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RESUMEN 

La producción de rosas para exportación es una de las principales actividades agrícolas 

en el Ecuador, en el 2024 se registró un ingreso de aproximadamente 1 015 954 debido 

a esta actividad. Sin embargo, este cultivo se ve afectado por el hongo fitopatógeno 

Botrytis spp., que puede llegar a provocar pérdidas en producción de hasta el 30%, lo 

que resalta la necesidad de innovar estrategias de control para este problema. En este 

contexto, la presente investigación se llevó a cabo en el laboratorio de microbiología de 

la Universidad Técnica de Cotopaxi, campus Salache, con el objetivo de evaluar hongos 

con potencial biocontrolador de Botrytis spp. en condiciones de laboratorio. Para el 

desarrollo del estudio se recolectaron 14 muestras de material vegetal en 2 localidades 

de Cotopaxi (Salache y Toacazo), a partir de estas se obtuvieron 14 aislamientos de 

hongos endófitos, de los cuales se seleccionaron 6 para las pruebas de antagonismo, 

considerando su desarrollo micelial en cultivo in vitro.  El potencial biocontrolador de 

los hongos seleccionados se evaluó con pruebas antagónicas mediante la técnica de 

cultivos duales, los resultados indicaron que de los 6 hongos endófitos evaluados 3 

presentaron porcentajes de inhibición del crecimiento radial (PICR) altos en este caso: 

Neurospora crassa, con un 79,3 %, seguida por Trichoderma asperellum, con un 75 %, 

mientras que Anulohypoxylon spp. presentó un 32,3 % en condiciones in vitro. 

Adicionalmente, se evaluó la resistencia las conidias a la radiación solar de los 3 hongos 

endófitos con potencial de biocontrol, determinándose que Neurospora crassa y 

Trichoderma asperellum lograron un 100 % de germinación tras dos horas de 

exposición solar. La identificación morfológica se realizó mediante el análisis de 

estructuras como: micelio, hifas, conidióforos y conidias. Posteriormente, la 

identificación molecular permitió confirmar que los 3 hongos endófitos con potencial de 

biocontrol se trataban de Neurospora crassa, Trichoderma asperellum y 

Anulohypoxylon spp, esta se llevó a cabo mediante la amplificación de las regiones 

espaciadoras del transcrito interno (ITS).   

 

Palabras clave: Botrytis spp., PICR, biocontrolador, Neurospora crassa, Trichoderma 

asperellum, Anulohypoxylon spp., ITS.   
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Author:  
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ABSTRACT 

The production of roses for export is one of the main agricultural activities in Ecuador; 

in 2024, an income of approximately 1 015 954 was recorded due to this activity. 

However, this crop is affected by the phytopathogenic fungus Botrytis spp., which can 

cause production losses of up to 30%, which highlights the need to innovate control 

strategies for this problem. In this context, the present research was carried out in the 

Microbiology Laboratory of the Technical University of Cotopaxi, Salache Campus, 

with the objective of evaluating fungi with biocontrol potential for Botrytis spp. in 

laboratory conditions. To carry out the study, 14 samples of plant material were 

collected in 2 locations in Cotopaxi (Salache and Toacazo). From these, 14 isolates of 

endophytic fungi were obtained, of which 6 were selected for antagonism tests, 

considering their mycelial development in in vitro culture. The biocontrol potential of 

the selected fungi was evaluated through antagonistic assays using the dual culture 

technique. The results indicated that out of the six endophytic fungi tested, three 

exhibited high percentages of radial growth inhibition (PICR): Neurospora crassa, with 

79.3%, followed by Trichoderma asperellum with 75%, while Anulohypoxylon spp. 

showed 32.3% under in vitro conditions. Additionally, the resistance of conidia to solar 

radiation was assessed for the three endophytic fungi with biocontrol potential, 

determining that Neurospora crassa and Trichoderma asperellum achieved 100% 

germination after two hours of solar exposure. Morphological identification was 

performed by analyzing structures such as mycelium, hyphae, conidiophores, and 

conidia. Subsequently, molecular identification confirmed that the three endophytic 

fungi with biocontrol potential were Neurospora crassa, Trichoderma asperellum, and 

Anulohypoxylon spp., which was carried out through the amplification of the internal 

transcribed spacer (ITS) regions. 

 

 

Keywords: Botrytis spp., PICR, biocontrol agent, Neurospora crassa, Trichoderma 

asperellum, Anulohypoxylon spp., ITS. 
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1.2 Línea 1 

a. Producción agrícola sostenible 

1.3 Línea de vinculación 

a. Gestión de recursos naturales, biodiversidad, biotecnología y genética para el 

desarrollo humano social. 

2. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

La Botrytis spp. conocida también como podredumbre gris, es un fitopatógeno que crea 

problemas en varios cultivos hortícolas, entre unos de estos se encuentra el de las rosas, 

teniendo un mayor impacto en el área de poscosecha, ataca principalmente tallo y 

pétalos (Amaya, 2021).  

En el manejo químico convencional se ven reflejados problemas relacionados con la 

resistencia a dicho patógeno, el impacto negativo ambiental, al igual que los riesgos 

para la salud humana (Palomino & Ccoa, 2022). Por ello, se plantea la necesidad de 

buscar alternativas sostenibles y amigables con el ambiente, como es el uso de hongos 

con potencial de biocontrol o antagonistas. Los mismos que pueden ofrecer ventajas 

significativas como la reducción del uso de agroquímicos y conservar la calidad de las 

flores en el proceso de poscosecha. 

3. BENEFICIARIOS  

3.1. Beneficiarios directos  

Los beneficiarios directos de este proyecto son los 320 estudiantes de la carrera de 

Agronomía de la Universidad Técnica de Cotopaxi, ya que los resultados obtenidos de 

la investigación, pueden ser tomados como referencia para futuras investigaciones que 

planteen estrategias innovadoras para el manejo de Botrytis spp., en un enfoque más 

sostenible y eficiente que responda a las demandas del sector agrícola y ornamental. 

3.2. Beneficiarios indirectos  

Los beneficiarios indirectos, son los investigadores, los 449 productores a pequeña y 

gran escala de rosas (Chavarro, 2021), quienes podrían utilizar los resultados obtenidos 

como nuevas herramientas y enfoques para el desarrollo de estudios relacionados con el 

control biológico de patógenos a partir de microorganismos. 
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4. PROBLEMÁTICA  

La floricultura es una actividad agrícola de alto valor económico que se posiciona como 

un pilar fundamental en varios países. A nivel mundial, la demanda de flores frescas ha 

mostrado un crecimiento constante debido a su importancia en eventos sociales, 

decoración y la industria cosmética. Países como Colombia, Kenia y Ecuador lideran la 

producción de flores de alta calidad, siendo los principales exportadores hacia mercados 

como Estados Unidos, Europa y Asia. Dentro de este sector, las rosas destacan por su 

participación significativa, representando más del 50 % de las exportaciones de flores 

cortadas (Castro-Acosta et al., 2024). 

Ecuador, en el 2024 alcanzó un volumen de exportación que supera las 200 toneladas 

generando ingresos de aproximadamente 1 015 954 (BCE, 2025). Sin embargo, la 

incidencia de Botrytis spp. genera pérdidas económicas ya que afecta principalmente las 

flores y los tallos (Gómez, 2014). 

Según indica Chavarro (2021), en Cotopaxi existen 449 productores de rosas, tanto a 

pequeña como a gran escala. Sin embargo, estos se han visto afectados por la presencia 

del patógeno Botrytis spp. Un caso representativo del impacto de este problema es la 

finca Continex, la cual destina 62 hectáreas exclusivamente al cultivo de rosas y reporta 

pérdidas de hasta el 30 % de su producción en la etapa de poscosecha debido a Botrytis 

spp. Para mitigar estas pérdidas, la finca recurre al uso intensivo de fungicidas 

químicos, con una inversión anual aproximada de 95 000 dólares, lo que permite evitar 

pérdidas que podrían superar los 85 700 dólares (Amaya, 2021). No obstante, el uso de 

fungicidas presenta varios inconvenientes, como su alto costo económico, la generación 

de residuos químicos que afectan el ambiente y la salud de los trabajadores, así como el 

desarrollo de resistencia en los patógenos, lo que reduce la eficacia de los tratamientos 

con el tiempo.  

5. OBJETIVOS  

5.1. Objetivo general  

Evaluar hongos con potencial biocontrolador para Botrytis spp. en condiciones de 

laboratorio. 

5.2. Objetivos específicos  

 Seleccionar aislamientos con capacidad antagónica para Botrytis spp. in vitro.  
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 Evaluar la efectividad de conidios de los aislamientos seleccionados con mayor 

capacidad antagónica in vitro.  

 Caracterizar morfológica y molecularmente aislamientos con mayor efectividad 

de antagonismo de Botrytis spp. in vitro.  

6. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACIÓN A LOS 

OBJETIVOS PLANTEADOS 

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

OBJETIVO 1 ACTIVIDADE

S 

METODOLOGÍA  RESULTADO 

Seleccionar 
aislamientos 

con actividad 

antagónica 

para Botrytis 

spp. in vitro. 

Captura de 
cepas nativas en 

PDA. 

 Recolección de 
material vegetal. 

 Limpieza del 
material vegetal. 

 Siembra del 
material vegetal 

en PDA.  

 Aislamiento de 
14 cepas nativas 

con potencial de 

biocontrol. 

 Aislamiento de 
Botrytis spp.  

 Fotografías 

Selección cepas 
nativas para 

pruebas 

antagónicas.  

 Multiplicación y 
purificación 

cepas obtenidas. 

 Clasificación de 
cepas a partir de 

características 

como el 

crecimiento y la 

producción de 

metabolitos 
secundarios. 

 Selección de 6 
cepas nativas 

con mejores 

características 

para bioensayos.  

 Fotografías.  

Implementación 

de bioensayo: 

DCA con 6 
tratamientos 

(hongos 

seleccionados) y 

5 repeticiones.  

 Prueba de 
antagonismo con 

un total de 30 

unidades 

experimentales.  

 Un diseño 
experimental 

bien planificado 

y llevado a cabo 

de manera 

correcta lo que 

facilito la 

realización del 
análisis 

estadístico y la 

comprensión de 

los resultados 

obtenidos. 

Toma de datos  Porcentaje de 

inhibición de 

crecimiento del 

patógeno a los 6 

 Excel con datos 

tomados 

 Cuadros 
estadísticos 



5 

 

 

días de 

incubación a 25 

°C.  

 Diagrama de 

barras 

 Fotografías  

OBJETIVO 2 ACTIVIDADE

S 

METODOLOGÍA  RESULTADO 

Evaluar la 

viabilidad de 

conidios de los 

aislamientos 

seleccionados 

con mayor 

capacidad 

antagónica in 

vitro 

Ajuste de dosis 

de conidios a 

𝑥108. 

 Multiplicación 

de cajas para 

obtener conidios. 

 Diluciones con 
agua destilada 

estéril. 

 Conteo de 
conidios de las 

diluciones con 

cámara de 

Neubauer. 

 Dosis ajustada a 

𝑥108.  

Implementación 

de bioensayo: 

diseño 

completamente 

al azar con 

interacción de 
factores (a x b), 

con 3 

tratamientos 

(hongos con 

mayor 

capacidad de 

biocontrol para 

Botrytis spp in 

vitro), 3 tiempos 

de exposición 

solar (0, 1 y 2 
horas) y 5 

repeticiones. 

 Prueba de 
viabilidad de 

conidios con un 

total de 45 

unidades 

experimentales.  

 Un diseño 
experimental 

bien planificado 

y llevado a cabo 

de manera 

correcta lo que 

facilito la 

realización del 

análisis 

estadístico y la 
comprensión de 

los resultados 

obtenidos. 

Toma de datos  Porcentaje de 
germinación de 

conidios después 

de estar expuesto 

a condiciones 

ambientales 
adversas.  

 Excel con datos 
tomados 

 Cuadros 
estadísticos 

 Diagrama de 
barras 

 Fotografías  

OBJETIVO 3 ACTIVIDADE

S 

METODOLOGÍA  RESULTADO 

Caracterizar 

morfológica y 

molecularment

e aislamientos 

con mayor 

Descripción 

morfológica de 

los hongos. 

 Observación 

macroscópica y 

microscópica de 
los hongos 

estudiados.  

 Fotografías  

 Descripción de 
colonias y 

estructuras 

 Fotografías  
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capacidad de 

antagonismo 

de Botrytis 

spp. in vitro 

 

 

 

Identificación 

molecular de los 

hongos.  

 Extracción de 

ADN, adaptado a 

las condiciones 
específicas del 

laboratorio de la 

Carrera de 

Ingeniería 

Agronómica.  

 Amplificación de 
las regiones ITS 

1 e ITS 4 de los 

hongos mediante 

la técnica de 

PCR. 

 Secuenciación y 
cuantificación 

del ADN de las 

cepas de hongos 

en la empresa 

IDgen. 

 Se llevó a cabo 
el análisis 

bioinformático.  

 Identificación a 

nivel de especie 

de los tres 
hongos.  

 Fotografías 

7. FUNDAMENTACIÓN CIENTÍFICA TEÓRICA 

7.1. Familia de las rosáceas   

La familia Rosaceae es una de las familias más importantes dentro del orden Rosales, 

compuesta por aproximadamente 90 géneros y más de 3 000 especies de plantas 

distribuidas principalmente en regiones templadas del hemisferio norte (Rzedowski, 

2021). Según indica, Romoleroux, (2017), en Ecuador se han identificado 11 géneros y 

70 especies nativas, la mayoría de las cuales se encuentran en la región altoandina, a 

más de 2500 msnm.  

Sus miembros incluyen hierbas, arbustos y árboles, caracterizados por hojas alternas, 

simples o compuestas, frecuentemente estipuladas con estructuras a modo de pequeñas 

hojas en la base del pecíolo (Zardini, 1993). Las flores son actinomorfas (simétricas 

radialmente), hermafroditas, generalmente con 5 sépalos y 5 pétalos libres, dispuestos 

en espiral o verticilos. El androceo está formado por numerosos estambres y el gineceo 

varía entre apocárpico (carpelos libres) o sincárpico (carpelos fusionados). Los frutos 
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incluyen tipos como drupas, aquenios, pomos, folículos y agregados (Rzedowski & 

Calderón, 2005). Algunas de las plantas de esta familia con las que se trabajaron durante 

la investigación se detallan a continuación en la (Tabla 2):  

Tabla 2: Taxonomía de: Mora silvestre, Capulí, Durazno, Manzana, Margycarpus.  

Taxonomía  Fotografía  

Mora silvestre 

Reino: Plantae 

 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Rubus 

 Capulí 

Reino: Plantae 

 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Prunus 

 Durazno 

Reino: Plantae 

 

Division: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida  

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Prunus 

 Manzana   

Reino: Plantae 

 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Malus 

Margycarpus 

Reino: Plantae 

 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 
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Género: Malus 

7.2 Cultivo de rosa 

7.2.1 Descripción botánica  

Hay más de 100 especies y miles de variedades cultivadas. Los rosales son plantas 

leñosas perennes. Según la especie o variedad, pueden crecer como arbustos compactos, 

trepadores o incluso pequeños árboles (Heussler, 1991). Tienen un sistema radicular 

pivotante con raíces secundarias extendidas, además son profundas y bien desarrolladas 

(Yong, 2004). Su tallo es leñoso, con espinas de distintos tamaños, que son 

modificaciones de la epidermis para protección, puede ser erecto o trepador, 

dependiendo de la variedad; su color varía de verde a marrón rojizo en las partes más 

jóvenes (Martinez, 2005). 

 Sus hojas son compuestas y alternas, con 3 a 7 foliolos, los mismos suelen ser de color 

verde oscuro brillante en la parte superior y más pálidos en la inferior, sus bordes son 

dentados y una textura coriácea o ligeramente rugosa (Ayala, 2010). Sus flores son 

variadas en tamaño, forma y color son completas, tienen todos los órganos florales, con 

un cáliz de 5 sépalos, una corola de múltiples pétalos, numerosos estambres y carpelos. 

Además, pueden ser simples o dobles (Gostinchar, 1954). 

Tabla 3: Taxonomía de la Rosa app.  

Taxonomía 

 

Reino: Plantae 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Rosales 

Familia: Rosaceae 

Género: Rosa 

7.2.2 Ciclo fenológico del cultivo  

7.2.2.1 Brotación 

Esta fase tiene una duración de entre 7-10 días. Inicia con la activación de las yemas 

latentes, después la brotación puede ser estimulada por podas o renovación del follaje y 

por último aparecen los primeros brotes verdes en las ramas. Necesitan de una 

temperatura óptima de 17-25 °C, además de una poda eficiente para eliminar tallos 

viejos. (Yong, 2004). 
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7.2.2.2 Crecimiento vegetativo 

Esta etapa necesita entre 15-25 días para llevarse a cabo. Comienza con el crecimiento 

activo de los brotes y formación de hojas, después el tallo empieza a alargarse 

progresivamente y por últimos se desarrolla el sistema foliar, esencial para la 

fotosíntesis. Esta fase necesita de buena iluminación (mínimo 12 horas diarias), 

nutrición adecuada, especialmente nitrógeno y potasio al igual que una humedad 

relativa entre 70-85% (Yong, 2004). 

7.2.2.3 Formación del botón floral 

Esta etapa tiene una duración de entre 15-20 días. Aquí se reduce el crecimiento 

vegetativo y las plantas concentran energía en la formación del botón floral, además el 

tamaño y la calidad del botón dependen del manejo hídrico y nutricional. En esta etapa 

se debe realizar una aplicación balanceada de nutrientes como fósforo y calcio 

(Calvache, 2017). 

7.2.2.4 Desarrollo del botón floral 

Esta fase tiene una duración de 20-25 días. En el cual el botón aumenta de tamaño y se 

define su forma, además se observa la coloración inicial en las variedades pigmentadas. 

Por ultimo los pétalos se compactan dentro del botón, preparándose para la apertura. En 

esta etapa se deben evitar temperaturas extremas (<10 °C o >30 °C) para prevenir 

enfermedades como Botritys spp. (Martinez, 2005). 

7.2.4 Plagas  

7.2.4.1 Áfidos (Macrosiphum rosae) 

Son pequeños insectos de color verde, negro o amarillo que suelen agruparse en los 

brotes tiernos, tallos y capullos de las rosas. Se alimentan de la savia, debilitando la 

planta. Además, segregan una sustancia pegajosa que favorece la aparición de hongos 

como la fumagina (Martínez, 2005). 

7.2.4.2 Araña Roja (Tetranychus urticae) 

Un ácaro diminuto, de color rojo o marrón, que se encuentra en el envés de las hojas. Es 

más problemático en climas cálidos y secos. Se alimenta de las células de las hojas, 

causando pequeñas manchas amarillas o plateadas. En infestaciones graves, las hojas 

pueden secarse y caer (Guerrero, 2015). 
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7.2.4.3 Trips (Frankliniella occidentalis) 

Pequeños insectos alargados, de color amarillo o marrón, que atacan las flores y hojas. 

Los trips raspan la superficie de los tejidos para alimentarse, provocando manchas 

plateadas y deformaciones en los pétalos y hojas (Varón & Monje, 2018). 

7.2.5 Enfermedades producidas por bacterias 

7.2.5.1 Agalla de la corona 

Enfermedad causada por Agrobacterium tumefaciens, esta bacteria penetra en las raíces 

o tallos a través de heridas lo que provoca el desarrollo de tumores (bultos) en las raíces 

y la base del tallo. Estos interfieren con el transporte de agua y nutrientes, debilitando la 

planta y reduciendo su vigor (Hope, 2016). 

7.2.5.2 Marchitez bacteriana 

Enfermedad causada por la bacteria Ralstonia solanacearum, esta coloniza los vasos 

conductores de la planta, bloqueando el flujo de agua y nutrientes, lo que provoca 

marchitez progresiva y, eventualmente, la muerte de la planta (Ayala, 2010). 

7.2.5.3 Pudrición blanda 

Enfermedad causada por la bacteria Erwinia spp, esta descompone los tejidos, 

provocando pudrición húmeda y maloliente en flores, tallos o raíces, provocando el 

deterioro rápido de la planta de manera que puede extenderse a otras rosas si no se 

controla a tiempo (Hope, 2016). 

7.2.6 Enfermedades producidas por nemátodos 

7.2.6.1 Nemátodos de los nudos de las raíces 

Con el nombre de Meloidogyne spp, estos nematodos microscópicos viven en el suelo y 

atacan las raíces de las plantas, formando nudos o agallas en ellas. Estas agallas 

dificultan la absorción de agua y nutrientes, debilitando la planta, lo que reduce el vigor 

y la producción de flores (Rocha, 2018). 

7.2.6.2 Nemátodos foliares 

Según indica, Rocha (2018) el Aphelenchoides spp, es un nemátodo que viven en el 

interior de las hojas y se mueven entre ellas a través de la humedad en la superficie. 

Comúnmente atacan las hojas, causando manchas y necrosis, lo que reduce la capacidad 

fotosintética de la planta. 
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7.2.7 Enfermedades producidas por hongos 

7.2.7.1 Moho gris 

Causado por Botrytis cinerea, este hongo ataca principalmente las flores y los brotes 

jóvenes, cubriéndolos con un moho gris. Es muy común en condiciones de alta 

humedad. Ocasiona manchas marrones en los pétalos y flores que se marchitan o no 

abren correctamente (Cabrera et al., 2006).   

7.2.7.2 Mancha negra 

Causada por Diplocarpon rosae, este es uno de los hongos foliares más comunes en 

rosas. Ataca las hojas, debilitando la planta al reducir su capacidad fotosintética, lo que 

provoca una defoliación prematura, disminuyendo el vigor de la planta y afectando la 

floración. Se presenta como manchas negras redondeadas en las hojas, con bordes 

amarillos (Ayala, 2010). 

7.2.7.3 Mildiu polvoriento 

Causado por Podosphaera pannosa, este hongo produce un polvo blanco en hojas, 

tallos y capullos, es muy visible y se propaga rápidamente. Afecta el crecimiento de 

brotes jóvenes, causando deformaciones y reduciendo la calidad de las flores (Yong, 

2004). 

7.2.7.4 Roya 

Causado por Phragmidium mucronatum, este hongo forma pústulas de color naranja o 

amarillo en la parte inferior de las hojas, causando debilitamiento en la planta, esto 

reduce la capacidad fotosintética, provocando defoliación prematura (Panjón & 

Vintimilla, 2008).  

7.3 Generalidades de Botrytis spp 

Es un hongo fitopatógeno perteneciente a la familia Sclerotiniaceae y es conocido por 

causar una enfermedad llamada moho gris. Este hongo es uno de los patógenos más 

destructivos en una amplia gama de cultivos agrícolas y ornamentales, especialmente en 

condiciones de alta humedad y temperaturas moderadas (Elad et al., 2007).  

Tabla 4: Taxonomía Botrytis spp. 

Taxonomía 

 

Reino: Fungi 

División: Ascomycota 
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Subdivisión: Pezizomycotina 

Clase:  Leotiomycetes 

Orden: Helotiales 

Familia: Sclerotiniaceae 

Género: Botrytis 

7.3.1 Caracterización morfológica  

7.3.1.1 Morfología macroscópica 

 Las colonias en el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) se puede observar con 

un color que varía de blanco algodonoso en estadios iniciales a gris oscuro o marrón 

cuando el hongo produce conidios, tiene una textura algodonosa o lanosa en el centro 

con bordes más delgados (Muñoz, 2008). 

7.3.1.2 Morfología microscópica  

Según Elad et al. (2007), el hongo fitopatógeno Botrytis spp. presenta las siguientes 

características morfológicas microscópicas: 

 Hifas hialinas y septadas, que con el tiempo adquieren un color marrón claro. 

Estos presentan un diámetro de entre 5 y 10 µm. 

 Conidióforos largos y ramificados, con un ensanchamiento en el ápice. Su 

tamaño varía entre 300 y 1000 µm de longitud y entre 5 y 10 µm de diámetro. 

 Conidios unicelulares, hialinos y grisáceos, con forma ovoide. Su tamaño oscila 

entre 6 y 12 µm de longitud y entre 4 y 9 µm de ancho. 
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Figura 1. Aislamiento de Botrytis spp. observado a 20X con microscopio OLYMPUS, 

mostrando hifas septadas, conidióforos ramificados y conidios ovoides característicos 

del género. 

 

7.3.3 Ciclo biológico  

Su ciclo biológico inicia con la supervivencia en esclerocios o como saprofito, seguido 

por la dispersión de conidios por viento, agua o contacto. La infección ocurre a través 

de heridas o estomas, facilitada por enzimas y toxinas. Una vez dentro del hospedante, 

coloniza los tejidos y produce nuevos conidios, cerrando el ciclo. Su control requiere 

estrategias integradas debido a su alta capacidad de dispersión y resistencia a fungicidas 

(Agrios, 2007). 

Figura 2. Esquema que muestra el ciclo biológico de Botrytis spp desde la invasión al 

hospedero. 

 

Fuente: (Agrios, 2007). 
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7.3.4 Síntomas  

En hojas, las lesiones iniciales son manchas marrones o grisáceas rodeadas de un halo 

amarillento, que progresan hacia la necrosis extensa del tejido (Gauthier et al., 2021).  

En flores y botones florales, es común observar decoloración, marchitamiento 

prematuro y áreas húmedas que eventualmente se tornan marrones o grises, afectando 

significativamente la calidad de las flores (Téllez, 2022). En tallos, se presentan lesiones 

alargadas de color marrón que, si no se controlan, pueden causar colapso estructural y 

marchitamiento. Estas lesiones suelen aparecer cerca de heridas o áreas dañadas, 

especialmente en cultivos ornamentales como rosas. En brotes jóvenes, Botrytis spp. 

causa necrosis que avanza desde el ápice hacia la base, resultando en la muerte 

regresiva de ramas completas (Terrones et al., 2019). 

 Las condiciones de alta humedad y temperaturas moderadas agravan la expresión de 

estos síntomas, especialmente en tejidos envejecidos o dañados, que son más 

susceptibles a la infección inicial (Téllez, 2022). 

7.3.5 Signos 

Los signos del patógeno son fácilmente identificables en los tejidos afectados. El 

desarrollo de un micelio denso y de color gris claro a oscuro es uno de los signos más 

evidentes. Este micelio, visible a simple vista, suele cubrir las áreas infectadas y es más 

pronunciado en condiciones de alta humedad (Agrios, 2007).  

Según indica Muñoz (2008), el hongo produce una capa de conidios que le otorgan el 

característico aspecto polvoriento o aterciopelado grisáceo. Estas estructuras 

reproductivas son responsables de la rápida diseminación de la enfermedad a través del 

viento, el agua o el contacto físico. 

En casos avanzados o bajo condiciones específicas, forma esclerocios, estructuras 

pequeñas, duras y negras que le permiten sobrevivir en ambientes adversos. Estos 

esclerocios, junto con los conidios y el micelio, son los principales signos utilizados 

para confirmar la presencia del patógeno en cultivos afectados (Gauthier et al., 2021). 

7.3.6 Control biológico  

7.3.6.1 Uso de microorganismos biocontroladores  

El uso de agentes de biocontrol como hongos, bacterias y levaduras, combina 

mecanismos como competencia, antibiosis y estimulación de defensas de la planta para 
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inhibir el crecimiento del patógeno. Por ejemplo, el hongo Trichoderma spp. se aplica 

directamente en el follaje o en heridas de tallos, donde coloniza rápidamente el tejido y 

produce enzimas como quitinasas que degradan las paredes celulares de Botrytis spp., 

previniendo su desarrollo (Merchán, Ferrucho & Álvarez, 2014). De manera similar, 

como indica Altieri et al. (2023) las bacterias como Bacillus subtilis liberan antibióticos 

naturales, como la iturina, que afectan la membrana celular del patógeno y reducen su 

capacidad de infección.  

7.3.6.2 Mecanismo de acción de los microorganismos biocontroladores 

7.3.6.2.1 Competencia por espacio y nutrientes 

La competencia es uno de los mecanismos más comunes entre microorganismos 

antagonistas. En este caso, el agente de biocontrol compite con el patógeno por recursos 

esenciales como nutrientes, agua y espacio. Esto previene que el mismo acceda a 

nutrientes esenciales como azúcares o aminoácidos (Hernández et al., 2007). 

7.3.6.2.2 Mico parasitismo  

El mico parasitismo es uno de los mecanismos más efectivos de los hongos 

antagonistas. En este proceso, el hongo antagonista detecta y ataca al patógeno mediante 

contacto directo, penetrando su micelio o sus estructuras reproductivas y degradándolas 

con enzimas específicas (Infante et al., 2009). 

7.3.6.2.3 Antibiosis 

La antibiosis ocurre cuando el agente de biocontrol produce compuestos químicos que 

son tóxicos para el patógeno. Estos compuestos pueden ser metabolitos secundarios, 

enzimas o sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento, germinación o 

esporulación del patógeno (Altieri et al., 2023). 

7.4 Reacción en Cadena Polimerasas (PCR) 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica ampliamente utilizada en 

biología molecular para la amplificación de fragmentos específicos de ADN. La PCR se 

basa en la replicación enzimática del ADN mediante ciclos térmicos que incluyen tres 

fases principales: desnaturalización del ADN, alineamiento de los cebadores y extensión 

de la cadena de ADN por la ADN polimerasa (Sambrook & Russell, 2001).  
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7.5 Espaciador del Transcrito Interno (ITS1 e ITS4) 

Los Espaciadores del Transcrito Interno (ITS) son regiones del ADN ribosómico 

altamente variables que se utilizan ampliamente en la identificación molecular de 

hongos y otros organismos Según White et al. (1990), los cebadores ITS1 e ITS4 se 

emplean para amplificar estas regiones, permitiendo la caracterización y diferenciación 

de especies fúngicas a nivel molecular.  

7.6 Método de Secuenciación por Sanger 

El método de secuenciación por Sanger es una técnica de secuenciación de ADN basada 

en la incorporación de didesoxinucleótidos trifosfato (ddNTPs) marcados con 

fluorocromos durante la síntesis de ADN (Sanger et al., 1977). Estos nucleótidos 

terminadores generan fragmentos de diferentes longitudes que son separados mediante 

electroforesis capilar y detectados por fluorescencia con la finalidad de validar 

secuencias y análisis de genes específicos (Smith et al., 1986).  

7.7 Análisis Bioinformático en NCBI 

El análisis bioinformático es una herramienta esencial en la interpretación de datos de 

secuenciación. El National Center for Biotechnology Information (NCBI) proporciona 

diversas bases de datos y herramientas bioinformáticas como BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) para la comparación de secuencias (Altschul et al., 1990). A 

través de plataformas como GenBank y el Nucleotide Database, es posible almacenar, 

recuperar y analizar secuencias genéticas, permitiendo la identificación de organismos y 

el estudio de relaciones filogenéticas (Benson et al., 2012). Estas herramientas facilitan 

el procesamiento y la interpretación de datos en investigaciones de biología molecular y 

biotecnología. 

8. VALIDACIÓN DE LAS PREGUNTA CIENTÍFICA O HIPÓTESIS 

8.1 Hipótesis afirmativa 

Los hongos endófitos seleccionados tienen capacidad de biocontrol para Botrytis spp. en 

condiciones laboratorio. 

8.2 Hipótesis nula  

Los hongos endófitos seleccionadas no tienen capacidad de biocontrol para Botrytis spp. 

en condiciones laboratorio.  
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9. METODOLOGIA 

9.1 Tipos de investigación 

9.1.1 Cualitativa  

Se utilizó un enfoque de investigación cualitativa para identificar la especie de los 

hongos con potencial de biocontrol para Botrytis spp. en condiciones de laboratorio. 

Este proceso incluyó la descripción de aspectos como la forma, el tamaño, el color y las 

estructuras del hongo.  

9.1.2 Cuantitativa  

La investigación adoptó un enfoque cuantitativo, mediante tres ensayos experimentales. 

El primer ensayo tuvo como objetivo seleccionar los aislamientos con mayor capacidad 

antagónica contra Botrytis spp. Para ello, se realizaron pruebas in vitro en las que se 

cuantificó el porcentaje de inhibición del crecimiento radial del patógeno Botrytis spp. 

en presencia de los aislamientos evaluados. 

El segundo ensayo se enfocó en la viabilidad de conidias de los aislamientos con mayor 

potencial de antagonismo. Se llevo a cabo una prueba para determinar la capacidad de 

supervivencia de las conidias bajo condiciones ambientales adversas, permitiendo 

evaluar su estabilidad y persistencia en el tiempo.  

Para el análisis estadístico de los dos primeros ensayos, se utilizó el software 

INFOSTAT 2022, aplicando la prueba de comparación de medios de Tukey con un 

nivel de significancia del 5 %. 

El tercer ensayo correspondió al análisis molecular, en el cual se consideró el porcentaje 

de similitud genética de los aislamientos seleccionados comparados frente a los 

genomas de hongos registrados en las bases de datos del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). Esta fase permitió determinar la especie de los 

hongos con potencial biocontrolador. 

9.2 Tipo de método 

9.2.1 Experimental   

Esta investigación busco evaluar hongos con potencial de biocontrol sobre Botrytis spp. 

en condiciones controladas de laboratorio. Dado que nos permitió manipular una o más 

variables independientes para observar y medir su efecto sobre una o más variables 
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dependientes, en un ambiente controlado. Además de que su objetivo principal es 

establecer relaciones de causa y efecto entre las variables estudiadas (Galarza, 2021). 

9.3 Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

9.3.1 Observación Directa 

La observación directa sirvió de base para analizar el comportamiento de los 

aislamientos nativos con potencial de biocontrol frente al patógeno Botrytis spp.  

9.3.2 Comparativa  

Esta investigación se basó en dos diseños experimentales con el fin de comparar los 

datos obtenidos a través de la observación directa y de esta manera confirmar o rechazar 

la hipótesis planteada. 

9.4 Localización 

La investigación se desarrolló en el laboratorio de Microbiología del Campus Salache 

de la Universidad Técnica de Cotopaxi.  

9.5 Origen y aislamiento de hongos  

9.5.1 Colecta de material vegetal (Fase de campo) 

La colecta se desarrolló en dos locaciones (Campus Salache-UTC y Toacazo) ubicadas 

en la provincia de Cotopaxi. Se seleccionaron rosas que presentaron síntomas típicos de 

Botrytis spp., como manchas marrones en pétalos, pudrición húmeda en botones, 

lesiones oscuras en tallos y caída de hojas. 

 Las muestras destinadas al aislamiento de hongos endófitos con potencial de 

biocontrolor cumplieron con los siguientes criterios: plantas que no presentaran ningún 

tipo de fisiopatias, ataque de patógenos o plagas, además se seleccionaron hojas jóvenes 

de color verde, flores y frutos. 

Luego de la colecta en los sectores seleccionados, se obtuvieron 15 muestras de plantas 

de las cuales se aislaron 14 cepas de hongos endófitos con potencial de biocontrol y una 

cepa del hongo patógeno Botrytis spp., como se muestra en la (Tabla 5).  
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Tabla 5. Origen de aislamientos de cepas nativas pertenecientes a la provincia de 

Cotopaxi. 

N° Simbología/

Aislamiento 
Origen Locación Coordenadas 

S W 

1 MF Manzana-Fruto Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

2 MT Manzana-Tallo Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

3 CaH Capulí-Hoja Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

4 LH Limón-Hoja Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

5 MH Manzana-Hoja Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

6 MaT Margycarpus-Tallo Toacazo 0°47'08.6" 78°44'34.8" 

7 CaT Capulí-Tallo Toacazo 0°47'08.6" 78°44'34.8" 

8 MoT Mora-Tallo Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

9 LF  Limón-Fruto Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

10 RH Rosa-Hoja Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

11 MoH Mora-Hoja Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

12 CaF Capulí-Fruto Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

13 DH Durazno-Hoja Toacazo 0°47'08.6" 78°44'34.8" 

14 DF Durazno-Fruto Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

15 Botrytis 

spp. 

Rosa-Flor Salache 1°00'01.5" 78°37'06.3" 

 

9.5.2 Aislamiento de cepas nativas (Fase de laboratorio) 

Las muestras vegetales recolectadas se colocaron en diferentes cajas Petri, separando 

(hojas, flores y frutos). Primero, se lavaron con agua potable para eliminar residuos de 

tierra. Posteriormente, las muestras se desinfectaron sumergiéndolas por 2 minutos cada 

una en una solución de hipoclorito de sodio al 3%, para finalizar se realizaron tres 

enjuagues con agua destilada estéril, con el objetivo de evitar contaminaciones por 

microorganismos externos, todo este proceso se realizó dentro de la cámara de flujo 

laminar-BIOBASE.  

De acuerdo con Fuhrman y Campbell (1998), tras la desinfección del material vegetal, 

este fue cortado en secciones de 0,5 cm y se colocó en cajas de Petri que contenían Agar 

Papa Dextrosa (PDA). Para la preparación del PDA, se utilizó una concentración de 

9,75 g en 250 ml de agua destilada. A esta mezcla se añadieron 0,5 ml de ácido láctico 

como antibiótico, cuando la temperatura del medio descendió por debajo de 50 °C. 

Según Gänzle (2015), el ácido láctico disminuye el pH del medio, lo que inhibe el 

crecimiento de bacterias competidoras y favorece la colonización del hongo. Las cajas 

Petri se incubaron en condiciones controladas de 27 °C durante un periodo de 7 días. 
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Después de los siete días de incubación en la incubadora-REBELK, se procedió a 

seleccionar colonias puras, asegurándose de que el micelio no estuviera contaminado 

con bacterias u otros hongos. Posteriormente, se realizó un subcultivo para purificar el 

aislamiento Aragón, Gonzales & Palomo (s. f.) 

9.5.3 Purificación de Hongos  

9.5.3.1 Técnica dilución en placa 

A partir de un cultivo multiespórico, se obtuvo un cultivo monospórico mediante el 

crecimiento de micelio en una caja de 7 días. Se recolectaron micelio y conidias de la 

superficie de la caja Petri utilizando un asa quirúrgica estéril, los cuales se suspendieron 

en 200 ml de agua destilada para preparar una suspensión diluida del hongo (Gutiérrez, 

2012). Posteriormente, se transfirieron 10 µl de la suspensión a placas de 55 mm x 15 

mm con medio de cultivo PDA y ácido láctico solidificado, distribuyendo 

uniformemente las esporas mediante un asa de Driglasky estéril. Las placas se 

incubaron a 27 °C durante 24 horas, tras lo cual se observaron las conidias (Gänzle, 

2015). Este procedimiento permitió reducir la densidad de esporas o fragmentos de 

micelio, facilitando el crecimiento separado de las colonias y su selección sin 

contaminación (Aragón, González & Palomo, s. f.). 

Se purificaron las 14 cepas de hongos endófitos con potencial de biocontrol obtenidas 

del muestreo realizado en las dos locaciones en la provincia de Cotopaxi (Figura 3).  

Figura 3. Fotografías de los aislamientos purificados: 1 (MF), 2 (MT), 3 (CaH), 4 (LH), 5 

(MH), 6 (MaT), 7 (CaT), 8 (MoT), 9 (LF), 10 (RH), 11 (MoH), 12 (CaF), 13 (DH), 14 (DF). 
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De las 14 cepas de hongos endófitos para posibles biocontroladores se seleccionaron 6 

cepas (Figura 4) que mostraron un mayor desempeño en crecimiento in vitro (cm) para 

llevar a cabo las pruebas antagónicas.  

Figura 4. Cepas seleccionadas para pruebas de antagonismo. 

 

Tabla 6. Codificación de cepas seleccionadas para realizar pruebas de antagonismo. 

N° Codificación Significado 

1 MF Manzana-Fruto 

2 RH Rosa-Hoja 

3 MoH Mora-Hoja 

4 Mat Margycarpus-Tallo 

5 DH Durazno-Hoja 

6 LF Limón-Fruto 

 

9.6 Selección de cepas con capacidad antagónica (Primer ensayo) 

9.6.1 Pruebas antagónicas  

Las pruebas antagónicas in vitro se desarrollaron mediante la técnica de cultivos duales, 

esta técnica consistió en extraer con la parte inferior de una punta de micropipeta 

esterilizada un disco de aproximadamente 0,7 cm de diámetro de la caja Petri que 

contenía el micelio del patógeno (Botrytis spp.) y de los biocontroladores. 

Posteriormente, estos discos se sembraron en cajas Petri que contenían medio de cultivo 

PDA con ácido láctico (Calvo et al., 2012). 
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Se midió 1 cm desde el extremo de la caja Petri y se sembró el hongo patógeno, en el 

extremo opuesto a la misma distancia se sembró el hongo biocontrolador. De cada 

muestra se realizaron cinco réplicas como se observa en la (Figura 5). Adicionalmente 

se sembraron cajas Petri con el micelio testigo Botrytis spp. Las muestras se incubaron 

durante siete días a una temperatura de 25 °C (Acosta et al., 2021). 

Figura 5. Esquema, técnica de cultivo dual. 

 

9.6.2 Porcentaje de inhibición del crecimiento radial 

Porcentaje de inhibición del crecimiento radial (PICR), fue utilizado para evaluar la 

capacidad los hongos biocontroladores de inhibir el crecimiento de Botrytis spp. en 

condiciones de laboratorio. Para la cual fue utilizada la fórmula planteada por Ezziyyani 

et al. (2004), donde: 

Porcentaje de inhibición de crecimiento del patógeno (PICR) es: 

𝑃𝐼𝐶𝑅 =
R1 −  R2

R1
× 100 

Lo que significa:  

R1: Radio de crecimiento del hongo patógeno (sin biocontrolador). 

R2: Radio de crecimiento del hongo patógeno en presencia del hongo biocontrolador. 
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9.6.3 Análisis estadístico  

Para evaluar la significancia estadística del Porcentaje de Inhibición de Crecimiento 

Radial (PICR) entre los tratamientos estudiados, se realizó un análisis de varianza 

(ADEVA) bajo un diseño completamente al azar (DCA), como se muestra en la (Tabla 

7). Para ello, se utilizó el software INFOSTAT 2022 y se aplicó la prueba de 

comparación de medios de Tukey con un nivel de significancia del 5 %. El diseño 

experimental incluyó 6 tratamientos y 5 repeticiones.  

Tabla 7. Esquema de ADEVA (Primer ensayo). 

F de V GL 

Tratamiento      t-1                     5 

Total n-1 29 

E. Exp Diferencia 24 

 

9.6.3.1 Factor en estudio 

El factor en estudio fue la capacidad antagónica de los hongos en condiciones de 

laboratorio.  

9.6.3.2 Variable o parámetro  

 Porcentaje de inhibición del crecimiento radial (PICR): Evaluado a los 6 

días. 

9.6.3.3 Tratamientos  

La (Tabla 8) presenta los 6 tratamientos experimentales empleados en el estudio, 

organizados según el tipo de hongo evaluado como posible agente de biocontrol. Cada 

tratamiento corresponde a un aislamiento fúngico endófito, identificado con una 

codificación única para facilitar su análisis y comparación. 

Tabla 8. Tratamientos y su respectiva codificación. 

Tratamiento Descripción 

T1 Hongo (MF) 

T2 Hongo (RH) 

T3 Hongo (DH) 

T4 Hongo (LF) 

T5 Hongo (MoH) 

T6 Hongo (MaT) 
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9.7 Viabilidad de conidios de las cepas con capacidad antagónica (Segundo ensayo) 

9.7.1 Conteo de conidios  

Se emplearon los tres aislados que mostraron capacidad de antagónica en los bioensayos 

realizados previamente (RH, MaT y LF). De cada aislado se prepararon ocho 

replicados, los cuales fueron cultivados en medio Potato Dextrosa Agar (PDA) 

suplementado con ácido láctico, en placas de Petri de 90 mm x 15 mm. Las placas 

fueron incubadas a 25 °C durante 28 días (Hidalgo y Tello, 2022). 

Para preparar la solución madre, las ocho placas de cada aislado fueron disueltas en 500 

ml de agua destilada estéril. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de esta 

solución hasta alcanzar una concentración adecuada para el conteo, utilizando una 

cámara de Neubauer. Se consideraron los cuatro cuadrantes de la cámara para realizar el 

conteo promedio con el microscopio OLYMPUS (Hidalgo y Tello, 2022). 

Con esta información y la siguiente fórmula, se calculó la concentración de conidios/ml: 

𝐂𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢ó𝐧 𝐜𝐨𝐧𝐢𝐝𝐢𝐨𝐬/𝐦l =
Promedio conidias contadas × Factor de dilucion

0,0001 ml
 

Al realizar el conteo de conidias, se determinó que la concentración final de conidias/ml 

en los tratamientos RH, MaT y LF corresponde a los valores presentados en la (Tabla 

9). 

Tabla 9. Concentración final de conidios en dosis a 𝑥108 (conidias/ml). 

Conteo de conidias 

Tratamientos C1 C2 C3 C4 Promedio  TOTAL 

RH 6 21 13 9 12,25 1,23𝑥108 

MaT 35 40 44 55 43,5 4,35𝑥108 

LF 15 21 22 16 18,5 1,85𝑥108 

 

9.7.2 Prueba de viabilidad de conidios  

Con un aspersor se depositaron 58 μl de la suspensión ajustada a una concentración de 

1𝑥108 conidios/ml en cada pétalo de rosa, asegurando que presentarán características de 

salud y dimensiones aproximadas de 5.5 cm × 6 cm. Las hojas con los pétalos tratados 

fueron expuestas a luz solar directa durante intervalos de 0, 1 y 2 horas. Los pétalos no 

expuestos a la luz se utilizaron como controles. (Alves et al., 1998).  
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De cada pétalo tratado, se extrajo un disco de 7 mm de diámetro utilizando la parte 

posterior de puntas estériles de micropipetas. Estos discos fueron cultivados en cajas 

Petri que contenían PDA suplementado con ácido láctico, como se ilustra en la (Figura 

6). La viabilidad de los conidios fue evaluada después de 6 días de incubación a 25 °C. 

Figura 6. Cultivo de discos con pétalos tratados, en (PDA) Potato Dextrosa Agar. 

 

9.7.3 Análisis estadístico  

Para evaluar la significancia estadística en el porcentaje de germinación de las conidias 

de los 3 hongos con potencial de biocontrol, se realizó un análisis de varianza 

(ADEVA) bajo un diseño completamente al azar con interacción de factores (a x b), 

como se muestra en la (Tabla 10). El análisis se llevó a cabo utilizando el software 

INFOSTAT 2022, aplicando la prueba de comparación de medios de Tukey con un 

nivel de significancia del 5%. El diseño experimental incluyó 9 tratamientos y 5 

repeticiones.  

Tabla 10. Esquema de ADEVA (Segundo ensayo). 

F de V GL 

TRATAMIENTOS (a x b) – 1 8 

Factor A a-1 2 

Factor B b-1 2 

Factor A*B (a-1) (b-1) 4 

TOTAL (a x b x r) – 1 44 

E. EXP DIFERENCIA 36 

9.7.3.2 Factor en estudio 

Factor a: Hongos con potencial biocontrolador.  
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 Hongo 1: (MaT) 

 Hongo 2: (LF) 

 Hongo 3: (RH) 

Factor b: Tiempo de exposición solar. 

 Tiempo 1: 0 horas 

 Tiempo 2: 1 horas 

 Tiempo 3: 2 horas 

9.7.3.3 Variable o parámetro  

 Porcentaje de germinación de conidias: Evaluado a los 6 días.  

9.7.3.4 Tratamientos  

La (Tabla 11) presenta los 9 tratamientos experimentales evaluados en el estudio, 

organizados según la combinación de dos factores. 

Tabla 11. Tratamientos con su respectiva codificación. 

Tratamiento Descripción 

T1 Hongo 1 – 0 horas 

T2 Hongo 1 – 1 horas 

T3 Hongo 1 – 2 horas 

T4 Hongo 2 – 0 horas 

T5 Hongo 2 – 1 horas 

T6 Hongo 2 – 2 horas 

T7 Hongo 3 – 0 horas 

T8 Hongo 3 – 1 horas 

T9 Hongo 3 – 2 horas 

 

9.8 Identificación morfológica y molecular de los hongos con capacidad antagónica 

(Tercer ensayo) 

9.8.1 Identificación morfológica  

9.8.1.1 Observación macroscópica y microscópica 

Tras un periodo de incubación de 7 días a una temperatura de 25 °C utilizando la 

incubadora REBELK, se procedió a observar las características morfológicas de los 

hongos endófitos con capacidad de biocontrol (MaT, LF y RH), evaluando aspectos 

como el color, la forma, tamaño y textura (Sánchez & Oliva, 2015). 



27 

 

 

La observación microscópica se realizó agregando una gota de azul de metileno sobre el 

portaobjetos para teñir las estructuras (González, Diamont, & Gutiérrez, 2010). A 

continuación, con una pinza estéril, se tomó un trozo de cinta adhesiva transparente para 

capturar una parte de la colonia del hongo, la cual se colocó sobre el portaobjetos con la 

gota de azul de metileno. Posteriormente, se ajustó el microscopio óptico OLYMPUS, 

comenzando con el lente objetivo de menor aumento (4x) y avanzando a uno de mayor 

aumento (20x) (Sánchez & Oliva, 2015). 

9.8.2 Identificación molecular  

9.8.2.1 Extracción de ADN  

Para extraer el ADN de las muestras puras de los hongos aislados, se ajustó el protocolo 

de Flores (2021), a las condiciones del laboratorio de la Universidad Técnica de 

Cotopaxi. Primero, se colocó 200 µl de PBS en tubos de 1,5ml, se añadieron entre 50 y 

100 mg de cada muestra (M1-RH, M2-MaT y M3-LF) y se mezclaron usando un vórtex 

SCIENTIFIC. Se centrifugó por 2 minutos a 14700 x g. Luego, se retiró el PBS con una 

micropipeta BOECO GERMANY de 1000 µl.  

Se agregaron tres perlas de vidrio, 500 µl de solución de extracción (compuesta por Tris 

HCl, EDTA, CTAB, NaCl, y pH 8), y 2 µl de β-mercaptoetanol por muestra. La mezcla 

se agitó con el vórtex BOECO GERMANY durante 30 segundos para romper las 

células de los hongos. Posteriormente, los tubos se incubaron a 60 °C utilizando el 

termo bloque BOECO GERMANY y se agitaron cada 10 minutos por 30 segundos con 

el vórtex SCIENTIFIC.  

Después, se agregaron 500 µl de cloroformo frío a cada tubo, se mezclaron y se dejaron 

reposar durante 2 minutos. Los tubos se centrifugaron a 14 700 x g durante 8 minutos 

utilizando la centrifuga HERMLE, lo que permitió la separación de fases. La fase 

superior, que contenía el ADN, se transfirió a otros tubos. A esta solución se le 

agregaron 500 µl de etanol frío, 150 µl de acetato de sodio y 300 µl de etanol al 70 %, y 

se dejó reposar a -20 °C durante 2 horas (Flores, 2021). 

Tras el tiempo de reposo, los tubos se centrifugaron nuevamente, formando un pellet de 

ADN en el fondo. El sobrenadante se descartó, y el pellet se lavó dos veces con etanol 

al 70 % y una vez con etanol al 96 %, centrifugando por 2 minutos a 14700 x g tras cada 

lavado. Las muestras se secaron en una cabina de flujo laminar BIOBASE durante 30 

minutos, hasta que el alcohol se evaporó completamente. Finalmente, el ADN se volvió 
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a suspender en 50 µl de agua pura y se calentó a 37 °C durante 30 minutos (Flores, 

2021). 

Para comprobar la presencia de ADN, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 

1%, disolviendo 0,5 g de agarosa en 50 ml de tampón TAE 1X, al cual se añadieron 

1,75 µl de SYBR Safe como intercalante de ADN. En el primer pocillo del gel se 

colocaron 10 µl de un marcador de peso molecular de 1Kb Plus Ladder (Invitrogen), y 

en los siguientes se depositaron 5 µl de la extracción de ADN de las muestras M1, M2 y 

M3, mezcladas con 2 µl de BlueJuice como tampón de carga. El gel se corrió a 110 V 

durante 30 minutos y se visualizó bajo luz UV utilizando un Transiluminador y el 

software ENDURO𝑇𝑀 GDS. Las muestras que mostraron la presencia de ADN se 

almacenaron a -20 °C (Flores, 2021). 

9.8.2.2 Amplificación de la región ITS (PCR)  

Para la amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se prepararon 

cinco tubos: tres con ADN de las muestras RH (M1), MaT (M2) y LF (M3), uno como 

control positivo y otro como control negativo. Se utilizó la enzima DreamTaq™ 1X en 

un volumen final de 12,5 µl para cada reacción, se incluyó 2,5 µl de cada primer ITS1 

(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) a una 

concentración final de 1 µM, 2,5µl de agua ultrapura y 5 µl de ADN de cada muestra o 

cada control. El volumen final de la reacción fue de 25 μl por muestra, como indica la 

(Tabla 12). 

Tabla 12. Preparación master MIX para PCR. 

Master MIX 

 Ci Cf Vi Rx (5x) 

DreamTaq™ 2X 1X 12,5 µl 62,5µl 

PF-ITS1 10 µM 1 µM 2,5 µl 12,5 µl 

PR-ITS4 10 µM 1 µM 2,5 µl 12,5 µl 

𝑯𝟐𝑶𝟎   2,5 µl 12,5 µl 

ADN/Control   5 µl 25 µl 

Vf 25 µl  

 

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Boeco TC-TE siguiendo un perfil 

térmico que consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C durante 3 minutos, 

seguido de un proceso de ciclado de 35 ciclos que incluyeron: una desnaturalización a 

95 °C por 30 segundos, alineamiento de 35 ciclos a 55 ° C por 30 segundos y extensión 
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a 72 °C por 1 minuto; después se realizó una extensión final a 72 °C durante 5 minutos 

y finalmente se mantuvieron las muestras a 4 °C de forma indefinida (White et.al, 

1990). Este procedimiento se detalla en la (Tabla 13): 

 

Tabla 13. Procedimiento de amplificación de PCR. 

Termo ciclado 

  T° T Ciclos 

Desaturación inicial 95 °C 3 min 1 

Desaturación 95 °C 30 s  

35 
 

Alineamiento 55 °C 30 s 

Extensión 72 °C 1 m 

Extensión Final 72 °C 5 m 1 

Hold 4 °C ∞ - 

Para confirmar la presencia del producto de PCR, se realizó el proceso de electroforesis 

en gel de agarosa al 1,5% y una corrida electroforética por 30 minutos.  

9.8.2.3 Secuenciación y análisis bioinformático 

Los productos de amplificación de la región ITS se enviaron a la empresa IDgen para su 

secuenciación mediante la técnica Sanger. Los resultados se recibieron en formato .ab1. 

Para la identificación molecular, las secuencias crudas se analizaron en el software 

Geneious Prime v2025.0.3. Durante el análisis, se eliminaron las regiones de baja 

calidad, se realizó un alineamiento de novo con las secuencias ITS1 e ITS4 de cada 

muestra, se revisó el resultado de principio a fin y se generó una secuencia consenso. 

Esta secuencia se comparó con las secuencias registradas en la base de datos del NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, 2023) usando la herramienta 

BLASTn® (Basic Local Alignment Search Tool) para identificar el microorganismo 

correspondiente a la región ITS amplificada. 

10. RESULTADOS Y DISCUSIONES  

10.1 Selección de cepas con capacidad antagónica (Primer ensayo) 

10.1.1 Análisis estadístico  

Como se observa en la (Tabla 14), el p-valor es menor al 0, 0001 lo que indica que los 

tratamientos tienen un efecto significativo en el porcentaje de inhibición de crecimiento 

del patógeno Botrytis spp. (PICR).  
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El coeficiente de variación (CV) es de 7,37% a los 6 días. Este valor es considerado 

aceptable, ya que están por debajo del 10%, lo que refleja una buena precisión y 

confiabilidad del diseño experimental. 

 

Tabla 14. ANOVA para la variable Porcentaje de inhibición de crecimiento (PICR) a 

los 6 días. 

F.V. GL CM 

P-

VALOR   

Tratamiento 5 5665,36 0,0001 ** 

Total 29     

E. Exp 24 7,22     

CV % 7,37       

En la prueba de Tukey al 5% se puede observar cómo los tratamientos 2 (RH) y 6 

(MaF) son los más efectivos ya que tienen un PICR de 79,3% y 75%, seguido por el 

tratamiento 4 (LF) con un PICR 32,3 %. Además, mostraron un crecimiento acelerado 

en comparación con el hongo patógeno. Este rápido establecimiento del biocontrolador 

puede ser un factor clave en su efectividad en el porcentaje de inhibición de crecimiento 

(PICR) del patógeno, en términos de biocontrol la rapidez con la que un antagonista se 

establece es crucial, ya que determina su capacidad para desplazar al patógeno y ejercer 

su acción a través de mecanismos como la competencia, antibiosis y micoparasitismo 

(Spadaro & Droby, 2015).  
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Figura 7. Porcentaje de inhibición de crecimiento (PICR) evaluado a los 6 días. 

 

10.2 Viabilidad de conidias de las cepas con capacidad antagónica (Segundo 

ensayo) 

10.2.1 Análisis estadístico  

Según lo indicado en la Tabla 15, el p-valor de los tratamientos fue menor a 0,0001, lo 

que evidenció diferencias significativas en el porcentaje de germinación de las conidias. 

El factor a (hongos con potencial biocontrolador) mostró una significancia estadística 

elevada, con un p-valor menor a 0,0001, lo que sugirió que este factor influyó 

significativamente en la germinación de conidias. De manera similar, el factor b (tiempo 

de exposición solar) también resultó altamente significativo, evidenciando su impacto 

sobre la variable de estudio. 

Por otro lado, la interacción entre los factores (a × b) presentó un p-valor menor a 

0,0001, lo que indicó que los efectos combinados de ambos factores afectarán 

significativamente el porcentaje de germinación de conidias. 

El coeficiente de variación (CV) fue del 4,19 %, valor considerado aceptable para este 

tipo de investigación, ya que fue menor al 10 %. Este resultado reflejó una baja 

variabilidad relativa en los datos y respaldó la confiabilidad de los resultados obtenidos. 

Tabla 15. ANOVA porcentaje de germinación de conidias a los 6 días. 

F.V. GL CM P-VALOR   

Tratamiento  8 4923,89 0,0001 ** 

Factor A 2 188809 0,0001 ** 

Factor B 2 295,56 0,0001 ** 

Factor A*B 4 295,56 0,0001 ** 
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Total  44     

E. Exp 36 11,11   

CV % 4,19       

En la comparación del porcentaje de germinación de conidias (PGC) para el factor a, se 

identifican dos grupos estadísticamente diferentes. Los tratamientos clasificados en el 

rango A presentaron un 100 % de germinación, sin diferencias significativas entre ellos. 

En contraste, el tratamiento ubicado en el rango B mostró una reducción significativa en 

la germinación, alcanzando solo un 38,7 %. Estos resultados indicaron que el factor a 

tuvo un efecto significativo en la germinación de conidias, evidenciando diferencias 

marcadas entre los niveles evaluados. 

Figura 8. Porcentaje de germinación de conidia, evaluados a los 6 días, factor A 

(Hongos). 

 

 

En la evaluación del factor b, también se encuentran diferencias significativas con la 

formación de dos grupos distintos. Los tratamientos con valores de germinación de 

83,33 % y 80,67 % fueron agrupados en el rango "A", mientras que el tratamiento con 

74,67 % de germinación se situó en el rango "B". Aunque la variabilidad entre estos 

niveles no fue tan amplia como en el factor a, los resultados sugieren que este factor 

también influyó significativamente en la respuesta de germinación. 

Los resultados demuestran que como indica (Braga et al., 2015) la exposición solar 

afecta la germinación de conidias debido a la radiación ultravioleta, la desecación y el 

estrés oxidativo, reduciendo su viabilidad con el tiempo. Estos factores dañan el ADN, 

las membranas celulares y disminuyen la capacidad de desarrollo del hongo. En 

consecuencia, la germinación de conidias disminuye significativamente con el aumento 

del tiempo de exposición como se observa en la (Figura 9).  
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Figura 9. Porcentaje germinación de conidias evaluados a los 6 días, factor B (tiempo 

de exposición solar). 

 

La interacción entre los factores a y b mostró diferencias altamente significativas entre 

los tratamientos, lo que resultó en la formación de cuatro grupos diferenciados. Los 

tratamientos con un 100 % de germinación fueron agrupados en el rango "A", mientras 

que los tratamientos con 50 %, 42 % y 24 % se clasificaron en los rangos "B", "C" y 

"D", respectivamente, evidenciando una disminución progresiva en la germinación. 

Estos resultados indicaron que la combinación de niveles de los factores evaluados 

afectó significativamente la capacidad germinativa, generando contrastes marcados 

entre los tratamientos.  

Estos resultados concuerdan con estudios previos, donde se ha observado que la 

tolerancia de los hongos a condiciones ambientales adversas varía dependiendo de su 

estructura celular y mecanismos de protección contra radiación UV (Osses, 2024). 

Figura 10. Porcentaje de germinación de conidias evaluados a los 6 días, interacción 

de factores (A*B) 
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10.3 Identificación morfológica y molecular de los hongos con capacidad 

antagónica (Tercer ensayo) 

10.3.1 Observación macroscópica y microscópica  

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo, se seleccionaron las 

tres cepas con mayor capacidad de inhibir a Botrytis spp.: RH1, MaF y LF para realizar 

la identificación morfológica. Según lo indicado por Sánchez y Oliva (2015), se analizó 

la estructura macro y microscópica de estas cepas para poder conocer la especie de cada 

cepa como se observa en la (Tabla 16).  

Tabla 16. Identificación morfológica de hongos con potencial antagónico. 

COD. 

ID 

OBSR. 

MACROSCÓPICA 

OBSR. 

MICROSCÓPICA 

Fuente ID 

especie: 

RH 

  

De acuerdo a 

Nessma et al. 

(2022), se puede 

decir que el 

hongo 

corresponde a 
Neurospora 

crassa. 

Descripción: Descripción: 

Hongo filamentoso con 

crecimiento rápido, que se 

extendió desde el centro 

hasta el borde de la caja 

con una consistencia 
algodonosa sobre el Agar 

Papa Dextrosa (PDA), al 

principio era blanco, pero 

después se tornó naranja. 

A: Conidióforo con 

macro conidios 

B: Ascosporas 

C: Macro conidios 

MaT 

 
 

De acuerdo a Zin 
y Badaluddin 

(2020), se puede 

decir que el 

hongo 

corresponde a 

Trichoderma 

asperellum. 

Descripción: Descripción: 

Crecimiento rápido, 

cubriendo la placa en 

pocos días, micelio 

inicialmente blanco, 

A: conidias esféricas 

B: conidióforos 

ramificados, con fiálides 

en ángulos variables. 
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volviéndose verde debido 

a la esporulación, con 

textura algodonosa o 

afelpada, con anillos 

concéntricos. 

LF 

 
 

De acuerdo a 

Zhou et al. 

(2024), se puede 

decir que el 

hongo 

corresponde a 

Annulohypoxylon 
spp. 

Descripción: Descripción: 

Hongo filamentoso con un 

crecimiento moderado a 

lento, crea colonias 
concéntricas. A medida 

que la colonia va 

creciendo se va tornando 

verde en el envés del 

cultivo. No se observó 

esporulación en el 

laboratorio por lo que se 

sometió a pruebas 

moleculares para posterior 

identificación. 

A: hifas hialinas 

ramificadas. 

 

10.3.2 Identificación de molecular  

10.3.2.1 Extracción de ADN y cuantificación  

Una vez extraído de manera manual el ADN de los hongos RH, MaF y LF, se evaluó la 

integridad del ADN extraído. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

utilizando un marcador de peso molecular 1 Kb Plus Ladder y las muestras de ADN 

M1-RH, M2-MaF y M3-LF, las cuales se cargaron con 2µl BlueJuice. La electroforesis 

se ejecutó a 110 V durante 30 minutos. En la (figura 11) se observa que las bandas 

correspondientes a cada muestra tienen un tamaño de 6000 pb, lo que confirma que el 

tamaño del ADN fue el esperado y que se logró obtener ADN en todas las muestras 



36 

 

 

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa muestras de ADN total (RH, MaF y LF). 

 

La cuantificación del ADN extraído se realizó en el laboratorio IDgen utilizando un 

espectrofotómetro NanoDrop Oneᶜ, que midió la concentración de ácidos nucleicos a 

230 nm, 260 nm y 280 nm. Para considerar que una muestra sea pura y de buena 

calidad, se determinó el radio 260/280, cuyo rango ideal es de 1.8 a 2.0. Valores 

inferiores a este rango pueden indicar contaminación por fenol o proteínas, mientras que 

valores superiores a 2.0 podrían sugerir la presencia de ARN. Según los datos 

presentados en la tabla 17, las relaciones 260/280 obtenidas para las muestras M1 (RH), 

M2 (MaF) y M3 (LF) fueron de 2.04, 2.07 y 2.26, respectivamente. Estos resultados 

indican que las muestras no presentaron contaminación con proteínas ni con ARN, es 

decir las muestras fueron purificadas y el ADN extraído es apto para procedimientos 

posteriores de amplificación. 

Además, la absorbancia a 230 nm permitió detectar posibles contaminantes como sales 

caotrópicas o carbohidratos, para lo cual la relación 260/230 debe encontrarse entre 2.0 

y 2.2 para considerarse limpia. Un valor inferior sugiere la presencia de contaminantes 

que podrían comprometer la funcionalidad de la muestra. De acuerdo con la (Tabla 17), 

las relaciones 260/230 obtenidas para las muestras M1 (RH), M2 (MaF) y M3 (LF) 

fueron de 1.88, 2.97 y 2.64, respectivamente. Aunque algunos valores exceden 

ligeramente el rango, se concluye que el ADN extraído es apto para procesos 

posteriores. 

Tabla 17. Resultados de cuantificación de ADN a través del equipo NanoDrop Oneᶜ. 

Absorbancia del ADN 
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Tratamientos Cantidad 𝑨𝟐𝟔𝟎/𝑨𝟐𝟖𝟎 𝑨𝟐𝟔𝟎/𝑨𝟐𝟑𝟎 

M1 (RH) 368.3 2.04 1.88 

M2 (MaT) 52.7 2.07 2.97 

M3 (LF) 53.6 2.26 2.64 

10.3.2.2 Amplificación de la región ITS (PCR)  

En el primer pocillo se cargó un marcador de peso molecular con fragmentos de tamaño 

conocido de 100bp (Colocar la marca), siendo la banda más cercana de 1000 pb. En los 

siguientes pocillos, se depositaron 5 µl de control negativo, 5 µl de la muestra M1, 5 µl 

de la muestra M2, 5 µl de la muestra M3 y 5 µl de control positivo. La electroforesis se 

llevó a cabo en un gel de agarosa al 1,5 % con el objetivo de evaluar la calidad de los 

amplicones obtenidos a partir de la amplificación de la región ITS. 

El análisis de la migración de las bandas en el gel, en comparación con el marcador de 

peso molecular, indicó que los fragmentos correspondientes a las muestras M1, M2 y 

M3 presentaban un tamaño aproximado de 600 pb como se observa en la (Figura 12). 

En función de esto se envió a realizar la secuenciación en el laboratorio IDgen.  

Figura 12, Electroforesis de PCR de las muestras M1 (RH), M2 (MaT) y M3 (LF). 

 

10.3.2.3 Secuenciación y análisis Bioinformático 

Para realizar la identificación molecular, los datos de las secuencias crudas se cargaron 

en el software Geneious Prime v2025.0.3. Después de eliminar las secuencias de baja 

calidad, se obtuvo un porcentaje de calidad HQ del 100 % para las tres muestras M1 

(RH), M2 (MaT) y M3 (LF). Finalmente, se generó la secuencia de consenso (Anexo 7).  

Se realizó un análisis BLAST de las secuencias obtenidas contra la base de datos 

biológicos del NCBI (National Center for Biotechnology Information, 2023). Este 
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análisis permitió identificar el nombre científico del microorganismo con el mayor 

grado de identidad de secuencia. 

 Muestra M1 (RH): La secuencia presentó un query cover (QC) del 100 % y un 

porcentaje de identidad (PI) también del 100 % con dos especies distintas (anexo 

4). Se determinó mediante características morfológicas la identidad del hongo, 

lo que finalmente, demostró que se trataba de Neurospora crassa. 

De acuerdo con Nessma et al. (2022), la especie Neurospora crassa se destaca por su 

capacidad para producir ácido benzoico (BA) que, según Kaur et al. (2005), actúa como 

un aleloquímico al interferir con el crecimiento de organismos competidores Estas 

características posicionan a N. crassa como un organismo prometedor en 

investigaciones agrícolas, ya que su mecanismo de acción está basado principalmente en 

antibiosis, lo que sugiere que puede ser usado como un agente de biocontrol. No existen 

suficientes investigaciones sobre el estudio de este hongo en plantas, sin embargo, Kuo 

et al. (2014) menciona que se ha propuesto su clasificación como un endófito en China. 

 Muestra M2 (MaT): La muestra correspondió a Trichoderma asperellum (Anexo 

8), con un query cover (QC) del 100 % y un porcentaje de identidad (PI) 

también del 100 %. 

Según indica Zin y Badaluddin (2020), la especie de Trichoderma asperellum ha sido 

utilizada como biocontrolador para Botrytis spp. debido a su gran capacidad de 

colonización, además de sus otros mecanismos antagónicos como el mico parasitismo, 

la competencia por nutrientes y espacio, la inducción de resistencia sistémica en las 

plantas, la secreción de sideróforos, enzimas, metabolitos secundarios antifúngicos y 

péptidos.  

 Muestra M3 (LF): Se identificó como Annulohypoxylon spp. (Anexo 9), 

presentando un query cover (QC) del 100 % y un porcentaje de identidad (PI) 

del 100 %. En este caso, al igual que con la muestra M1, se realizó un análisis 

adicional considerando la morfología del microorganismo, ya que inicialmente 

se detectó similitud con dos especies distintas. 

No existen suficientes investigaciones sobre el estudio de este hongo en plantas, sin 

embargo, Zhou et al. (2024), indica que Annulohypoxylon spp. es capaz de producir 1,8-
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cineol que es un mono terpeno con potencial para el control de plagas en cultivos. La 

producción de este gas permite que logre inhibir la presencia de nemátodos. 

11. IMPACTOS (TÉCNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONÓMICOS) 

11.1 Impacto Social 

La implementación de métodos biocontroladores puede reducir el uso de productos 

químicos, protegiendo la salud de las personas que están expuestas. Además, su uso 

genera conciencia sobre la agricultura ecológica y sostenible, fomentando prácticas más 

responsables entre productores. 

11.2 Impacto Ambiental  

Al sustituir fungicidas químicos por biocontroladores se disminuye la contaminación 

del suelo, el agua y el aire, protegiendo los ecosistemas locales. Debido a que los 

hongos biocontroladores son organismos naturales que no afectan a especies no 

objetivo, contribuyendo a la preservación de la biodiversidad. 

11.3 Impacto Económico  

Si los hongos biocontroladores resultan efectivos, los productores podrán reducir gastos 

significativos en fungicidas químicos que suelen representar un alto costo en la 

producción. Además, los productos agrícolas producidos con métodos ecológicos tienen 

mayor aceptación en mercados internacionales especialmente en regiones que exigen 

certificaciones orgánicas. 

12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

12.1 Conclusiones  

 De 14 hongos aislados se seleccionaron tres cepas con mayor efectividad 

antagónica frente a Botrytis spp. in vitro. Neurospora crassa mostró el mayor 

porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR), con un 79,28 %, 

ocupando el primer lugar. Seguido por Trichoderma asperellum mostrando un 

PICR de 75,00%. Finalmente, Annulohypoxylon spp. presentó un PICR de 32,26 

% in vitro. 

 Se evaluó la viabilidad de los conidios de los aislamientos seleccionados con 

mayor efectividad antagónica in vitro. Los resultados confirmaron que 

Neurospora crassa y Trichoderma asperellum presentaron un 100 % de 
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germinación de conidios a las 2 horas de exposición solar, destacando su 

capacidad como agentes de biocontrol bajo condiciones medioambientales 

adversas. 

 Se logró identificar morfológica y molecularmente a los hongos Neurospora 

crassa, Trichoderma asperellum y Annulohypoxylon spp. basados en 

características tales como: micelio, conidias y conidióforos y su identificación 

fue confirmada mediante la amplificación de la región ITS la cual confirma la 

identidad de los hongos. 

12.2 Recomendaciones  

 Se recomienda complementar la caracterización morfológica de los 

microorganismos estudiados con un análisis molecular. La secuenciación de 

ADN permite comparar las secuencias obtenidas con las bases de datos 

disponibles en el NCBI (National Center for Biotechnology Information), lo que 

facilita una identificación más precisa y confiable de los microorganismos. 

 Se recomienda realizar ensayos de estos microorganismos en plantas bajo 

condiciones semi controladas y condiciones de campo para confirmar la eficacia 

de los hongos biocontroladores identificados. Aunque los resultados en 

condiciones de laboratorio han sido prometedores, es fundamental validar su 

desempeño en ambientes más cercanos a los sistemas de producción agrícola. En 

caso de obtener buenos resultados, estos hongos podrían convertirse en una 

alternativa más económica y accesible para agricultores y pequeñas 

comunidades agrícolas. Esto requeriría desarrollar métodos eficientes de 

producción y distribución que permitan entregar los hongos en un estado listo 

para su uso, reduciendo la necesidad de procesos adicionales de reactivación o 

purificación por parte del agricultor. 
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