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RESUMEN

Los hongos biocontroladores se han convertido en una alternativa frente al uso excesivo de
productos quimicos en la agricultura, ya que responden a la creciente necesidad de aplicar
métodos mas sostenibles y amigables con el ambiente para el control de plagas. La presente
investigacion se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, tuvo como objetivo evaluar cuatro sustratos de origen vegetal (arroz, morochillo,
trigo y cebada) para la produccién de Trichoderma asperellum bajo condiciones controladas.
Para lo cual se implement6 un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos
(sustratos) y seis repeticiones por tratamiento. Se evaluaron variables como crecimiento
micelial (cm?), crecimiento esporular (cm?) tanto a los 10 como a los 20 dias después de la
inoculacién, los mismos que fueron evaluados mediante un andlisis estadistico (ANOVA y
prueba de Tukey, 0=0,05). Los resultados demostraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,0001) entre los sustratos. Y se determind que el sustrato 4 (trigo) fue el
mejor tratamiento, obteniendo los mayores valores de crecimiento micelial (150 cm”2) y
esporular (109,17 cm”2), seguido por el sustrato 2 (morochillo), que mostrdé un crecimiento
micelial (73.83 cm”2) y esporular (77.17 cm”2). El arroz obtuvo un rendimiento intermedio
con un area micelial de (51 cm”2) y un area esporular de (49 cm”2), mientras que la cebada
registrd los valores méas bajos en las variables evaluadas. Estas diferencias se atribuyen a la
composicion nutricional de cada sustrato, particularmente a su contenido de carbohidratos
complejos, nitrégeno y minerales, que influyen directamente en la actividad metabdlica y
enzimatica de Trichoderma asperellum. El sustrato obtenido del trigo, al ser rico en almidén y
proteinas, favorece una rapida colonizacién y una alta produccidn de estructuras reproductivas.
Se concluye que este es el sustrato mas adecuado para la produccion masiva de Trichoderma
asperellum. en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Trichoderma asperellum, sustratos agricolas, biocontrolador, crecimiento
micelial, esporulacion, trigo, produccion de bioinsumos, agricultura sostenible.
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THEME: “EVALUATION OF FOUR SUBSTRATES FOR THE PRODUCTION OF
(Trichoderma asperellum) UNDER CONTROLLED CONDITIONS AT THE
TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI”.

Author:
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ABSTRACT

Biocontrol fungi have become an alternative to the excessive use of chemical products in
agriculture, as they respond to the growing need to apply more sustainable and environmentally
friendly methods for pest control. The present research was carried out in the microbiology
laboratory of the Universidad Técnica de Cotopaxi and aimed to evaluate four substrates of
plant origin (rice, morochillo, wheat, and barley) for the production of Trichoderma asperellum
under controlled conditions. For this purpose, a completely randomized design (CRD) was
implemented with four treatments (substrates) and six replications per treatment. Variables such
as mycelial growth (cm?) and sporulation growth (cm?) were evaluated at both 10 and 20 days
after inoculation, and these were analyzed using statistical analysis (ANOVA and Tukey’s test,
a = 0.05). The results showed statistically significant differences (p < 0.0001) among the
substrates. It was determined that substrate 4 (wheat) was the best treatment, obtaining the
highest values of mycelial growth (150 cm?) and sporulation growth (109.17 cm?), followed by
substrate 2 (morochillo), which showed mycelial growth (73.83 cm?) and sporulation growth
(77.17 cm?). Rice showed intermediate performance with a mycelial area of (51 cm?) and a
sporulation area of (49 cm?), while barley recorded the lowest values for the variables evaluated.
These differences are attributed to the nutritional composition of each substrate, particularly
their content of complex carbohydrates, nitrogen, and minerals, which directly influence the
metabolic and enzymatic activity of Trichoderma asperellum. The substrate obtained from
wheat, being rich in starch and proteins, favors rapid colonization and high production of
reproductive structures. It is concluded that this is the most suitable substrate for the mass
production of Trichoderma asperellum under laboratory conditions.

Keywords: Trichoderma asperellum, agricultural substrates, biocontrol agent, mycelial

growth, sporulation, wheat, bioinput production, sustainable agriculture.
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2 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La produccion agricola enfrenta actualmente limitaciones asociadas al uso intensivo de
agroquimicos, los cuales generan resistencia en los patdgenos, degradacion del suelo y
contaminacion ambiental. En este contexto, el empleo de agentes de control biol6gico como
Trichoderma asperellum se ha consolidado como una alternativa sostenible debido a su
capacidad para antagonizar patdgenos, estimular el crecimiento vegetal y mejorar la salud del

suelo (Harman et al., 2004).

No obstante, la eficiencia productiva de Trichoderma asperellum depende en gran medida del
tipo de sustrato utilizado durante su multiplicacion, ya que este influye directamente en la
disponibilidad de carbono, nitrégeno y minerales necesarios para su metabolismo vy
esporulacion (Pandey et al., 2000). En Ecuador, existe limitada informacion sobre la evaluacion
comparativa de sustratos agricolas locales para la produccién de este hongo bajo condiciones
controladas, lo cual restringe su aprovechamiento técnico por parte de productores y

laboratorios.

Por ello, la presente investigacion se justifica desde el punto de vista cientifico, técnico y
ambiental, al generar informacién experimental sobre el desempefio de cuatro sustratos
ampliamente disponibles en el contexto local (arroz, morochillo, trigo y cebada), contribuyendo
al desarrollo de biocontroladores agricolas de bajo costo, reduciendo la dependencia de

fungicidas sintéticos y fortaleciendo los sistemas de produccion agricola sostenible.



3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1 Beneficiarios directos

El presente proyecto de investigacion esta dirigido a:

. Agricultores que se dedican a la produccion organica.

. Profesionales que se encuentran vinculados en la rama del estudio de microorganismos.
. Empresas publicas y privadas.

. Los pequefios emprendimientos.

Que surgen en base a una ideologia que se enfoca en la produccién organica.
3.2 Beneficiarios indirectos.

El proyect6 sirve también como fuente de conocimiento para la comunidad académica de la

Universidad Técnica de Cotopaxi, especificamente en:
. La carrera de Agronomia que consta con 578 estudiantes.

Que requieren informacion sobre el tema para generar nuevos proyectos o impartir

conocimientos basados en una metodologia ya aplicada.

4 EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La produccidn agricola sostenible requiere alternativas eficientes para disminuir el uso de
fungicidas sintéticos para el manejo de enfermedades fitopatol6gicas del suelo. Entre estas
alternativas, el uso de agentes de control biolégico como Trichoderma asperellum. ha
demostrado ser eficaz debido a su capacidad antagonista contra diversos patdgenos, asi como
por su efecto bioestimulante sobre las plantas (Harman et al., 2004). No obstante, para que este
microorganismo pueda ser utilizado de manera eficiente en programas de manejo fitosanitario,

es necesario contar con métodos adecuados para su produccion masiva y estable.

La eficiencia en la produccion de Trichoderma asperellum. depende en gran medida del tipo de
sustrato empleado, ya que este influye directamente en el crecimiento micelial, la esporulacion
y la viabilidad de las conidias, factores determinantes para la calidad del indculo (Pandey et al.,
2000). Diversos estudios sefialan que los sustratos de origen agricola, especialmente los granos
de cereales, constituyen medios favorables para su multiplicacion; sin embargo, los resultados
varian en funcion de la composicion nutricional y las caracteristicas fisicas de cada sustrato
(Kumar & Sahu, 2014) (Kumar & Sahu, 2014).



En el contexto local, no se dispone de informacion experimental que compare de manera
sistematica el comportamiento de Trichoderma asperellum en diferentes sustratos agricolas
disponibles en la regién, tales como arroz, morochillo, trigo y cebada, bajo condiciones
controladas de laboratorio. Esta falta de conocimiento limita la estandarizacion de protocolos
de produccién de este biocontrolador y reduce su aprovechamiento técnico por parte de

instituciones académicas y productores agricolas.

Por tanto, surge la necesidad de evaluar comparativamente estos sustratos con el fin de
determinar cudl favorece en mayor medida el crecimiento micelial y la produccion de conidias
de Trichoderma asperellum, permitiendo optimizar su produccion y contribuir al desarrollo de

bioinsumos agricolas que promuevan una agricultura mas sostenible.



5 OBJETIVOS:

5.1 General

Evaluar cuatro sustratos para la produccion de Trichoderma asperellum bajo condiciones

controladas en la Universidad Técnica de Cotopaxi.

5.2 Especificos

e  Comparar el crecimiento de Trichoderma asperellum en cuatro sustratos: Arroz,
morochillo, trigo y cebada.

e  Determinar el mejor sustrato en la produccion de Trichoderma asperellum.



6 ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

en PDA.

3.Seleccion,
compra y
preparacion  de

sustratos.

4.Inoculacion de
sustratos bajo
condiciones

controladas.

5.Medicion

crecimiento

del

micelial y

esporular.

4.Sustratos
inoculados  con
una concentracion
determinada  de
conidios del

hongo.

5. Crecimiento
micelial y
del
hongo en cada

esporular

sustrato.

6.Establecimiento

de diferencias

OBJETIVOS ACTIVIDAD RESULTADOS MEDIO DE
VERIFICACION
-Comparar el | 1.Revision 1.Bibliografia de | 1.Registro
crecimiento de | bibliografica Trichoderma. bibliogréafico.
Trichoderma sobre el 2.Cepa pura de | 2.Registro
asperellum en cuatro | crecimiento Y | Trichoderma fotografico del
sustratos: Arroz, | requerimientos asperellum en | crecimiento.
morochillo, trigo y | nutricionales del . .
bada ongo cajas Petri con 3 Datos
- . agar PDA. experimentales en
Trichoderma
3.Sustratos cm2 del
asperellum.
limpios, molidos, | crecimiento
2.Preparacion  del hidratados y | micelial y
ingculo del hongo esterilizados. esporular.

4. Tablas y gréficas
de resultados.

5. Reporte
estadistico
(ANOVA).




6. Anélisis | entre
estadistico de | tratamientos.
varianza
(ANOVA).

-Determinar el mejor | 1.Cuantificacion | 1.Determinacion | 1.Tabla de datos del
sustrato  para la | de conidios. del mejor sustrato | recuento de

produccién de que maximizala | conidios.

2. Aplicaciéon de
Trichoderma produccién de

la prueba Tukey 2.Reporte de la

asperellum a nivel de (@=0,05) conidios y prueba Tukey
laboratorio. crecimiento
- 3. Interpretacion de
micelial y
los resultados.
esporular.

7 FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1 Sistema Agricola.

Sistema agricola, también llamado agroecosistema, puede considerarse como un sistema
ecologico, ya que incluye un sistema vivo, donde la unidad de produccion (la finca) seria vista
de manera equivalente a una unidad ecosistémica en ecologia. Existen multiples definiciones
de agroecosistema que van desde el espacio donde se desarrollan interacciones biofisicas hasta
donde se germinan cambios sociopoliticos, culturales y econémicos. Un agroecosistema puede,
0 no, ser disefiado de manera similar a los ecosistemas naturales con la aplicacion de conceptos
ecologicos, en términos de aumento en la diversidad de especies, mejoramiento del ciclo de

nutrientes y promoviendo la heterogeneidad (Melgarejo & Bautista, 2019).
7.2  Sistema Agricola sostenible.

Un sistema agricola sostenible se define como un conjunto integrado de actividades, practicas
y componentes bioldgicos, sociales y econdmicos orientados a la produccion de alimentos de
manera eficiente, equitativa y responsable, garantizando la conservacion de los recursos
naturales y la viabilidad del sistema a largo plazo. Este tipo de sistema busca mantener la

productividad agricola sin comprometer la salud del suelo, el agua y la biodiversidad, al mismo



tiempo que contribuye al bienestar social y econémico de los productores y las comunidades
rurales. Asimismo, los sistemas agricolas sostenibles tienen la capacidad de adaptarse a los
efectos del cambio climatico, reducir los impactos ambientales negativos y asegurar la
disponibilidad de alimentos seguros y nutritivos para las generaciones presentes y futuras
(Cakmaker et al., 2023).

7.3 Microorganismos benéficos para la agricultura.

Los microorganismos benéficos del suelo pueden incrementarse naturalmente cuando las
enmiendas organicas son aplicadas al suelo como fuentes de carbono, energia y nutrientes. Esto
no es necesariamente cierto donde una abundancia de materia organica esta disponible con
facilidad para ser reciclada, esto ocurre a menudo en la produccion en pequefia escala. De
cualquier modo, en muchos de los casos, los microorganismos, benéficos y dafinos, a menudo,
se han estado controlando ventajosamente cuando cultivos en diferentes zonas agro ecoldgicas
son sembrados y cultivados en secuencias adecuadas (Ej., rotacién de cultivos) y sin el uso de
pesticidas (Higa, s. f.).

7.4 Bioinsumos.

Una alternativa que tiene cada vez mayor participacion en el esquema de manejo de los cultivos,
complementando al manejo convencional, es el uso de bioinsumos (biofertilizantes,
bioestimuladores y bioplaguicidas), ya que representan opciones econémicamente atractivas y
ecoldgicamente aceptables. Un bioinsumo es un producto basado en compuestos y/o extractos
de microorganismos o plantas, o de microorganismos vivos, capaces de mejorar la
productividad (o rendimiento), calidad y/o sanidad al aplicarlos sobre cultivos vegetales, sin
generar impactos negativos en el agroecosistema. En el desarrollo de un bioinsumo se utilizan
estrategias que surgen del estudio y caracterizacion de lo que sucede en las distintas
interacciones de las plantas con su entorno. La idea es buscar en la propia naturaleza, donde
existe una gran cantidad de productos y de estrategias que pueden utilizarse para el manejo
sostenible de plagas y enfermedades de las plantas. Esta afirmacion se basa en la premisa de
que todos los organismos vivos estan dotados de un sistema de defensa, que en general tiene la
caracteristica de ser de amplio espectro, y de mecanismos y/o compuestos que producen efectos

sobre la fisiologia de si mismos o de otros organismos (de Marchese & Filippone, s. f.).
7.5 Biocontrolador.

Los biocontroladores suelen ser altamente especificos contra el organismo blanco (plaga), con

poco 0 ningun riesgo para las personas o el ambiente. Aunque muchas veces el término



bioplaguicida se utiliza como sindbnimo de biocontrolador, el término «biocontrolador» tiene un
alcance més amplio, ya que abarca no solo a los productos que tienen una accion directa sobre
la plaga (por ocasionar su muerte o impedir su alimentacion, por ejemplo), sino también a los
que tienen accién indirecta, estimulando mecanismos de defensa propios de la planta,
impidiendo la reproduccion de los organismos plaga u otros. Debido a las numerosas maneras
en que acttan los biocontroladores, es dificil que se desarrolle resistencia a lo largo de muchas

generaciones (Chulze, 2023).

7.6 Trichoderma

7.6.1 Clasificacion Taxon6mica.

Tabla 2.Clasificacion taxonomica del Trichoderma asperellum.

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

Fuente: (Farah, 2025)
7.6.2 Generalidades de Trichoderma asperellum.

El grupo Trichoderma fue mencionado por primera vez en 1794 por Persoon. Posteriormente,
en 1969, Rifai reconocidé nueve especies basandose en sus caracteristicas fisioldgicas y
morfoldgicas. A lo largo del tiempo, el numero de especies de Trichoderma ha aumentado,
superando las 200, y se clasifica segun su origen, formacion y evolucion. Las colonias pueden
presentar colores que van desde verde oscuro a claro, e incluso a veces amarillentos,
dependiendo de la especie; suelen tener un olor parecido al coco y son sencillas de aislar, ya
que se hallan frecuentemente en la rizosfera, en materia organica descompuesta y en la corteza
de los arboles, conforme a Swain y sus colegas en 2018. Este hongo posee tres tipos de
propagulos: hifas, clamidosporas y conidios, los cuales muestran accion antagonica contra los
patogenos en varias fases, desde la germinacion de las esporas hasta el proceso de produccion
de esporas. Estas estructuras son bastante resistentes, ya que pueden soportar condiciones
extremas, tales como radiacion ultravioleta y climas muy frios (congelados) y desérticos, segun

mencionan Cai y su equipo en 2020. Aun asi, su rango Optimo de temperatura para el
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crecimiento se encuentra entre 20 y 28 grados Celsius, requiriendo un nivel de humedad del 92
por ciento para su desarrollo y entre un 93 y 95 por ciento para la produccion de esporas. Puede
multiplicarse en sustratos que incluyan maiz, sorgo, arroz y paja de trigo.(Cortés Hernandez
etal., 2023).

7.6.3 Trichoderma asperellum como agente de control biolégico.

A lo largo de la historia, las plantas han conseguido adaptarse para crecer y prosperar en
diferentes entornos donde enfrentan numerosos factores estresantes, como el ataque de plagas
y patégenos de hongos, bacterias, virus, nematodos y herbivoros. También tienen que lidiar con
otros desafios como la sequia, el exceso de sal y la falta de nutrientes en el suelo. En la
agricultura convencional, las estrategias empleadas incluyen el uso de productos quimicos
como los fungicidas y la creacién de variedades que sean resistentes; sin embargo, con el
tiempo, estas medidas han demostrado ser poco efectivas debido a la resistencia que desarrollan
las plagas y enfermedades. Ademas, aunque los resultados puedan parecer positivos al
principio, los inconvenientes a largo plazo son mas significativos, ya que, ademas de los altos
costos de produccion, provocan efectos perjudiciales en el suelo y el agua por su uso excesivo.
(Cortés Hernandez et al., 2023).

7.6.4 Mecanismos de accidon de Trichoderma.

Los microorganismos liberan durante su proceso metabolico sustancias llamadas efectores
(proteinas y metabolitos) que, al entrar en contacto con las plantas, afectan su funcionamiento
y activan los receptores de defensa, especialmente nucleotidos y proteinas, 1o que ayuda a las
plantas a defenderse de organismos dafiinos. Se ha registrado que hay mas de 800 sustancias
generadas por este tipo de microorganismos, y su produccién esta relacionada con la cepa
especifica y la expresion de sus genes.(Cortés Hernandez et al., 2023).

7.6.5 Antibiosis.

Ocurre cuando un conjunto de compuestos liberados por Trichoderma restringen el desarrollo
de otros microorganismos con los cuales interactian espacialmente. Estos compuestos son
metabolitos tdxicos, tanto volatiles como no volatiles, que se conocen como antibidticos, y su
produccidn varia segun la especie y el tipo de cepa. Algunos ejemplos de estos metabolitos son:
acido harzianico, acetaldehidos, alameticinas, tricholinas, peptaiboiles, antibioticos, 6-pentil
pirona, massoilactona, viridina, gliovirina, glisoperonas, acido heptéldico y aldehido formico,
entre otros. (Cortés Hernandez et al., 2023).
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7.6.6 Micoparasitismo.

Esta relacionado con su tasa de crecimiento y se desarrolla en cuatro fases que se Ilaman:
quimiotropismo (Trichoderma identifica a distancia la direccion del patdgeno mediante una
respuesta quimica). Reconocimiento (el hongo saprdfito se adhiere a lectinas en la pared celular
del hongo parésito mediante carbohidratos, invadiéndolo al enroscarse alrededor del patdégeno
y formando una red). Luego, se produce actividad litica a través de la generacion de enzimas
liticas extracelulares por el Trichoderma (quitinasas, glucanasas y proteasas), que descomponen
las paredes celulares del patdgeno, creando poros que permiten la entrada de hifas de
Trichoderma para alimentarse de su presa. Esto favorece la competencia por espacio y
nutrientes en beneficio del saprofito. Con una mayor expansion y menor competencia,
Trichoderma tiene mayores oportunidades de absorber minerales como carbono, hierro y
nitrato, que son cruciales para su metabolismo, y asi bloquea el crecimiento de otros organismos

al restringir los nutrientes(Cortés Hernandez et al., 2023).
7.6.7 Trichoderma asperellum como bioestimulante.

Algunas variedades de Trichoderma han evidenciado un efecto positivo en los cultivos al actuar
como bioestimulantes. En este aspecto, su papel principal radica en promover el incremento de
la biomasa tanto en las raices como en las hojas. EIl impacto puede variar dependiendo del tipo
de cultivo, las condiciones ambientales y la cantidad de indculo, asi como del método de
aplicacion. Este potencial se origina en la mejora de la absorcion de nutrientes por las plantas
y en la generacion de acidos organicos (como el glucénico, el fumarico y el citrico), los cuales

juegan un papel en el ajuste del pH del suelo (Cortés Hernandez et al., 2023).

Por otro lado, genera sustancias como el &cido indolacético, que es el principal promotor del
desarrollo de raices, y el &cido giberélico, que actian como los principales factores que
impulsan el crecimiento vegetal, afectando de manera directa las altas tasas de fotosintesis. De
manera similar, favorece la elongacion de las raices, el desarrollo del follaje, asi como la
induccion de la germinacion y la floracion, entre otros aspectos. Ademas, tiene la capacidad de
ayudar a la planta hospedante a adaptarse al estrés abidtico, como la sal y la sequia,

contribuyendo asi al crecimiento y al desarrollo de las plantas (Cortés Hernandez et al., 2023).

7.6.8 Aplicaciones agricolas de Trichoderma asperellum como promotor de

crecimiento

Trichoderma spp. puede ser un excelente promotor del crecimiento, dentro de los principales

efectos se reportan la estimulacion de la germinacion, el crecimiento radical, altura de la planta
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y grosor del tallo, altos rendimientos, asi como aumento en la concentracion de minerales en

suelo y tejidos foliares (Cortés Herndndez et al., 2023).

Las ventajas de este tipo de hongo oportunista no se restringen unicamente a los cultivos
agricolas, sino que también se utilizan en la silvicultura, donde al realizar pruebas de
caracteristicas morfométricas, asi como de biomasa tanto aérea como de raices, dependiendo
de la especie anfitriona han mostrado resultados positivos. Por lo tanto, debido a su influencia
en el sistema de raices, podria considerarse su uso especifico como enraizante. Asi,
Trichoderma se destaca como un gran estimulador del crecimiento de las plantas y una opcion

para reducir la dependencia en fertilizantes quimicos (Cortés Hernandez et al., 2023).
7.6.9 Trichoderma asperellum en la remediacion de la fertilidad del suelo

Los impactos del cambio climéatico afectan directamente la agricultura, mientras que el
calentamiento global genera consecuencias que perjudican la produccién agricola. La pérdida
de materia organica en el suelo, causada por las altas temperaturas, representa uno de los retos
para la fertilidad de la tierra. A su vez, el aumento de la temperatura y las lluvias alteran de
manera desproporcionada las temporadas de cultivo. Por lo que, el uso de microorganismos y
agentes quelantes como Trichoderma ofrece alternativas frente a los impactos adversos
generados por las acciones humanas en diversos &mbitos, ya que ayuda en el proceso de
mineralizacion de ciertos elementos y produce enzimas que descomponen la materia organica
(Cortés Hernéndez et al., 2023).

7.7 Métodos de produccion.

La elaboracion semi-industrial e industrial de Trichoderma representa una opcion tecnoldgica
que resulta altamente eficaz tanto en términos de produccion como de economia para conseguir
biofungicidas de excelente calidad. Este procedimiento incluye métodos normalizados que
controlan factores como la humedad, la temperatura y el movimiento de aire. Este Gltimo factor
es especialmente crucial, ya que puede impactar positivamente en la cantidad y calidad de las

esporas generadas (E, y otros, 2022).

Se conocen claramente las necesidades nutricionales de Trichoderma spp. Este organismo tiene
la capacidad de descomponer sustratos complejos como el almiddn, la pectina y la celulosa,
entre otros, utilizandolos para su desarrollo, gracias a su extenso complejo enzimatico, que
incluye enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras. De
igual manera, Trichoderma utiliza como fuente de nitrégeno sustancias como amino&cidos,

urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (E, y otros, 2022).
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7.8  Sustratos para la produccion.

Los sustratos utilizados para la produccion de Trichoderma asperellum. constituyen un factor
determinante en la eficiencia del crecimiento micelial, la esporulacién y la viabilidad del
indculo, ya que proporcionan la fuente de carbono, nitrégeno y minerales necesarios para su
desarrollo metabolico. Diversos estudios sefialan que los sustratos organicos de origen agricola
e industrial, como granos y subproductos agroindustriales, favorecen la proliferacion de este
hongo debido a su alta disponibilidad de nutrientes y a su estructura fisica, que permite una
adecuada aireacion y retencion de humedad. Asimismo, la seleccion del sustrato incide
directamente en los costos de produccion, la estabilidad del producto final y la adaptabilidad
del biocontrolador a condiciones ambientales especificas, por lo que resulta fundamental
evaluar alternativas locales y sostenibles que optimicen la produccion de Trichoderma spp. bajo

condiciones controladas (E, y otros, 2022).
7.8.1 Arroz.

El arroz es rico en nutrientes, exhibiendo los niveles mas altos de acidos fendlicos, flavonoides,
actividad antioxidante, aminoacidos esenciales y nutrientes clave que incluyen cenizas,

proteinas, grasas y fibra (Bunyatratchata et al., 2025) .

El arroz posee un alto contenido de carbohidratos en forma de almidon. Este macronutriente es
uno de los componentes principales del arroz. El almidon se encuentra estructurado por dos
componentes principales: amilopectina y amilosa. Las cadenas de amilopectina son més
completas y sus caracteristicas son diferentes a las de la amilosa, la misma que se encuentra

estructurada de forma lineal (Mora & Pérez, 2019).

El contenido de proteinas del arroz va a depender del tipo de fraccionamiento durante la
molienda que se realiza para su transformacion y luego poder ser comercializado. El salvado
de arroz es el que mayor porcentaje de proteina posee con un 11.3% y el que contiene en menor
porcentaje es la cascara de arroz con un 2.0%. Las proteinas del arroz se encuentran clasificadas
en 4 grupos: glutelina, albimina, prolamina y globulina, sin embargo, sélo posee dos de ellas
en mayor proporcion que son la prolamina y glutelina. Al tener menos cantidad de prolamina,
se aumenta el contenido del aminoacido lisina, por tal motivo, el arroz junto con la avena son

los dos cereales que poseen en mayor cantidad este aminoacido (Mora & Pérez, 2019).

Algunos cereales son fuentes principales de ciertas vitaminas, en el arroz las que mas resaltan
son las del grupo B tales como: B1 (tiamina), B2 (niacina), B3 (niacina), siendo la vitamina B1

la que posee en mayor cantidad y su contenido se encuentra principalmente en el pericarpio y
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en la capa de aleurona con un 34%, el embrion con un 11% y finalmente en el endospermo con

un 8%. Ademas, contiene otras vitaminas en pocas cantidades A, C y D (Mora & Pérez, 2019).

El porcentaje total de minerales que posee el arroz es de 1 a 1.5% encontrandose
mayoritariamente en el salvado de arroz con un 51%, consecutivamente en la fraccion de arroz
molido existe un 28% y 10% en el germen. Estos minerales se ven afectados por los diversos
procesos de transformacion que se somete el arroz. Entre los minerales mas comunes se
encuentran el potasio y fésforo, ademas contiene en menores cantidades sodio y zinc. El
contenido mineral en el arroz de mayor a menor cantidad se encuentra de la siguiente manera
Mg, Ca, Mn, Zn, Fe, Se. En la capa externa del arroz se hallan especialmente P, Mg, Ca, Mn y
Fe. Los dos minerales que estan distribuidos de manera uniforme en el grano de arroz son el Zn
y Se (Mora & Pérez, 2019).

7.8.2 Morochillo.

El maiz tiene varias propiedades morfoldgicas y nutricionales importantes, como el periodo de
maduracion, las caracteristicas de la mazorca, la estructura del grano, el color del grano, la
resistencia a plagas y enfermedades, al frio y al calor, el rendimiento y la composicion

nutricional (almidon, proteinas, grasas y minerales) (Ciftci et al., 2025).

Los contenidos dealmidénen grano de maiz amarillo son del orden de 63.2 % del cual el 15 %
es de amilosa y el 48 % de amilopectina, 9.13 de % de proteina y 0.81 % de grasa(Garcia-
Pereyra et al., 2025).

7.8.3 Cebada.

El grano entero de cebada se compone de aproximadamente un 65-68 % de almidon, un 10-17
% de proteinas, un 4-9 % de B-glucano, un 2-3 % de lipidos libres y un 1,5-2,5 % de minerales
La fibra dietética total oscila entre el 11 % y el 34 % y la fibra dietética soluble entre el 3 % y
el 20 %. El grano de cebada descascarillado contiene entre un 11 % y un 20 % de fibra dietética
total, entre un 11 % y un 14 % de fibra dietética insoluble y entre un 3 % y un 10 % de fibra
dietética soluble (Baik & Ullrich, 2008).

7.8.4 Trigo.

La composicién del grano de trigo puede variar de acuerdo a la regién, condiciones de cultivo
y afio de cosecha. También la calidad y cantidad de nutrientes dependen de las especies de los

trigos que influiran en sus propiedades nutritivas y funcionales. En general, el grano maduro
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estd compuesto por hidratos de carbono, compuestos nitrogenados, lipidos, minerales y agua,
junto con trazas de vitaminas, enzimas y otras sustancias (Juarez & Béarcenas-Pozos, 2014).

El grano de trigo se compone principalmente de carbohidratos (70-75%), principalmente en
forma de almidon, seguido de proteinas (10-15%), grasas (1-2%), vitaminas (como las
vitaminas B), minerales (como hierro y magnesio), fibra (2-3%) y agua (10-15%) (Alomari
etal., 2023).

El trigo es rico en oligosacaridos solubles, hemicelulosa, almidon y celulosa facilmente
accesible, que inducen la produccién de enzimas como celulasas y proporcionan nutrientes

disponibles para el crecimiento del hongo (Mulatu et al., 2021).
8 VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1 Hipdtesis:
8.1.1 Hipdtesis nula.

No existe diferencia significativa entre los sustratos arroz, morochillo, trigo y cebada en el

crecimiento micelial y esporular de Trichoderma asperellum.
8.1.2 Hipotesis alternativa.

Existe diferencia significativa entre los sustratos arroz, morochillo, trigo y cebada en el

crecimiento micelial y esporular de Trichoderma asperellum.
8.2 Validacion:

La validacién de esta hipdtesis se realizé mediante andlisis estadistico (ANOVA y prueba de
Tukey), lo cual permitio identificar diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos,
confirmando que el tipo de sustrato influye directamente en la produccién del hongo.

9 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

9.1 Tipos de investigacion

9.1.1 Investigacion bibliografica/documental

Este proceso implicé la basqueda y recopilacion de informacion bibliografica existente, que
abarca estudios cientificos, libros, trabajos de grado y documentos relacionados con el tema de
los biocontroladores. Se llevo a cabo un anélisis exhaustivo de esta informacion, resaltando los
aspectos mas importantes y relevantes para la elaboracion del proyecto de investigacion. Esta
técnica promueve la generacidn de nuevos conocimientos y apoya el avance de la investigacion

en cuestion.
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9.1.2 Investigacion Descriptiva

La investigacion descriptiva permitid caracterizar el comportamiento de Trichoderma spp. en
cada sustrato, observando el desarrollo micelial, la coloracion de micelio y la formacion de
esporas. Este tipo de investigacion posibilita describir fendmenos bioldgicos sin manipular sus
variables fundamentales, proporcionando informacion base para estudios experimentales

posteriores (Hernandez-Sampieri et al., 2018).

9.2 Meétodos de investigacion

9.2.1 Cualitativo

La observacion detallada del crecimiento del hongo, tanto el area micelial como esporular en
cada uno de los sustratos, asi como la diferenciacion de las mismas nos permitio describir el

color de cada fase de crecimiento del hongo.
9.2.2 Cuantitativo

Segun los anélisis estadisticos, se pudo describir la cuantificacién del crecimiento micelial y
esporular de Trichoderma asperellum. Este andlisis permitio evaluar de manera precisa el mejor

sustrato para la produccion del agente biocontrolador.
9.3 Ubicacion de la investigacion

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de 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.

“rd
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9.4 Materiales y reactivos

9.4.1 Materiales

Cajas Petri (50 unidades)

Papel absorbente (3 rollo)

Papel aluminio (4 rollos)

Mechero (3 unidad)

Jeringuilla de 10ml (4 unidad)

Agua destilada (50 litros)

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

Puntas de micropipeta (100-200 uL) 20
Parafilm (1 rollo)

Alcohol (70-96 %)

Tubos de ensayo

Fundas de celofan (100 unidades)
Papel kraft (10 pliegos)

Cinta masking (2 rollos)

Cofias (100 unidades)

Mascarillas (100 unidades)

Cinta scotch

Regla 30cm

Céamara de Neubauer

Cubre objetos.

Molino

Tamices (1-3 mm)

Rotuladores adhesivos

Sustratos 2kg (arroz, morochillo, trigo, cebada)
Baldes (4 unidades)

Balanza digital

Bandeja plastica de pesar (4 unidades)
Pinzas (4 unidas)

Fosforera

17
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o Tijera
e Palillos (100 unidades)
e Bisturi (10 unidades)

9.4.2 Reactivos

e PDA

e Alcohol al 96% (10 litros)
e Agua destilada (50 litros)
e Etanol (70%-96%)

9.5 Equipos utilizados en la investigacion

e Autoclave (TUTTNAVER, 2540M)

¢ Incubadora (Binder BD56)

e Camara de flujo laminar (BIOBASE, BBS-DDS / BBS-H1300)
e Microscopio (ZEISS Axiolab 5)

e Micropipetas (BOECO, M-200y 100 pL)

e Balanza (BOECO BLC600)

e Computadora (hp corei3)
9.6 Preparacion de medio de cultivo.

Se prepar6 100mL de medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa) para determinar la cantidad
de Agar necesario, se utiliza la siguiente férmula tomando en cuenta un volumen aproximado

de 20mL por caja Petri.

__100mL+39gr
T 1000mL

= 3.99r

Una vez realizados los calculos correspondientes se peso 3.9gr de medio de cultivo Agar PDA
y se colocé en 100mL de agua destilada, se homogeniz6 y posteriormente se lo llevo a
autoclavar por un tiempo de 45 minutos a 121°C. Adicional a esto se esterilizaron palillos de
madera, pinzas y cajas Petri, una vez transcurrido el tiempo se retiraron los materiales del
utoclave para dejarlos enfriar. Se desinfectd la cabina de flujo laminar con alcohol al 70% vy se
ingresaron los materiales no sensibles a UV como: palillos, mecheros con alcohol al 96%,
pinzas y cajas Petri de 90x15mm previamente desinfectados con alcohol al 70% y se los dejo6
con luz UV por 15 minutos. Para concluir se dispensé el medio de cultivo en las cajas Petri y

se dejo solidificar.
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9.7 Reactivacion y purificacion de las cepas de Trichoderma asperellum.

9.7.1 Resiembra de las cepas de Trichoderma asperellum.

Para la resiembra de Trichoderma asperellum, se utiliz6 el protocolo de (Troya, s. f.), en donde

se realizaron los siguientes pasos:

Se prepar0 la cdmara de siembra y el meson de trabajo. Se prepararon los materiales necesarios
para realizar la siembra como: vaso de precipitado con alcohol de 90% (para desinfeccion de
herramientas), tapa de una caja Petri de vidrio para apoyar las herramientas (bisturi), caja Petri
con medio de cultivo PDA. Todo material que se ingresé al area de trabajo fue desinfectado
(rociado) con alcohol de 90%. Se ingreso el material bioldgico a ser utilizado (cepa). Se retir6
el film de la caja Petri que contiene la cepa y se flamearon los bordes. Con ayuda de un bisturi
(flameado y enfriado), se cortd un cuadrado pequefio de (0.5 cm x 0.5 cm) en el medio de
cultivo que contenia la cepa de (Trichoderma asperellum.) Se Colocé el inoculo (cuadrado)
obtenido, en la caja Petri con el medio PDA nuevo. Una vez realizada la siembra, se tapo la
caja Petri y se flamed nuevamente el borde y se sell6 la caja con film. Finalmente se incubé a
28°C durante 5

9.7.2 Preparacion de Trichoderma asperellum.

Para la preparacion de Trichoderma asperellum. se autoclavo 50mL de agua destilada y se dejo
enfriar dentro de la cdmara de flujo laminar. Con la ayuda de un bisturi se realiz6 el raspado de
una caja completa de Trichoderma asperellum. previamente purificada y conservada. Se pesé
en la balanza gramera toda la muestra que se obtuvo del raspado. Una vez pesado se agrego la
muestra al frasco autoclavable que contiene los 50mL de agua destilada estéril. Agitamos el
frasco con el fin de homogenizar correctamente la muestra. Con la ayuda de una micropimeta
se tomd 10ul de la muestra ya homogenizada y se coloco en la cdmara Neubauer para realizar

el recuento de conidias.

9.8 Recuento de conidias

Para el recuento de conidias se utilizd la metodologia de (E, y otros, 1997) donde nos indica
que:

Para el recuento de esporas se utiliza la cAmara de Neubauer. La cdmara esta dividida en 2
reticulos y cada uno se subdivide en 9 cuadrados de 1 mm? cada uno, o sea que cada reticulo
tiene una superficie total de 9 mmz2. El cuadrado central aparece de nuevo subdividido en 25

cuadrantes y éstos en 16 cuadrantes mas pequefios.
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El volumen (V) en mm3de cada uno de los cuadrantes es el siguiente:
Volumen = ancho x largo x profundidad.

V =1mm x Imm x 0,1 = 0,1 mm3 (Volumen del cuadrante en el cual se realiza el conteo de

esporas).

El nimero de esporas se obtiene en ml, por tanto, se debe realizar la conversion de mm3 a ml,

entonces:

1ml — 103mm3 1mlx 0,1 mm?3 _01ml
X — 0,1mm3 X 103 mm3 103

= 0,1x103

x =10"1x 10~ = x 10~"ml (Factor de la Camara)
9.9 Selecciony preparacion de sustratos

Para la seleccién y preparacion de los sustratos se utiliz6 la metodologia de (Mena, Aguilar, &

Intriago, 2023) con ciertas modificaciones.

Se seleccionaron cuatro sustratos: arroz, morochillo, cebada y trigo. De cada uno se adquirieron
2 kg. Posteriormente, se procedid a la molienda utilizando un molino manual y, a continuacion,
el material obtenido fue tamizado utilizando mallas de 1 y 3 mm, con el propésito de lograr
particulas de tamafio homogéneo. Una vez alcanzada la granulometria deseada, las muestras
fueron sometidas a tres lavados para eliminar el almidon residual. Seguidamente, se dejaron en

remojo durante una hora con el fin de conservar la humedad.

Con los sustratos ya listos, se pesaron 100 g para cada repeticion y se colocaron en fundas de
papel celofan, donde fueron distribuidos uniformemente para asegurar la misma area. Luego,
las fundas se sellaron con cinta adhesiva; este procedimiento se repitio para todos los
tratamientos. Posteriormente, los paquetes fueron recubiertos con papel kraft para evitar dafos
mecanicos. Finalmente, los sustratos se esterilizaron en autoclave durante 45 minutos a 121 °C

y, una vez concluido el proceso, se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
9.10 Inoculacion del hongo en los sustratos

Para la inoculacion del hongo, los sustratos previamente autoclavados fueron trasladados a la
camara de flujo laminar. Posteriormente, con la ayuda de la aguja de una jeringa de 10 mL, se
realizd un orificio en el centro de cada sustrato y, mediante una micropipeta, se inoculd la

solucion que contenia la cepa del hongo.
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Una vez realizada la inoculacion, el orificio fue sellado con cinta scotch a fin de prevenir
posibles contaminaciones. Seguidamente, todos los tratamientos fueron rotulados de manera
adecuada. Finalmente, los sustratos se colocaron en una estanteria y se mantuvieron inmoviles

durante los 20 dias que duro el estudio.
9.11 Toma de datos

Para la toma de datos se utiliz6 una cuadricula realizada en una hoja de acetato en la que se
realizaron cuadros de 1cm? , la cual se coloco sobre las fundas con los sustratos y se realizé el
conteo del area tanto esporular como micelial, tomando en cuenta que estas areas se identifican

por la coloracion.
10 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Analisis estadistico

10.1.1 Micelio 10D

Tabla 3. Analisis de la Varianza crecimiento micelial 10D

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3652.5 8 456.56 77.09 <0,0001**
SUSTRATO 3643.67 3 1214.56 205.08 <0,0001**
REPETICION 8.83 5 1.77 0.3 0.9063n.s
Error 88.83 15 5.92
Total 3741.33 23

Elaborado por: Sandoval, (2026).

En la tabla 3 el anélisis de varianza evidencia que el modelo estadistico es altamente
significativo (F =77,09; p<0,0001), lo que indica que los factores incluidos explican de manera
adecuada la variabilidad observada en la variable de respuesta; en particular, el factor sustrato
presento un efecto altamente significativo (F = 205,08; p < 0,0001), demostrando la existencia
de diferencias estadisticas entre los sustratos evaluados, mientras que el factor repeticion no
mostra significancia (p = 0,9063), lo cual sugiere una adecuada homogeneidad experimental
y una alta repetibilidad de los resultados; asimismo, el bajo valor del cuadrado medio del error
(CM =5,92) refleja una adecuada precision del ensayo y un control apropiado de las fuentes

de variacion no explicadas por el modelo.
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CRECIMIENTO MICELIAL 10D
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Gréfica 1. Test Tukey crecimiento micelial 10D

Elaborado por: Sandoval, (2026).

En el gréafico 1 se puede evidenciar la prueba de comparacion multiple de Tukey (a = 0,05;
DMS = 4,04947), la misma que permitié establecer tres grupos estadisticamente diferenciados.
Los sustratos 4(trigo) y 2(morochillo) conformaron el grupo superior (A), con medias de
39,17cm? y 38,00cm? respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos. El sustrato
1(arroz) se ubicd en un grupo intermedio (B), con un crecimiento promedio de 23,17cm? ,
mientras que el sustrato 3(cebada) present6 el menor desarrollo micelial (C), con una media de
9,00cm?. Este patron indica una marcada influencia del tipo de sustrato sobre la velocidad y

magnitud del crecimiento del micelio.

Los resultados obtenidos confirman que el sustrato constituye un factor critico en el crecimiento
micelial del hongo, ya que las diferencias observadas entre tratamientos fueron altamente
significativas y consistentes. La superioridad de los sustratos 4 y 2 sugiere que estos
proporcionan condiciones mas favorables para el desarrollo vegetativo, posiblemente asociadas
con una mayor disponibilidad de fuentes de carbono facilmente asimilables y una relacion
carbono/nitrégeno mas adecuada para la sintesis de biomasa fungica. Diversos autores han
sefialado que la composicion nutricional del sustrato influye directamente en la expansion
micelial, al estimular la produccion de enzimas hidroliticas responsables de la degradacion de
polisacaridos como almiddn, celulosa y hemicelulosa (Harman et al., 2004); (Druzhinina et al.,
2011).

El comportamiento intermedio del sustrato 1 indica que, aunque permite el crecimiento del

micelio, su composicion seria menos optima en comparacion con los sustratos 4 y 2. Esto podria
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estar relacionado con una menor disponibilidad de nutrientes esenciales o con caracteristicas
fisicas desfavorables, como una menor porosidad o capacidad de retencién de humedad,
factores que influyen negativamente en la elongacion hifal y en la colonizacion del medio
(Papavizas, 1985).

Por otro lado, el bajo crecimiento observado en el sustrato 3 sugiere la presencia de limitaciones
nutricionales importantes o de componentes estructurales de dificil degradacion, como una alta
proporcion de lignina, lo cual reduce la eficiencia metabodlica del hongo. Estudios previos han
demostrado que residuos agricolas con alto contenido lignocelulésico y baja fraccion de
compuestos solubles pueden restringir significativamente el crecimiento micelial, debido a la

menor accesibilidad del carbono utilizable (Samuels, 2006).

10.1.2 Micelio 20D

Tabla 4. Analisis de la Varianza crecimiento micelial 20D

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 57300.33 8 716254 45.07 <0,0001 **
SUSTRATO  56631.13 3 18877.04 118.79 <0,0001 **
REPETICION 669.21 5 133.84 0.84 0.5405 n.s
Error 2383.63 15 158.91
Total 59683.96 23
CV% 8.9

Elaborado por: Sandoval, (2026).

En la tabla 4 el analisis de la varianza indica el crecimiento micelial a los 20 dias, donde se
puede evidenciar un efecto altamente significativo del tipo de sustrato sobre el desarrollo de
Trichoderma (p < 0,0001), mientras que el factor repeticion no mostré influencia estadistica (p
= 0,5405), lo que indica una adecuada homogeneidad experimental y buena reproducibilidad

de los resultados.
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Gréfica 2. Test Tukey crecimiento micelial 20D

Elaborado por: Sandoval, (2026).

El grafico 2 del test de Tukey (a = 0,05) permitié establecer una clara jerarquizacion entre
tratamientos: el sustrato 4(trigo) presentd el mayor crecimiento micelial (150cm?),
diferencidndose estadisticamente de los demas; le siguieron el sustrato 2 morochillo
(73,83cm?), el sustrato 1 arroz (51cm?) y finalmente el sustrato 3 cebada (18), con diferencias
significativas entre todos los grupos (A > B > C > D). Este comportamiento sugiere que la
composicion fisicoquimica del sustrato es determinante para la colonizacion micelial de

Trichoderma.

Desde el punto de vista fisioldgico, Trichoderma es un hongo saprofito con elevada capacidad
para secretar enzimas hidroliticas (celulasas, hemicelulasas y amilasas), 1o que le permite
aprovechar eficientemente sustratos ricos en polisacaridos estructurales y no estructurales. En
este contexto, el rendimiento superior del sustrato 4 puede atribuirse a una mayor disponibilidad
de carbono facilmente metabolizable y a una estructura fisica favorable para la aireacién y
retencion de humedad, factores criticos para la expansion del micelio. Resultados similares
fueron reportados por (Harman et al., 2004), quienes sefialan que la tasa de crecimiento micelial
de Trichoderma depende estrechamente del tipo de fuente carbonada y del equilibrio C/N del

medio.

Asimismo, estudios de (Pandey et al., 2000) y (Sanchez, 2009) sobre fermentacion en estado
solido confirman que los sustratos de origen cereal o con alto contenido de almidén favorecen
el crecimiento micelial y la produccién de biomasa fungica, en comparacion con matrices mas

lignificadas o pobres en nutrientes. Esto explicaria el bajo desempefio del sustrato 3, que
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probablemente presenta menor accesibilidad de nutrientes o una estructura menos favorable

para la colonizacion hifal.

El comportamiento intermedio de los sustratos 1 y 2 sugiere diferencias en su composicion
nutricional o granulometria, que concuerda con lo reportado por (Papavizas, 1985), quien
destaca que la variacion de los compuestos nutricionales del sustrato pueden generar cambios
significativos en la velocidad de crecimiento de Trichoderma y en su potencial biocontrolador.

En términos aplicados, los resultados indican que el sustrato 4(Trigo) es el mas adecuado para
la produccion de micelio de Trichoderma a los 20 dias, lo que tiene implicaciones directas para
procesos de multiplicacién masiva del hongo con fines agricolas o biotecnoldgicos. La marcada
diferencia estadistica entre tratamientos refuerza la necesidad de seleccionar cuidadosamente

el sustrato en programas de produccion de inoculantes fangicos.

10.1.3 Esporas 10D
Tabla 5. Anélisis de la Varianza crecimiento esporular 10D

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1489.67 8 186.21 31.68 <0,0001 **
SUSTRATO 1460.83 3 486.94 82.84 <0,0001 **
REPETICION 28.83 5 5.77 0.98 0.4609 n.s
Error 88.17 15 5.88
Total 1577.83 23
CV% 17.22

Elaborado por: Sandoval, (2026).

En la tabla 5 el analisis de la varianza indica el crecimiento esporular a los 10D, donde se
evidencian diferencias altamente significativas en la variable evaluada en funcion del tipo de
sustrato empleado (F = 82,84; p < 0,0001). En contraste, el factor repeticion no presenté efecto
significativo (p = 0,4609), lo que indica una adecuada homogeneidad experimental y sugiere
que la variabilidad observada se atribuye principalmente a la naturaleza del sustrato y no a

errores sistematicos del ensayo.
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Grafica 3. Test Tukey crecimiento esporular 10D

Elaborado por: Sandoval, (2026).

El grafico 3 del test de comparacion multiple de Tukey (a0 = 0,05) permitié discriminar tres
grupos estadisticamente distintos. El sustrato 2(morochillo) presenté la media mas alta
(24,83cm?), ubicandose en el grupo A y mostrando un desempefio significativamente superior
respecto a los demas tratamientos. Los sustratos 4(trigo) y 1(arroz) formaron un grupo
intermedio (B), sin diferencias significativas entre si (15,83 y 12,67cm?, respectivamente),
mientras que el sustrato 3(cebada) exhibid el valor mas bajo (3,0), conformando un grupo

estadisticamente inferior (C).

Desde el punto de vista bioldgico, estos resultados son coherentes con la fisiologia nutricional
del género Trichoderma, el cual se caracteriza por su alta capacidad para colonizar sustratos
ricos en carbohidratos facilmente asimilables, especialmente polisacaridos como almidon y
celulosa, asi como por su eficiencia en la produccion de enzimas hidroliticas (celulasas,
amilasas y xilanasas). EI mayor rendimiento observado en el sustrato 2 sugiere que este presenta
una composicion quimica mas favorable, probablemente con mayor disponibilidad de carbono

utilizable y una relacion C/N adecuada para la sintesis de biomasa fungica.

Estudios previos han demostrado que sustratos basados en cereales o subproductos
agroindustriales con alto contenido de almidén promueven un crecimiento micelial acelerado
en especies de Trichoderma, debido a su réapida hidrdlisis en azucares simples (Harman et al.,
2004); (Pandey et al., 2017). Asimismo, la baja respuesta registrada en el sustrato 3 podria

explicarse por una menor biodisponibilidad de nutrientes o por la presencia de compuestos
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estructurales recalcitrantes (lignina o hemicelulosas complejas), que limitan la colonizacion

micelial en etapas tempranas del cultivo.

Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas entre repeticiones respalda la
confiabilidad de los datos y sugiere que las condiciones de incubacion (temperatura, humedad
y asepsia) fueron adecuadamente controladas, reduciendo la variabilidad experimental. Esto
concuerda con lo sefialado por (Domsch et al., 2008), quienes indican que Trichoderma muestra
patrones de crecimiento altamente reproducibles cuando se cultiva bajo condiciones

estandarizadas.

En términos aplicados, los resultados confirman que la seleccion del sustrato constituye un
factor critico para la produccion masiva de Trichoderma, ya sea con fines de biocontrol o
formulacién de bioinsumos. El uso de un sustrato con comportamiento similar al tratamiento 2
permitiria optimizar los rendimientos productivos y reducir costos de fermentacion solida,
como lo han reportado autores que evaluaron residuos agricolas como fuentes nutritivas para
este hongo (Benitez et al., 2004); (Vinale et al., 2008).

10.1.4 Esporas 20D

Tabla 6. Andlisis de la Varianza crecimiento esporular 20D

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 36589.5 8 4573.69 384.7 <0,0001 **
SUSTRATO  36488.17 3 12162.72 1023.03 <0,0001 **
REPETICION 101.33 5 20.27 1.7 0.1942n.s
Error 178.33 15 11.89
Total 36767.83 23
CV% 5.79

Elaborado por: Sandoval, (2026).

En la tabla 6 el analisis de la varianza indica el crecimiento esporular a los 20 dias, donde se
evidencia que el tipo de sustrato ejerce un efecto altamente significativo sobre la produccién de
esporas de Trichoderma (F = 1023,03; p < 0,0001), mientras que el factor repeticion no mostro
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,1942). Esto indica una adecuada
homogeneidad experimental y confirma que la variacion observada en la esporulacion se
atribuye fundamentalmente a la naturaleza del sustrato empleado. EI bajo valor del error

experimental (CM = 11,89) respalda ademas la precision de las mediciones obtenidas.
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Grafica 4. Test Tukey crecimiento esporular 20D

Elaborado por: Sandoval, (2026).

El grafico 4 de la prueba de comparacion multiple de Tukey (o = 0,05) permitid establecer
cuatro grupos estadisticamente diferenciados. El sustrato 4(trigo) presentd la mayor media de
esporulacion (109,17c¢m?), constituyéndose en el medio mas favorable para la formacion de
conidios, seguido por el sustrato 2 morochillo (77,17cm?), el sustrato 1 (49,00cm?) vy,
finalmente, el sustrato 3 arroz (3,00cm?), el cual mostré un desempefio marcadamente inferior.
Este patron sugiere que el sustrato 4(trigo) proporciona condiciones nutricionales y
fisicoquimicas Optimas para el metabolismo secundario asociado a la produccion de conidias,
tales como una relacion adecuada carbono/nitrégeno, mayor disponibilidad de carbohidratos

complejos y una estructura fisica que favorece la aireacion del micelio.

Diversos estudios sefialan que la esporulacion en Trichoderma esta fuertemente influenciada
por la composicion del sustrato, particularmente por la presencia de polisacaridos como
almidon y celulosa, que actian como fuentes energeticas durante las fases avanzadas del
crecimiento fungico (Pandey et al., 2000); (Harman et al., 2004). Asimismo, materiales ricos
en almidén como cereales y subproductos agricolas— han demostrado estimular
significativamente la produccion de conidios frente a sustratos con bajo contenido de carbono
disponible (Kumar & Sahu, 2014). En este contexto, el comportamiento del sustrato 4 podria
asociarse a un mayor contenido de nutrientes facilmente asimilables y a una mejor retencion de

humedad, factores criticos para la esporulacion masiva.

El bajo rendimiento observado en el sustrato 3 puede explicarse por una limitada disponibilidad

de nutrientes o por caracteristicas estructurales desfavorables, como compactacion excesiva o
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deficiente oxigenacion, las cuales restringen la diferenciacion conidial. La aireacion y la
porosidad del sustrato son determinantes clave en la produccion de esporas de hongos
filamentosos, ya que influyen directamente en la respiracion y en la regulacion de la humedad
del micelio (Sala et al., 2024).

En términos aplicados, estos resultados poseen implicaciones relevantes para la produccién
masiva de Trichoderma con fines de control bioldgico. La identificacion del sustrato 4 como el
mas eficiente para la esporulacion a los 20 dias sugiere su potencial como medio base para
formulaciones comerciales, al permitir obtener altas concentraciones de inéculo en menor
tiempo. Esto coincide con lo reportado por Harman et al. (2010), quienes destacan que la
seleccion adecuada del sustrato constituye un factor critico para optimizar la calidad y

viabilidad de bioinsumos basados en Trichoderma.

En conjunto, la evidencia estadistica y bioldgica respalda que el sustrato es un factor
determinante en la esporulacion de Trichoderma, y que su optimizacion permite maximizar la
eficiencia productiva del hongo. Por tanto, los resultados obtenidos confirman la hipotesis de
que los sustratos con mayor disponibilidad de carbono y mejor estructura fisica promueven
significativamente la formacion de esporas, lo cual resulta fundamental para su aplicacion en

programas de manejo bioldgico de fitopatégenos.

11 IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

Los efectos generados en los sectores técnico, social, ambiental y econémico son los siguientes:
11.1 Técnicos

El proyecto aporta a la estandarizacion de un método eficiente para la produccion de
Trichoderma asperellum bajo condiciones controladas, al identificar al trigo como el sustrato
mas adecuado para maximizar el crecimiento micelial y la esporulacion, lo que facilita su

aplicacion en procesos de produccion de bioinsumos.
11.2 Sociales

La investigacion genera un impacto social positivo al promover el uso de Trichoderma
asperellum como alternativa biologica al empleo de fungicidas quimicos, contribuyendo a la
proteccién de la salud de los productores agricolas y de los consumidores. Asimismo, fortalece
las capacidades técnicas de estudiantes, profesionales y pequefios agricultores al proporcionar

informacion cientifica sobre la produccion de biocontroladores a partir de sustratos locales,
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favoreciendo la adopcion de précticas agricolas sostenibles y el desarrollo de emprendimientos

vinculados a la produccién orgénica.
11.3 Ambientales

Desde el ambito ambiental, el proyecto contribuye a la reduccion de la contaminacion del suelo
y del agua al disminuir la dependencia de agroquimicos sintéticos, promoviendo el uso de
microorganismos benéficos en los sistemas agricolas. El empleo de sustratos de origen vegetal
para la produccion del hongo favorece el aprovechamiento racional de recursos locales y el
mantenimiento del equilibrio microbiolégico del suelo, lo que permite fortalecer la

biodiversidad edafica y apoyar los principios de la agricultura sostenible.
11.4 Econdmicos

El impacto econdmico se refleja en la disminucién de los costos de produccién agricola
mediante la elaboracion local de bioinsumos a partir de sustratos accesibles y de bajo costo, lo
que reduce la dependencia de productos comerciales importados. La identificacion del trigo
como el sustrato mas eficiente para la produccion de Trichoderma asperellum optimiza los
procesos productivos, mejora la eficiencia del biocontrolador y contribuye a reducir las pérdidas
ocasionadas por enfermedades del suelo, incrementando potencialmente la rentabilidad de los

sistemas agricolas y generando oportunidades para emprendimientos locales.
12 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
12.1 Conclusiones

e Se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en el crecimiento
micelial y la esporulacion entre los sustratos evaluados. El sustrato de trigo (sustrato 4)
mostré el mejor desempefio en la mayoria de las variables medidas, seguido por el
morochillo (sustrato 2). El arroz (sustrato 1) presentdé un rendimiento intermedio,
mientras que la cebada (sustrato 3) registrdé los valores mas bajos en todas las
evaluaciones.

e Eltrigo se identifico como el sustrato mas adecuado para la produccion de Trichoderma
asperellum. bajo condiciones controladas, debido a su composicién nutricional rica en
carbohidratos complejos, que favorece el crecimiento micelial rapido y una alta
esporulacion. El morochillo también resultdo ser una opcion viable, aunque con un

rendimiento ligeramente inferior
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12.2 Recomendaciones

e Realizar estudios complementarios para determinar las condiciones 6ptimas de
humedad, temperatura y tiempo de incubacion para cada sustrato, con el fin de
maximizar la produccion de conidias y la viabilidad del in6culo.

e Explorar combinaciones de sustratos (ej. trigo-morochillo) para evaluar asociaciones
que puedan mejorar ain mas la eficiencia productiva.

e Profundizar en el analisis bioquimico de los sustratos (contenido de carbono, nitrégeno,
enzimas hidroliticas) para entender mejor los mecanismos que explican las diferencias

observadas en el crecimiento de Trichoderma asperellum.
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