas conocidos es el Oidium de la vid, causado por las especies Erysiphe
necator y Uncinula necéator (Ecured, 2017.)

* Rhizoctonia solani: Es un patdgeno que provoca enfermedades como la podredumbre
blanca en una variedad de cultivos.

»  Phytophthora spp.: Un género de oomicetos que causa enfermedades graves como la
tizne de la papa y la marchitez de raices.

» Botrytis cinerea: Es el agente causante de la podredumbre gris en una amplia gama de

cultivos, incluyendo frutas y verduras.

7.10. Fusarium sp.

Fusarium es un género de hongos filamentosos ampliamente distribuido en el suelo y en
asociacion con plantas. En las plantas, Fusarium es conocido por causar enfermedades como el
marchitamiento vascular, que afecta a una gran variedad de cultivos, incluyendo flores,
hortalizas y gramineas. Las esporas de Fusarium son facilmente reconocibles al microscopio
por su forma de media luna o de canoa. Algunas especies también producen micotoxinas que
pueden ser tdxicas para humanos y animales si entran en la cadena alimentaria. La capacidad
de Fusarium para sobrevivir en el suelo durante largos periodos de tiempo lo convierte en un

desafio constante para los agricultores (repoblacionautoctona, 2017)

El marchitamiento vascular causado por Fusarium sp. es una enfermedad que se presenta en
climas calidos, siendo mas comin en suelos &cidos y arenosos. Este patdgeno se transmite
principalmente a través del suelo contaminado, donde puede sobrevivir hasta diez afios. La
temperatura 6ptima para su desarrollo es de 28 °C, aunque puede crecer en un rango que va
desde los 17-20 °C hasta un maximo de 34 °C (Bohorquez Parra, 2010).

Cuando las condiciones del suelo son ideales para el patégeno, pero la temperatura del aire es
inferior a la Optima, se puede observar que el hongo se propaga por la parte inferior del tallo,
sin que las plantas presenten inmediatamente sintomas visibles. Los factores que favorecen el
desarrollo del marchitamiento incluyen temperaturas del suelo y del aire alrededor de 28 °C,
una humedad adecuada del suelo, plantas previamente condicionadas con bajo contenido de
nitrégeno y fosforo, pero ricas en potasio, un pH del suelo bajo, dias cortos y poca intensidad

luminosa (oidium, 2025).
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Este hongo pertenece al grupo de los Deuteromicetos (imperfectos) y es responsable del
marchitamiento vascular en diversos vegetales y flores. Los casos de esta enfermedad
provocados por este género son atribuidos a la especie Fusarium oxysporum. Diferentes
huéspedes son atacados por distintas formas especiales y/o especies de este hongo, siendo
Fusarium oxysporum, Fusarium sp. y Fusarium dianthi los agentes etioldgicos que causan el

marchitamiento en las flores (Macias Moncayo, 2019).

7.11. Especies del género Fusarium spp.

Dentro del género Fusarium, encontramos especies que presentan formas de reproduccion
sexual bien conocidas, como es el caso de F. solani, y otras, como F. oxysporum, en las que no
se ha identificado una fase sexual. Esta situacion complica la clasificacion, ya que,
tradicionalmente, las formas sexuales de una especie han sido agrupadas de manera distinta y
bajo un nombre diferente a las que carecen de reproduccion sexual. Se han asociado diversos
teleomorfos con las especies de Fusarium; la mayoria pertenecen a los Hypocreales, dentro de
la clase Ascomycetes. En particular, tres teleomorfos estan relacionados con los anamorfos del
género Fusarium: Gibberella, Haematonectria y Albonectria. De estos, Gibberella es el género
mas comunmente vinculado a la mayoria de las especies de Fusarium, incluyendo patdégenos
de plantas como Gibberella zeae (F. graminearum), G. moniliformis (F. verticillioides) y otras
especies que forman parte del complejo G. fujikuroi. Por otro lado, el género Haematonectria
incluye a H. haematococca (F. solani), un patégeno cosmopolita de gran relevancia econémica
que afecta a cultivos como porotos, citricos, soja, mani, pimienta, papa y calabaza, entre otros
(Leslie & Summerell, 2006).

7.12. Caracteristicas Morfoldgicas de Fusarium spp.
El crecimiento de cultivos monospéricos en condiciones adecuadas permite observar tres tipos
de esporas: macroconidios, microconidios y clamidosporas. Algunas especies generan los tres

tipos, mientras que otras no.

Los macroconidios son cruciales para la caracterizacion, no solo de la especie, sino también del
género Fusarium. Su forma y tamafio varian segun la especie y pueden formarse en estructuras
especializadas Ilamadas esporodoquios, asi como en monofialides, polifialides y el micelio
aéreo. Para ciertas especies, esta caracteristica es relativamente constante y estable, aunque debe
usarse con precaucion como criterio taxondémico. La presencia de una célula basal en forma de
pie en los macroconidios se considera tipica del género Fusarium, aunque varios géneros de

Coelomycetes también pueden presentarla.
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En cuanto a los microconidios, su presencia o ausencia es un rasgo fundamental en la taxonomia
de Fusarium spp. Si estan presentes, se consideran diversas caracteristicas como su forma,
modo de formacidn y disposicion, ya sea solitarios, en falsas cabezas, en cabezas o en cadenas.
Estos microconidios se originan en el micelio aéreo a partir de monofialides o polifialides, pero

no en el esporodoquio, y pueden observarse de manera aislada, en masas o en cadenas.

Por otro lado, las clamidosporas también constituyen una caracteristica esencial para la
clasificacion de Fusarium spp. Su presencia puede manifestarse de forma solitaria, en pares, en
grupos o en cadenas, y su pared puede ser gruesa, rugosa o lisa. Estas esporas son fundamentales
para la supervivencia ante condiciones adversas, asegurando asi la propagacion y continuidad
del hongo (Watt, 2015).

Finalmente, los conidi6foros son estructuras que albergan los microconidios. Tienen un papel
taxondémico primordial y, dependiendo de la especie, pueden encontrarse en monofialides o, en
algunos casos, en una combinacion de monofialides y polifialides con una produccion reducida
de microconidios (Leslie & Summerell, 2006).

7.13. Generalidades del Oiduim spp.

El género Oidium, perteneciente a la clase Ascomycota, es responsable de enfermedades en
plantas que se conocen como oidiosis. Estas infecciones se manifiestan a través de un
recubrimiento blanco y polvoriento sobre hojas, tallos y flores. Oidium se desarrolla en
condiciones de temperatura moderada y elevada humedad relativa. Para controlar esta
enfermedad, es fundamental implementar practicas culturales, como la rotacién de cultivos, asi

como el uso de fungicidas.

Las esporas de Oidium se dispersan principalmente mediante el viento y tienen la capacidad de
infectar plantas bajo diversas condiciones de temperatura y humedad. Aunque no requieren
agua en estado liquido para su desarrollo, un ambiente calido y himedo favorece su crecimiento.
Los sintomas caracteristicos de la infeccion incluyen manchas blancas y harinosas que pueden

extenderse y cubrir extensas areas de la planta.

El manejo de Oidium puede incluir tanto el uso de fungicidas quimicos como métodos de
biocontrol. Si bien los fungicidas quimicos son efectivos, su aplicacion debe ser

cuidadosamente gestionada para evitar la resistencia y minimizar el impacto en el medio
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ambiente. Los métodos de biocontrol, que implican el uso de antagonistas naturales, representan

una alternativa sostenible y eficaz.

Oidium es una enfermedad significativa que afecta a una amplia variedad de cultivos y plantas
ornamentales. Su control eficaz requiere una combinacion de practicas culturales, tratamientos
guimicos y métodos de biocontrol para reducir su impacto y prevenir su propagacion (oidium,
2025).

7.14. Caracteristicas Morfoldgicas de Oidium spp.

El micelio del Oidium spp. tiene un color blanco y una textura similar al algodén, formando una
capa sobre las hojas, tallos y flores de las plantas afectadas. Este micelio crece en la parte
externa de la planta, capturando nutrientes y perjudicando la fotosintesis (Smith, 2020).

Las ascosporas son el método principal a través del cual se dispersa el hongo. Tienen una forma
de conos o cadenas y son liberadas por estructuras especializadas conocidas como ascas. Pueden
ser transportadas por el aire, ayudando a que la enfermedad se propague a nuevas plantas (Jones
et al,2018).

Los conidi6foros son estructuras delgadas y elongadas que surgen del micelio y liberan
conidios. Estas estructuras permiten que el hongo se disemine rapidamente, ya que los conidios
son esporas asexuales que pueden infectar directamente otras partes de la planta o plantas
vecinas (Garcia, 2017).

Los conidios son esporas asexuales que tienen una funcion vital en la diseminacion del Oidium
sppa. Estas esporas se liberan en grandes cantidades y son capaces de sobrevivir en condiciones
dificiles, lo que permite una infeccidn continua de las plantas (Miller &amp; Brown, 2019).

7.15. Identificaciéon molecular de Hongos.

Las técnicas moleculares han sido de suma importancia en los Ultimos afios, debido a la
confiabilidad y precision entre varias cepas de la filogenia del género de Trichoderma sp.,
Fusarium sp. y Oidium sp. se analiza su posible especie mediante las secuencias de los
espaciadores de los transcriptos internos del ADN ribosomal (ITS) (Valiente, 2013). Una
técnica usada para la identificacion de microorganismos es la deteccion de acidos nucleicos por
medio de la PCR o mé&s conocida como la reaccion en cadena de la polimerasa. Consiste en

amplificar regiones de ADN por repeticiones ciclicas de la reaccidn de elongacion en base a los
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cebadores especificos y mediado por la enzima Taq polimerasa, en condiciones estandarizadas
(Soto Murioz, 2014).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTA CIENTIFICA O HIPOTESIS

8.1. Hipotesis Nula

El hongo Trichoderma sp., aislado del suelo del Barrio La Banda, Parroquia Aldag, Cantdn
Mejia no presenta un potencial inhibitorio sobre dos hongos patogénicos conservados a nivel
de laboratorio.

8.2. Hipdtesis Alternativa

El hongo Trichoderma sp., aislado del suelo del Barrio La Banda, Parroquia Aldag, Canton
Mejia presenta un potencial inhibitorio sobre dos hongos patogénicos conservados a nivel de

laboratorio.

9. METODOLOGIA
9.1 Tipos de investigacion

9.1.1 Investigacion bibliografica/documental

Este procedimiento conlleva la exploracion y recoleccién de datos bibliogréficos disponibles,
que incluyen articulos de investigacion, libros, tesis y documentos vinculados con el asunto de
los agentes biocontroladores. Se realiza un estudio detallado de estos datos, destacando los
elementos mas significativos y pertinentes para la creacién del documento del proyecto de
investigacion. Este método facilita la creacion de nuevos saberes y contribuye al progreso de la

investigacion correspondiente.
9.1.2 Investigacion Descriptiva

Es importante verificar y examinar minuciosamente las propiedades fisicas del hongo, tales
como su morfologia y estructura molecular. Esto abarca el reconocimiento y caracterizacion de
la forma, tamario, color y estructuras del hongo. Este estudio es estrictamente de laboratorio,
fundamentado en la reactivacion de Trichoderma sp. nativo segun su descripcion molecular a

través de la PCR y el andlisis bioinformatico.
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9.1.3 Investigacién Experimental

Método utilizado para provocar o manipular la variable que se quieren estudiar, por lo tanto, se
va a verificar por datos estadisticos de su potencial de biocontrolador en dos patdgenos, se puede

definirse de tipo experimental.

9.2 Métodos de investigacion

9.2.1 Cualitativo

La observacion detallada de las caracteristicas fisicas del hongo (morfoldgicas), asi como el
analisis de su composicion genética y molecular. Esto implica identificar y describir aspectos
como la forma, el tamafio, el color y las estructuras del hongo, asi como determinar su identidad

genética y posiblemente su variabilidad genética (molecular).

9.2.2 Cuantitativa

Debido a los anélisis estadisticos, se puede describir la cuantificacién del porcentaje de control
bioldgico sobre dos patdgenos. Este anélisis permite medir de manera precisa la efectividad del

agente biocontrolador.

9.3 Ubicacion de la investigacion

La presente investigacion se realizo en la Universidad Técnica de Cotopaxi campus Salache,
esta dentro del perimetro rural canton Latacunga, ubicada al suroeste de la cabecera cantonal,
junto a la E35 en el km 7,53 via Salache a 2,870 msnm su temperatura media es de 13,6°C.




19

Figura 1. Laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi

Fuente: Google maps

9.4. Recoleccion de muestras

Para la recoleccion de muestras de suelo en el bosque, se siguié un método sisteméatico que
incluyd la obtencidn de siete muestras en diferentes partes del bosque. Se utiliz6 el método de
recoleccidn en zigzag para asegurar una representacion adecuada de las diversas areas del
bosque. Las muestras obtenidas fueron cuidadosamente colocadas en bolsas Ziploc, cada una

con su respectiva identificacidn para facilitar el analisis posterior.

78736'30"W 78°36'0"W 78°35'30"W

N Recoleccion de muestras
A o
o L
A

0°29'0"8
0°29'0"S

Barrio: La Banda
Parroguia; Aléag
Canton: Mejia

300 km
T — 78°36'30"W 78°36'0"W 78°3530"W

Figura 2. Barrio la Banda, Parroquia Aléag, Cantdn Mejia.

9.5. Materiales y reactivos

9.5.1 Materiales.

« Cajas Petri (50 unidades)

« Asa de siembra metélica (1 unidad)
« Estuche de diseccion (1 unidad)

« Papel absorbente (1 rollo)

« Papel aluminio (4 rollos)

« Mechero (1 unidad)

« Jeringuilla de 10ml (4 unidad)

« Agua destilada (5 litros)

« Guantes quirargicos (100 unidades)
« Papel film (30 metros)

« Puntas de micropipeta (100-200 pL)



« Microtubos (1.5 mL)

« Microtubos (0.2 mL)
 Perlas de vidrio (10 unidades)
« Parafilm (1 rollo)

« Alcohol (70%)

« Tubos de ensayo

9.5.2 Reactivos

e PDA

e Alcohol al 96% (10 litros)

e Agua destilada (5 litros)

e Buffer de extraccion (500 uL)
e B-mercaptanol (2 pL)

e Cloroformo (500 pL)

e Etanol (70%-96%)

e Acetato de Sodio (3M)

e Agua ultra pura (50 pL)

e Dream Taq 2X (12.5 pL/RX)
e Primer ITS1 (2.5 uL/Rx)

e Primer ITS4 (2.5 puL/Rx)

e Agarosa (0.759)

e Buffer Juice (50 pL)

e Syber Safe (1.75 pL)

9.6 Equipos utilizados para realizar la investigacion

Tabla 3. Equipos de laboratorio utilizados en la investigacion.

Equipos del laboratorio Marca Modelo Cantidad
Autoclave TUTTNAVER 2540M 1
Incubadora REBELK RI-50 1
Cémara de flujo laminar BIOBASE BBS-DDS. CN 1
BBS-H1300
Balanza HOCHOICE HCS500 1
Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA 1
Centrifuga HERMLE Z160M 1
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Vortex VORTEXGENEIEZ2 SI-A236 1

Termobloque BOECO DBI-100 1

Microondas GENERAL JES710WK 1
ELECTRIC

Fuente de poder y cdmaraj ENDURO E0303 1

de electroforesis

Transiluminador ENDURO GDS ENDURO GDS 1

Termociclador BOECO TC-TE 1

Congelador -20°C SO-LOW 1

Espectrofotometro THERMO NANODROP 2000 1
SCIENTIFIC

Micropipetas BOECO M-200 pL 1

Computadora SAMSUNG S19A10N 1

Elaborado por: (Farah,2024)

9.7. Preparacion de materiales

Se preparé 200 mL de agar PDA (Agar Papa Dextrosa) para calcular la cantidad de agar se

utilizo la siguiente formula tomando un volumen de 20mL aproximadamente por caja Petri:

=" 1o00mL

200mL = 39g 78
— =7.8g

Se peso 7,89 de Agar PDA y se coloco 200mL de agua destilada, se homogenizd y se llevé al

autoclave. Ademas, se esterilizaron asas de siembra, pinzasy cajas Petri a 120°C por un tiempo

de 40 minutos. Se retiraron los materiales de la autoclave, y se espero hasta que se enfrien. Se

desinfect6 la cAmara de flujo laminar con etanol al 70% Yy se colocaron todos los materiales

necesarios como: mechero con alcohol 96%, cajas Petri de 90x15 mm. Después de la

esterilizacion, se afiadid el antibidtico Cloranfenicol al medio de cultivo PDA a una

concentracion final de 0.05 mg/L, con el propdsito de asegurar la eliminacion de cualquier

microorganismo. Finalmente, el medio de cultivo fue repartido en las cajas Petri.

9.8 Aislamiento de Trichoderma a partir de muestras de suelo

9.8.1 Diluciones seriadas de muestras de suelo

Las muestras de suelo se trasladaron al laboratorio, después se procedio a realizar diluciones

seriadas, para esto, se tomo 10g de cada muestra de suelo y se colocé en 90mL de agua destilada
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estéril para formar la primera dilucion (10). A partir de la primera dilucion, se tomé 1mL de
la dilucion 10 y colocé en 9mL de agua destilada, formando la dilucion 107, se repitio el
proceso hasta la dilucion 1073, Posteriormente, se tomé 600uL de la dilucion 10 y se sembré
por extension en agar PDA (Agar Papa Dextrosa). La siembra se realiz6 por triplicado por cada

muestra. Se incubd a 27°C por 7 dias (Arana, 2019).

9.8.2 Obtencién de cultivos puros.

Se seleccionaron las cajas con posible presencia de Trichoderma sp. Se realizé una tincién
simple con azul de metileno a aquellos hongos que presentaron posibles caracteristicas
macroscopicas similares a Trichoderma sp. Los hongos que presentaron estructuras
microscopicas similares a las de Trichoderma sp. se aislaron en cajas Petri con agar PDA. Para
esto, se utiliz6 un bisturi esterilizado para realizar un corte cuadrado en el hongo, el cual se
transfirio a otra caja Petri con agar PDA. Este método permitio purificar la cepa para su analisis

molecular en laboratorio (Troya, 2014).

Se trabajé con dos hongos patdgenos que se encontraban aislados en el laboratorio. Para su
reactivacion, del primer hongo se tomé una muestra del micelio y se lo transfirié a la caja Petri
con agar PDA. El segundo hongo se aislé a partir de muestras de tallo de clavel que se
encontraban conservadas en el laboratorio. Las cajas Petri fueron incubadas durante 7 dias a

una temperatura de 27°C.

9.9. Extraccion de ADN de hongos

A partir del crecimiento de hongos puros en medio PDA, se tomo aproximadamente 50-100 mg
de micelio y se colocé en un microtubo de 2 mL que contenia 200 pL de PBS, se centrifugé por
2 minutos a 12000 rpm. Se afadieron tres perlas de vidrio, 500uL de buffer de extraccion (Tris
HCI 100 Mm, EDTA 20 mM, CTAB 2,5% w/v, NaCl 1.4 M, pH 8) y 2 uL de Pmercaptoetanol.
Se realizo disrupcion mecanica usando un vortex durante 30 segundos para lograr una mejor
maceracion. Se incubd en un termobloque a 60°C por 30 minutos, invirtiendo los tubos en lapsos
de 10 minutos. Se afiadié 500 pL de cloroformo frio y se homogeniz6 con vortex. Se dejo
reposar por 2 minutos y se centrifugd a 12000 rpm por 8 minutos con el objetivo de separar la
solucidn en fases. Se transfirio el sobrenadante a un nuevo microtubo de 1,5 mL y se agregé un
volumen igual de etanol absoluto frio, 150 uL de acetato de sodio 3M y 300 uL de etanol 70%,
para lograr la precipitacion del ADN. Se dejo reposar durante 2 horas a -20°C. Se centrifugé a
12000 rpm por 17 minutos, obteniendo al fondo del tubo el pellet que contenia el ADN, se

descart6 el sobrenadante. Se realizaron dos lavados utilizando 500 pL de etanol al 70% y un
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tercer lavado con 500 pL de etanol al 96%. Se dejo secar las muestras con el flujo de aire de la
camara por un tiempo de 30 minutos. Finalmente, se resuspendio el pellet en 50 puL de agua
ultrapura. Se llevo a incubacion por 30 minutos a 37°C. EI ADN fue almacenado a 20°C (Flores,
2021).

Se preparé un gel de agarosa al 1% y se realiz6 una corrida electroforética a 100 V durante 30

minutos con el objetivo de visualizar la calidad del ADN.

El ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop2000c. Se

obtuvo la concentracion de cada muestra en ng/uL y los radio 260/230 y 260/280.

9.10.Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron 5
microtubos con ADN de la muestra M1 (Trichoderna sp.), ADN de la muestra M2 (Oidium),
ADN de la muestra M3 (Fusarium), control positivo y control negativo, se utilizo la enzima
Dream Green Taq (Thermo Scientific, 2016). Un volumen final de 25 pL. que contenia 12.5 pL
de Dream Green Taq 2X, se coloc6 2.5 puL de cada Primer ITS e ITS4, 2.5 pL de agua ultra
puray 5 uLL. de ADN de cada muestra o control. La amplificacion se realizo en el termociclador
Boceo TC-TE, utilizando el perfil térmico que incluyd 3 minutos de desnaturalizacién a 95°C
por un ciclo, seguido de una desaturacion a 95°C por 30 segundo, Annealing a 55°C por 30
segundos y Extension a 72°C por 1 minuto por 35 ciclos; una extension final de 72°C por 5

minutos y tiempo indefinido de reposo a 4°C (White, 1990).

Se prepard un de agarosa al 1,5% (p/v), disolviendo 0,75 g de agarosa en 50 ml de TAE, se
incorpor6 1.75 uL SYBR Safe. Una vez solidificado el gel, se coloco en la camara de
electroforesis con los pocillos orientados hacia le polo negativo y se llend la cdmara con TAE.
Se cargo un marcador de peso molecular de 100 bp en el primer pocillo, en los siguientes
pocillos se anadieron 5 ulL de control negativo,5 uL. de la muestra M1 (Trichoderna sp.), 5 uL
de la muestra M2 (Oidium), 5 uL de la muestra M3 (Fusarium), 5 uL del control positivo. La

electroforesis se llevé a cabo a 100 V durante 30 minutos.

9.11.Analisis Bioinformatico

Los productos de amplificacion de la region ITS fueron enviados a la compafiia IDgen para su
secuenciacion mediante el método de Sanger. Los resultados fueron obtenidos en formato. abl.

Para la identificacion molecular, se cargaron los datos de las secuencias en el software Geneious
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Prime, se eliminaron las secuencias de baja calidad, se realiz6 al alineamiento de novo de las
secuencias obtenidas con ITS1 e ITS4 de cada muestra, se reviso el alineamiento y se obtuvo la

secuencia consenso.

Se compard la secuencia consenso frente a todas las secuencias reportadas en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information) a través de la ejecucién del BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). Se identifico el microorganismo al que pertenecia la region ITS

amplificada de cada hongo. Se identifico el porcentaje de identidad y el query cover.

9.11. Pruebas de capacidad antagonica

Se realizé las pruebas de capacidad antagénica para poder medir la efectividad de Trichoderma
sp. frente a dos patogenos. Se establecio un disefio completamente al azar (DCA) con dos
tratamientos y cinco repeticiones. El primer tratamiento enfrenté a Trichoderma sp. y Oidium

sp., en el segundo tratamiento se ensay6 a Trichoderma sp. y Fusarium sp.

Se tomaron discos de micelio de 9mm de didmetro del antagonista y del patégeno, se colocaron
en ambos extremos a 1cm del borde de las cajas Petri que contienen medio de PDA con
cloranfenicol, separados 5,5 cm uno al otro, se incub6 a 27°C durante 7 dias. Se prepararon
también un control negativo sin micelio del antagonista y del patégeno, un control positivo de

Trichoderma sp., y Oidium sp., o Trichoderma y Fusarium, de manera individual.

Para evaluar la capacidad antagonica de la cepa Trichoderma sp., frente a los patdgenos se
calcul6 el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente férmula propuesta por Jaramillo
(2014) a los 7 dias de incubacion:

picr = FL—RZ 0o
= e——
R1

Donde el R1 es la medida del crecimiento radial del antagonista y R2 es la medicion del
crecimiento radial de los patdgenos.

Asi mismo, se utilizo la escala antagonista propuesta por Bell (1982), con el fin de determinar
el grado de la prueba antagénica a nivel in vitro de Trichoderma sp., contra los patdgenos.
Grado Capacidad antagonica (Antagonista - Patdgeno)

Trichoderma sobrepasé completamente al patégeno y cubrid toda la
superficie del medio.

2 Trichoderma sobrepasé al menos dos tercios de la superficie del medio.
Trichoderma y el patégeno colonizaron cada uno aproximadamente la
mitad de la superficie del medio.

El patogeno colonizé al menos dos tercios de la superficie del medio y
parecid resistir la invasion de Trichoderma.

1
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El pat6geno sobrepasé completamente a Trichoderma y ocupd toda la
superficie del medio

Tabla 4: Tabla de la capacidad antagonista del biocontrol, respecto al patégeno (Ezziyyani,

2005; Bell, 1982).

9.12. Andlisis Estadistico

Se establecié un disefio completamente al azar (DCA) y se aplicd la prueba de Tukey para
determinar si Trichoderma sp. tiene un potencial inhibitorio frente a cada patdgeno, con un

nivel de confianza del 95%. La prueba se realizé en el software InfoStat.
10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1. Muestreo de suelo para el aislamiento de Trichoderma sp.

Se colectaron muestras de suelo de 7 zonas del bosque del Barrio La Banda. Se utilizé el método
de zigzag, las muestras se llevaron al laboratorio para el aislamiento y multiplicacién de
Trichoderma, la muestra 5 fue la que present6 Trichoderma sp.

10.2. Identificacion Morfologica de Trichoderma sp. y de dos hongos patdgenos

10.2.1. Observacion macroscopica

Trichoderma sp.
En la figura 3 se puede observar el crecimiento macroscopico del hongo Trichoderma sp.

durante los 7 dias, incubados a una temperatura de 27°C.

o

Dia 2 Dia 3 Dia7
Figura 3: Crecimiento radial de (Trichoderma sp.), en medio de cultivo PDA durante 7 dias

de desarrollo.

Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)
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Crecimiento del hongo al 2 dia:
Trichoderma sp., sembrado en caja Petri con agar PDA; apenas fue visible a simple vista.
Crecimiento del hongo al 3 dia:

Se comenzé a observar estructuras de color blanco verdoso en el agar, lo que indico que el

micelio de Trichoderma sp. estaba proliferando.
Crecimiento del hongo al 5 dia:

Las colonias de Trichoderma sp., en la caja Petri crecieron y se expandieron. Presentaron un
aspecto mas denso y compacto. El crecimiento de Trichoderma sp, en caja Petri continu6, las
colonias se extendieron ain méas y se pudo observar pequefias estructuras reproductivas como

conidios o esporas.
Crecimiento del hongo 7 dia:

Las colonias de Trichoderma sp., en la caja Petri alcanzaron su maximo crecimiento,
cubrimiento gran parte del agar y mostrando una apariencia caracteristica de crecimiento en
hifas. El crecimiento de Trichoderma sp., en la caja Petri se mantuvo estable, las colonias
comenzaron a mostrar cambios de color o textura lo que indic6 el inicio de la produccién de

esporas maduras.

Se mantuvieron las condiciones adecuadas de humedad, temperatura y nutrientes para favorecer
el crecimiento Trichoderma sp., en la caja Petri y observar su desarrollo dia a dia.
(Merino Pefiafiel, 2017).

Oidium sp.

En la figura 4 se puede observar el crecimiento macroscépico del hongo Oidium sp. durante los
7 dias, incubados a una temperatura de 27°C.
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Figura 4:Crecimiento radial de (Oidium sp.), en medio de cultivo PDA durante 7 dias de
desarrollo.

Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)

Crecimiento del hongo al 2 dia:
Oidum sp., sembrado en caja Petri en agar PDA; apenas fue visible a simple vista.
Crecimiento del hongo al 3 dia:

Se comenzd a observar estructuras de color blanco en el agar, lo que indicé que el micelio de
Oidium sp. estaba proliferando.

Crecimiento del hongo al 5 dia:

Las colonias de Oidum sp., en la caja Petri crecieron y se extendieron. Presentaron un aspecto
mas denso y compacto. El crecimiento de Oidum sp., en la caja Petri continud, las colonias se

extendieron ain mas y se pudo observar pequefias estructuras reproductivas como esporas.
Crecimiento del hongo 7 dia:

Las colonias de Oidum sp., en la caja Petri alcanzaron su maximo crecimiento, cubrimiento gran
parte del agar y mostrando una apariencia caracteristica de crecimiento en hifas. El crecimiento
de Oidum sp., en la caja Petri se manifesto estable, las colonias comenzaron a mostrar cambios

de color o textura lo que indico el inicio de la produccién de esporas maduras.

Se observo que las colonias de Oidum sp. en el medio de cultivo PDA mostraron caracteristicas
distintas a medida que crecian. Al principio, las colonias eran pequefias, exhibiendo un color
blanco a anaranjado y tenian una textura parecida al algoddn, con hifas que se extendian hacia
los alrededores. Con el tiempo, las colonias se fueron expandiendo, cubriendo gran parte del

medio y presentando un crecimiento mas denso con una textura mas suave.

Cuando las colonias alcanzaron su tamafio maximo, empezaron a cambiar de color, pasando de
blanco a anaranjado claro, mostraron matices amarillentos en la base de la placa de Petri.
Asimismo, la textura se volvid mas aspera y adquirié una apariencia mas granulada. Estos
cambios indicaron que la produccion de esporas maduras podria estar en proceso, lo cual es

tipico de Oidum sp. en condiciones de cultivo (Burbano, 2024).

Fusarium sp.
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En la figura 5 se puede observar el crecimiento macroscopico del hongo Fusarium sp. durante

los 7 dias, incubados a una temperatura de 27°C.

Dia 2 Dia7

Figura 5: Crecimiento radial de (Fusarium sp.), en medio de cultivo PDA durante los 7 dias
de desarrollo.

Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)
Crecimiento del hongo al 2 dia:
Fusarium sp., sembrado en caja Petri con agar PDA, apenas fue visible a simple vista.

Crecimiento del hongo al 3 dia:

Se comenz6 a observar pequefias colonias de Fusarium sp., en el agar, de color blanco en el

borde y rosado oscuro en el centro.

Crecimiento del hongo al 5 dia:

Las colonias de Fusarium sp., en la caja Petri crecieron y se expandieron, presentaron un aspecto
mas denso y compacto. El crecimiento de Fusarium sp., en la caja Petri continu0, las colonias

se extendieron y se pudo observar pequefias estructuras reproductivas como esporas.
Crecimiento del hongo 7 dia:

Las colonias de Fusarium sp., en la placa de cultivo lograron su desarrollo completo, ocupando
la totalidad del medio y exhibiendo una forma tipica de hifas. El desarrollo de Fusarium sp., en
la placa de cultivo se sostuvo de manera constante, y las colonias evidenciaron cambios en color
o textura que sefialen el comienzo de la formacion de esporas maduras.

Se observd que las colonias de Fusarium sp. en el medio de cultivo PDA mostraron una
expresion unica a medida que se desarrollaban. Inicialmente, las colonias eran pequefias y
tenian un color blanco a gris, con una textura similar a algodén y un crecimiento en hifas que
se extendian hacia afuera. Con el paso del tiempo, las colonias se expandieron, cubriendo gran

parte del agar y exhibieron un crecimiento denso con una textura mas suave y un color amarillo
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intenso finalmente las hifas se tornaron a un rosado en el cultivo de 10 dias. Cuando las colonias
alcanzaron su tamafio maximo, comenzaron a cambiar de tonalidad, variando desde amarillo a
rosado oscuro. Ademas, la textura se torné mas aspera y adquiridé un aspecto mas granuloso.
Estos cambios sugirieron que la produccion de esporas maduras estaba en marcha, lo que es

caracteristico de Fusarium sp. bajo condiciones de cultivo (Bohorquez Parra, 2010).

10.2.2. Observacion microscopica

Para la identificacion del hongo Trichoderma sp. que fue aislado del suelo y cultivado en el
laboratorio y de los dos hongos patogénicos que se encontraban en el laboratorio de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, y transcurridos 7 dias de crecimiento a una temperatura de
26°C. Se realizo la tincion simple del micelio del hongo utilizando la técnica de la cinta adhesiva
Scotch sobre una gota de azul de metileno. Luego, se colocaron los portaobjetos en el
microscopio OLYMPIUS y se observaron las estructuras utilizando el lente objetivo
(20x/0.40Ph1.), esto permitio analizar las estructuras que se forman durante su crecimiento en

el medio de cultivo.

Trichoderma sp.

Al observar Trichoderma sp. bajo el microscopio, se pudo identificar sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas. Este hongo presentd conidiosporas (esporas asexuales) que son de
forma eliptica o globosa. Ademas, se pudieron observar hilos de micelio que formaban una red
ramificada (Figura 6). La tincion con azul de metileno es comunmente utilizada para mejorar la
visualizacion de estas estructuras debido a su alta afinidad por los componentes de la pared

celular fangica (Salamanca, 2015).
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Figura 6: Visualizacion de Trichoderma sp en el microscopio.
Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)
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Oidium sp.

Al observar Oidium sp. bajo el microscopio, se pudo identificar sus caracteristicas morfologicas
distintivas. Este hongo presentd conidiosporas (esporas asexuales) que tuvieron forma de
cadenas cortas que emergen directamente de los conidiéforos. Ademas, se pudo observar hilos
de micelio que forman una red ramificada (Figura 7).

Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)

Fusarium sp.

Al observar Fusarium sp. bajo el microscopio, se pudo identificar sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas. Este hongo presenta conidios (esporas asexuales) que tienen una forma
alargada. Ademas, se pudo observar hilos de micelio que forman una red ramificada (Figura 8).

Figura 8:Visualizacion de Fusarium sp., en el microscopio

Elaborado por: (Farah Ariel, 2024)

10.2.3. Identificacion morfolédgica

Trichoderma sp.
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Este hongo entomopatdgeno es ampliamente utilizado en agricultura para proteger los cultivos
de plagas y enfermedades. Es un fungicida y bioestimulante que mejora la salud y productividad
de las plantas (Briseno, 2024). Las caracteristicas morfologicas de la Trichoderma sp. aislada

del suelo se pueden apreciar en la Tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas morfologicas de Trichoderma sp.
Partes Descripcion Fotografia

Micelio El didmetro de las hifas individuales del
micelio puede variar entre 2 y 10
micrometros, mientras que la longitud de las
hifas puede extenderse desde unos pocos
micrometros hasta varios centimetros,
dependiendo de las condiciones de
crecimiento.

Conidioforos | Los  conidiéforos  son  generalmente -

ramificados, con una terminacion en forma Yo '\l}f"m"jl""yf,‘-fw.:
peine 0 racimo, donde se agrupan las NIRRT '
conididsporas.

R et Ve
AR \

Conidias | Las conidias tipicamente tienen una longitud
que oscila entre 3 y 5 micrometros de
didmetro.

Elaborado por: (Farah Ariel, 2025)

Oidium sp.

Las caracteristicas morfologicas del hongo patogénico Oidium sp. conservado en el Laboratorio

se pueden apreciar en la Tabla 6.
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Tabla 6: Caracteristicas morfologicas de Oidium sp.
Partes Descripcion Fotografia

Micelio Se observa como una red de filamentos
blancos y algodonoso que se extienden sobre
el medio de cultivo.

Conidi6foros | Los  conidiéforos  son  generalmente
y Conidias | ramificados, con una terminacién en forma
cadenas cortas.

Elaborado por: (Farah Ariel, 2025)

Fusarium sp.

Las caracteristicas morfolégicas del hongo patogénico Fusarium sp. conservado en el

Laboratorio se pueden apreciar en la Tabla 7.

Tabla 7: Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. vistas a través del microscopio
Partes Descripcion Fotografia

Micelio Se observa como una red de filamentos que
puede variar en color desde blanco hasta
tonos rosados o rojizos.
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Coniditforos | Se pudo observar hilos de micelio que forman

y Conidias |\ o red ramificada

Los conidios (esporas asexuales) presentaron| &

una forma alargada

Elaborado por: (Farah Ariel, 2025)

10.3. Identificacion Molecular de Trichoderma sp. y de dos patégenos

10.3.1 Extraccién de ADN y Cuantificacion

Para la extraccion de ADN a partir del crecimiento de los hongos en medio de PDA, se sigio un
protocolo basado en fuentes bibliograficas y adaptados a las condiciones del laboratorio de
Microbiologia de la carrera de Agronomia. Se obtuvo ADN de 3 muestras, M1 (Trichoderma
sp), M2 (Oidium) y M3 (Fusarium). La cuantificacion de ADN extraido se llevo a cabo
utilizando un espectrofotometro NanoDrop One. El equipo midio las concentraciones de acidos
nucleicos a 230nm, 260 nm y 280nm. Se evalu6 la pureza mediante la relacion 260/230 y
260/280 (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de Cuantificacion de ADN a través del equipo NanoDrop One.

Muestra Concentracion Radio 260/280 Radio 260/230
M1 (Trichoderma sp.) 7,1 ng/pL 1,98 0,73
M2 (Oidium sp.) 7,5 ng/uL 1,85 0,71
M3 (Fusarium sp.) 7,0 ng/uL 2,13 1,07

10.3.2. Amplificacion de la region ITS por PCR

Para confirmar la calidad de los amplicones obtenidos se realiz6 una corrida electroforética en
gel de agarosa al 1,5%. En el primer pocillo se cargd un marcador de peso molecular de 100 bp
(ThermoScientific). Los siguientes pocillos se cargaron con 5 pL de control negativo, 5 pL de
la muestra de M1 (Trichoderma sp), 5 puL de la muestra M2 (Oidium), 5 uL de la muestra M3
(Fusarium) y 5 uL de control positivo, logrando asi obtener los resultados que se observa en la
Figura 9. Al revisar la migracidn de las bandas en el gel, junto a un marcador de peso molecular
que contiene fragmentos de tamafio conocido, se not6 que los fragmentos alcanzaron el tamafio

esperado de 600pb.
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Figura 9: Resultado de la Electroforesis de fragmentos ITS amplificados por PCR. M:
Marcador de peso molecular 100bp. CN: Control Negativo. M1: Muestra 1. M2: Muestra 2.
M3: Muestra 3. CP: Control Positivo.

10.3.3. Andlisis bioinformatico para la identificacion de especies

Para la identificacion molecular, se cargaron las secuencias crudas en el software Genenious
Prime v2025.00. Una vez eliminadas las secuencias de baja calidad se obtuvieron porcentajes
de calidad de las muestras (%HQ) y el tamafio total de la secuencia consenso. El porcentaje de
calidad de la muestra M1 fue del 95.1 % y present6 un tamafio de 508bp, la muestra M2 tubo
un 100% de calidad y una extension de 513bp y la muestra M3 tuvo una calidad de 100% y una
longitud de 512bp (Figura 10).

Name » Description Modified % HQ Sequence L... Post-Trim Le... % GC # Sequences
= 2 documents Assembly 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 2:43PM  98.1% 483 = 56.9% 2
B 2 documents Assembly 2 Report - 18 Feb 20253:01 PM - - - -
= 2 documents Assembly 3 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 3:10PM  95.1% 508 - 56.1% 2
& 2 documents Assembly 3 consens... 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 3:11 PM ~ 95.1% 508 508 56.3%
B 2 documents Assembly 3 Report - 18 Feb 2025 3:04 PM - - -
= 2 documents Assembly 4 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 3:14 PM  99.6% 515 - 50.6% 2
= 2 documents Assembly 5 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 3:21 PM  100.0% 513 - 50.6% 2
& 2 documents Assembly 5 consens... Assembly of 2 reads: M3_ITS4.ab1 (revers... 18 Feb 20253:21PM  100.0% 513 513 49.5%
B  2docyments AssemblvS5Report - 18 Feb 2025 3:20PM - - -
= 2 doc:] 2 documents Assembly 5 consensus sequence ‘ments assembled usin... 18 Feb 2025 3:37 PM  100.0% 512 - 50.0% 2
& 2 documents Assembly 6 consens... 2 reads from 2 documents assembled usin... 18 Feb 2025 3:37 PM  100.0% 512 512 49.0%
B 2 documents Assembly 6 Report - 18 Feb 2025 3:33PM - -

Figura 10: Valores de calidad y longitud de las secuencias consenso, correspondientes a las
muestras M1, M2 y M3, respectivamente.

Tras obtener la secuencia consenso, se realizd un alineamiento pareado de la secuencia de la
muestra frente a las secuencias reportadas en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Se identificé el nombre cientifico que muestra el mayor grado de identidad secuencia y
se registrd el porcentaje de identidad.

M1: Trichoderma sp.
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Se identifico que la muestra M1 corresponde a la especie de Trichoderma asperellum con un

porcentaje de identidad (Per Identity) del 100% y un porcentaje de cobertura (query cover) de
100% (Figura 11y 12).

40 50 60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

" Consensus GGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGEGGACGTATTTCT TACAGETCTGAGCAAAAAT TCAAAAT GAATCAAAAGTTTCAACAACGGATCTC TTGGT TCTGGCATC
2
Coverage
e REVM1_ITS4...

De FUDM1_[TST... ‘GG

Figura 11: Electroferograma M1.

Consulta

Desérincion Nombre Puntuacién Puntuacién Valor Por  Acc.
va ! cientifico maxima total Identidad Len  Adhesion

v v ~ portada v v -

v

| @ Gen de ARN ribosémico de idad fia de la cepa N-8-2 de Trichoderma asperellum. secuen... Trichod as.. 939 939 100% 0.0 100,00% 588 MK720048.1
| Secuencia parcial del gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia SD-5 de la cepa Trichoderma a... Trichod as... 939 939 100% 0.0 100,00% 565 KY807766.1
‘ Aislado de Trichoderma asperellum TGD-1, espaciador transcrito interno 1, secuencia parcial; gen de ... Trichoderma as... 939 939 100% 00 100,00% 529 KX538809.1
Secuencia parcial del gen del ARN ribosémico de idad fia T2 (reverso) aislado de Trichod... Trichoderma as... 939 939 100% 0.0 100,00% 603 MK928418. 1

Figura 12: Resultado del alineamiento de la secuencia consenso del fragmento ITS de la
muestra M1, frente a la base de datos del NCBI utilizando la herramienta BLAST.

Elaborado por:(Farah Ariel,2025).
M2: Oidium sp.
Se realiz6 el mismo procedimiento para la muestra M2, se eliminaron las secuencias de baja

calidad y se obtuvo la secuencia consenso con un porcentaje de calidad (HQ) de 100% y una
longitud de 513bp (Figura 13).

Contig View  Annotations Dotplot Text View Lineage Info

€ G Extract © RC. @& Translate (*) AddAnnotation = ¢ Allow Editing (2> Annotate & Predict v G

1 10 20 30 40 50 60 70 20 % 100 110 120
Consensus GGAGGGATCATTACCGAG ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGC GGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGAC GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTG
2
Coverage
= ]
A p A b
/

L& FUD M3_[TS1...

Figura 13: Electroferograma M2.

Se identificO que la muestra M2 corresponde a Fusarium equiseti, con un porcentaje de
identidad de del 100% y un porcentaje de cobertura (query cover) del 100% (Figura 14).
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Description SelantificNams || L | Jon! [Quey | B e A 1 ocossiin
v Score Score Cover value Ident  Len
Fusarium sp_strain F69 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S .. Fusarium sp 948 948 100% 00 10000% 559 PP3458781
Fusarium sp._ strain 582PDA11 intemnal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and inte .. Fusarium sp 948 948 100% 00 100.00% 518 MK376945 1
Fusarium equiseti strain AUMC 15585 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed s .. Fusarium equiseti 948 948 100% 00 100.00% 527
Fusarium scirpi culture CBS:127329 strain CBS 127329 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; inte... Fusarium scirpi 948 948 100% 0.0 100.00% 545 M
Fusarium sp. strain 4HPC4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1.5.... Fusarium sp 948 948 100% 00 100.00% 586 MK139986 1
Fusarium equiseti internal transcribed spacer 1, partial sequence 5 8S ribosomal RNA gene and intemal transcri_. Fusarium equiseti 948 948 100% 00 100.00% 522 MT635296 1
Fusarium equiseti isolate JL-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 Fusarium equiseti 948 948 100% 0.0 100.00% 544 OR342087 1

BB M Fusarium eauiseti isolate N-1-1 small subunit ribosomal RNA aene. partial seauence: internal transcribed spacer ... Fusarium eauiseti 948 948  100% 00 100.00% 585 MT560323.1

Figura 14: Listas de organismos y la similaridad con las secuencias consenso de M2 por
secuenciacion de gen ITS.

Elaborado por:(Farah Ariel,2025).

Oidium sp., y Fusarium equiseti, muestran varias similitudes cuando se aislan en el PDA.
MacroscOpicamente, ambas especies inicia su crecimiento con el micelio blanco algodonoso
gue se va expandiendo radialmente. A medida que pasa el tiempo se va desarrollando su textura
aterciopelada y puede cambiar de color con un tono anaranjado. Este crecimiento rapido y su
textura son caracteristicamente comunes entre los ambos hongos (Herrera-Parra, 2017). En
términos Macroscapicos, tanto como Oidium sp., como Fusarium equiseti presentan un micelio,
compuestos por hifas delgadas y alargadas. Las hifas en ambas especies son similares, con una
textura blanca algodonosa que vuelve mas pronunciada a medida que el hongo madura.

Los conidiéforos y conidio de ambos hongos son como cadenas alargadas (Masoodi, 2022).
Finalmente, la formacion de estructuras reproductivas en ambos patégenos es comparable.
Ambos producen conidios o conidiéforos y muestran una formacion similar. A pesar de estas
similitudes, para una diferenciacion precisa entre las especies es importante realizar un analisis
molecular como la secuenciacion del ITS, ya que las caracteristicas visuales pueden no ser
suficiente para su identificacion definitiva (PCR Protocols., 1989). Se obtuvo que la
caracterizacion morfolégica del primer hongo patdégeno suponia que se trataba de Oidium sp.,
sin embargo, las herramientas moleculares permitieron determinar con certeza que el hongo

pertenecia a la especie Fusarium equiseti.

M3: Fusarium sp.
La secuencia consenso de la muestra M3 presentd un porcentaje de calidad (HQ) de 100% y
una longitud de 512bp (Figura 15).
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Figura 15: Electroferograma M3.

AACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATTCAG
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Se identificd que la muestra M3 corresponde a la especie de Fusarium graminearum

porcentaje de identidad del 100% y un query cover de 100% (Figura 16).

¥ Aislado de Fusarium graminearum, gen de ARN ribos6mi

fia NFG8, secuencia..

’ Secuencia parcial del espaciador transcrito interno 1 de la cepa NIFoS_F14 de Fusarium graminearu

n Secuencia parcial del gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia NFG93 aislado de Fusarium gr...

. Fusarium grami...

.. Fusarium grami..

Fusarium grami..

n Aislado de Fusarium graminearum, gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, muestra 55_secu

Fusarium grami.

n Aislado de Fusarium graminearum, muestra 143, gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, sec

Fusarium grami..
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Figura 16: Listas de organismos y la similaridad con las secuencias consenso de M3 por

secuenciacion de gen ITS.

Elaborado por:(Farah Ariel,2025).

10.4. Evaluacion del Potencial Inhibitorio de Trichoderma asperellum.

10.4.1. Descripcion del crecimiento

Se tomaron las medidas de crecimiento radial tanto en los controles de Trichoderma asperellum,

Fusarium equiseti y Fusarium graminearum, y en de cada una de las repeticiones. Se calculd el

Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) en cada tratamiento (Tabla 9 y Tabla

10).

Tabla 9. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) del Tratamiento 1:
Trichoderma asperellum vs Fusarium equiseti a los 7 dias

Crecimiento radial (cm)

Repeticion Trichoderma  Fusarium PICR (%) Grado de
asperellum equiseti Antagonismo
CN - -
R1 4,5 1,3 71,11 2
R2 4,2 1,3 69,05 2
R3 4 1,3 67,50 2
R4 4,5 1,3 71,11 2
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R5 45 1,3 71,11 2
CPr 4.4 -
CPre - 3,2

Tabla 10. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) del Tratamiento 2:
Trichoderma asperellum vs Fusarium graminearum a los 7 dias.

Crecimiento radial (cm)
Repeticion Trichoderma  Fusarium PICR (%) Grado de

asperellum graminearum Antagonismo
CN - -
R1 4,6 1,2 73,91 2
R2 4 1,4 65,00 2
R3 4 1,4 65,00 2
R4 3,5 1,4 60,00 2
R5 3,9 1,6 58,97 2
CPt 4 -
CPrq - 3,8

El coeficiente de variacion de los PICR para el Tratamiento 1 fue de 2,35% y para el tratamiento
2 fue de 9,16%. Se puede considerar que estos valores son aceptables y confiables ya que se
encuentran por debajo del 15%.

De acuerdo a la escala antagonista de Bell (1982), que nos indica el grado de antagonismo de
Trichoderma sp. frente a los patégenos a nivel in vitro, se puede decir que a los 7 dias de
incubacion tanto el Tratamiento 1 como el Tratamiento 2 presentaron un grado 2 de

antagonismo (Figura 17).
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Trichoderma asperellum vs Fusarium equiseti Trichoderma asperillum vs Fusarium graminearum

100,004 100,001

75,004 69,98 75,001

50,001 50,001

PICR (%)
PICR (%)

25,004 25,001

0,00 T T T T | 0,00 T T T T
G1 G2 G3 G4 GS G1 G2 G3 G4 GS

Grados de Antagonismo

Grados de Antagonismo

Figura 17. Capacidad antagonica de Trichoderma asperellum frente a Fusarium equiseti y
Fusarium graminearum a nivel in vitro a los 7 dias.

10.4.2. Anélisis estadistico

prueba de ANOVA para determinar si existe diferencia significativa entre los dos tratamientos
presento un valor p de 0,0847, al ser mayor al nivel de significancia (p=0,05) se determina que
no existe diferencia significativa entre ambos tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la prueba ANOVA para el PICR de los dos tratamientos a los 7 dias.

Fuente de Grados de Cuadrados Valor F p-valor
Variacion Libertad Medios
Modelo 1 72,90 3,87 0,0847
Tratamiento 1 72,90 3,87 0,0847
Erros 8 18,84
Total 9

La prueba de Tukey agrupo dentro del mismo grupo a los dos tratamientos Trichoderma
asperellum vs Fusarium equiseti y Trichoderma asperellum vs Fusarium graminearum bajo un
nivel de confianza del 95% (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la prueba Tukey para el PICR de los dos tratamientos a los 7 dias.

Tratamientos Medias Repeticiones (n)  Grupo Tukey
Tratamiento 1 69,98 5 A
Tratamiento 2 64,58 5 A

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS

Los efectos producidos en los sectores social, ambiental y econdmico son los siguientes:
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11.1 Efecto social

Se identifico que la cepa Trichoderma sp. se encuentra en el sector de Aldag, de las cuales en
el laboratorio de agronomia se realizd su aislamiento, la cual puede considerarse como una

opcidn para el manejo de plagas, sin poner en riesgo la salud humana ni el medio ambiente.

11.2 Efecto ambiental

La practica del monocultivo genera serios problemas, como la erosion del suelo ocasionada por
la quema de residuos tras la cosecha, como consecuencia de las plagas y enfermedades que
surgen. Ademads, los pesticidas utilizados para combatir plagas generan inconvenientes
ecologicos, por lo que se busca una estrategia de control bioldgico, siendo Trichoderma un

hongo que no presenta riesgos y puede combatir estas plagas de manera efectiva.

11.3 Efecto econoémico
El uso de Trichoderma asperellum, puede reducir la dependencia de fungicidas quimicos
costosos, mejorando la salud del cultivo y aumentando los rendimientos, lo cual resulta en

beneficios econdmicos para los agricultores y fomenta practicas agricolas sostenibles.

12. PRESUPUESTO
Tabla 13: Presupuesto de reactivacion y purificacion de las cepas

PRESUPUESTO DE REACTIVACION Y PURIFICACIO DE LAS CEPAS
Materiales Cantidad Precio Total
Medio de cultivo (PDA). 1 $45,00 $45,00
Mechero de alcohol. 1 $5,00 $5,00
Papel absorbente. 3 $2,75 $8,25
Guantes quirdrgicos. 1 $3,00 $3,00
Para film. 1 $70,00 $70,00
Alcohol 70% 4 $10,00 $40,00
Alcohol 96% 3 $10,00 $30,00
Tijera 1 $0,50 $0,50
Marcador 1 $1,00 $1,00
Agua destilada 3 $5,00 $15,00




Papel aluminio 2 $2,75 $5,50
Cajas Petri cristal grande 60 $2,50 $150,00
Estuche de decision 1 $16,00 $16,00
Asa de siembra 1 $20,00 $20,00
Bisturi 1 $10,00 $10,00
Plastico film. 1 $5,00 $5,00
Total $424
Tabla 14: Presupuesto de Extraccion de ADN.
Elaborado por: (Farah Ariel, 2025)
PRESUPUESTO DE SECUENCIACION
Descripcion Cantidad Precio Total
Muestras de amplicones ITS 3 $20,50 $61,50
Total $61,50

Elaborado por: (Farah Ariel, 2025)

13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1. Conclusiones
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El crecimiento de Trichoderma spp. en los primeros dias el desarrollo fue apenas visible,
pero a partir del tercer dia se observaron pequefias colonias de color blanco verdoso. Para
el quinto dia, estas colonias se expandieron y adquirieron mayor densidad, mostrando
estructuras reproductivas como conidios o esporas. Al séptimo dia, Trichoderma sp.
alcanza su méximo crecimiento, cubriendo gran parte del medio de cultivo y desarrollando

caracteristicas tipicas de su fase madura, incluyendo cambios de color y textura.

Las muestras aisladas de los suelos del Barrio La Banda, Parroquia Aldag, Canton Mejia,
presentan caracteristicas distintivas a nivel macroscépico, microscopico de la cuales se
identificd molecularmente que la cepa aislada pertenece a Trichoderma asperellum con un
porcentaje de identidad del 100%. Las dos cepas de hongos patdgenos conservadas en el
laboratorio ademas se mostraron caracteristicas morfolégicas compatibles con el
crecimiento de Oidium sp y Fusarium sp. Ademas, se caracterizd6 morfolégicamente de

los hongos patégenos y nos arrogo que se trataba de Oidium sp., sin embargo, las
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herramientas moleculares permitieron determinar con certeza que el hongo pertenecia a la

especie

Fusarium equiseti. Y el segundo patogeno pertenece a Fusarium graminearum

- El estudio demostrd6 que Trichoderma asperellum exhibe una notable capacidad
antagonista frente a Fusarium equiseti y Fusarium graminearum, inhibiendo el
crecimiento radial de estos patdgenos en un grado significativo. Aunque los valores de
PICR varian ligeramente entre las repeticiones, los coeficientes de variacion bajos
sugieren que los resultados son consistentes y confiables. La prueba ANOVA revel6 que
no hay diferencias significativas en la efectividad de Trichoderma asperellum entre los

dos patogenos, lo cual fue respaldado por la prueba de Tukey.

13.2. Recomendaciones
» Se recomienda ser cuidadoso con el manejo del hongo agente de biocontrol y los
patdgenos para poder mantenerlos y conservarlos a nivel de laboratorio.

» Es aconsejable incluir Trichoderma sp. en las técnicas agricolas de la zona para
potenciar la calidad del suelo y reducir la proliferacion de enfermedades causadas por

hongos en las plantaciones.

» Se recomienda realizar mas investigaciones de campo para analizar el rendimiento de

Trichoderma sp., en distintas circunstancias ambientales y en variados tipos de cultivos.

» Se recomienda continuar investigando el uso de Trichoderma asperellum como agente
biocontrolador en condiciones de campo para validar su efectividad y determinar las
dosis optimas de aplicacion.

* Promover el uso de Trichoderma asperellum podria reducir la dependencia de
fungicidas quimicos, mejorando tanto la salud de los cultivos como la economia de los

agricultores.
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