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RESUMEN

La investigacion, llevada a cabo entre el 7 de mayo hasta el 30 de Octubre de 2024, evalu6
la eficacia de Trichoderma spp. en la biorremediacion de suelos contaminados con hongos
patégenos como Botrytis spp., Bipolaris spp. y Fusarium spp. El estudio se desarroll6 en
tres sectores de Ecuador: Sangolqui, Amaguafia y la finca Agroecuasol en Guayas,
seleccionadas por su diversidad agricola y problemas fitopatogenos especificos. Se utiliz6
un disefio completamente al azar con nueve tratamientos y dos repeticiones por cada uno,
donde se comparo la interaccion entre Trichoderma spp. y los patdgenos en condiciones
controladas. La metodologia incluyd dos fases principales: campo y laboratorio. En la
fase de campo, se instalaron trampas con arroz precocido en frascos de vidrio para
capturar hongos patdgenos seleccionando subparcelas En laboratorio, las muestras se
inocularon en medios de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar), preparado y esterilizado en
autoclave a 121 °C, donde se aislaron y purificaron los hongos mediante procedimientos
especificos, siguiendo protocolos establecidos. La confrontacion in vitro se realizd
colocando discos de micelio de 0,5 cm de los patdgenos y de Trichoderma spp. en placas
Petri separadas por 4 cm, incubadas a 28 °C, observandose diariamente el crecimiento de
las colonias y calculando su porcentaje de inhibicién radial (PICR). La produccion masiva
de Trichoderma spp. se prepard en sustrato de arroz esterilizado, donde se inocularon
esporas en caldo papa-dextrosa y se incubaron para promover la esporulacion. La
inoculacion de los suelos con los hongos patégenos y posteriormente con Trichoderma
spp. se realiz6 aplicando una solucidén con una concentracion de 1x10°¢ esporas/ml, y una
solucion de Trichoderma spp. con una concentracion de 1x107 esporas/ml evaluando la
carga fitopatdgena mediante diluciones seriadas y conteo de esporas en camara de
Neubauer. Los resultados demostraron que Trichoderma spp. inhibio significativamente
el crecimiento de los patdgenos, logrando reducciones de hasta un 80% en la carga
fitopatogena en comparacion con los controles. Los andlisis estadisticos mediante
ANOVA confirmaron la eficacia de los tratamientos, evidenciando que Trichoderma spp.
es una herramienta prometedora para la biorremediacion de suelos agricolas
contaminados, contribuyendo a la sostenibilidad y salud de los ecosistemas agricolas.

Palabra clave: Biorremediacion, eficacia, hongos patdgenos, suelos contaminados,

Trichoderma spp.



ABSTRACT

The research, carried out between May 7 to October 30, 2024, evaluated the efficacy of
Trichoderma spp. in the bioremediation of soils contaminated with pathogenic fungi such
as Botrytis spp., Bipolaris spp. and Fusarium spp. The study was carried out in three
sectors of Ecuador: Sangolqui, Amaguafia and the Agroecuasol farm in Guayas, selected
for their agricultural diversity and specific phytopathogenic problems. A completely
randomized design was used with nine treatments and two replications for each, where
the interaction between Trichoderma spp. and pathogens under controlled conditions was
compared. The methodology included two main phases: field and laboratory. In the field
phase, traps with precooked rice were installed in glass jars to capture pathogenic fungi
by selecting subplots In the laboratory, the samples were inoculated in PDA (Potato
Dextrose Agar) culture media, prepared and sterilized in an autoclave at 121 °C, where
the fungi were isolated and purified using specific procedures, following established
protocols. In vitro comparison was performed by placing 0.5 cm mycelium discs of the
pathogens and Trichoderma spp. in Petri dishes separated by 4 cm, incubated at 28 °C,
observing the growth of the colonies daily and calculating their percentage of radial
inhibition (PICR). Mass production of Trichoderma spp. was prepared in sterilized rice
substrate, where spores were inoculated in potato-dextrose broth and incubated to promote
sporulation. The inoculation of the soils with the pathogenic fungi and subsequently with
Trichoderma spp. was carried out by applying a solution with a concentration of 1x10°
spores/ml, and a solution of Trichoderma spp. with a concentration of 1x107 spores/ml,
evaluating the phytopathogenic load by serial dilutions and spore count in a Neubauer
chamber. The results showed that Trichoderma spp. significantly inhibited the growth of
pathogens, achieving reductions of up to 80% in the phytopathogenic load compared to
controls. Statistical analyses using ANOVA confirmed the efficacy of the treatments,
showing that Trichoderma spp. is a promising tool for the bioremediation of contaminated
agricultural soils, contributing to the sustainability and health of agricultural ecosystems.

Keyword: Bioremediation, efficacy, pathogenic fungi, contaminated soils, Trichoderma

SPp.



GLOSARIO

Biocontrol: Uso de organismos vivos, como microorganismos, para controlar plagas o

enfermedades, reduciendo la dependencia de pesticidas quimicos.

Biorremediacion: Proceso que utiliza organismos vivos, principalmente

microorganismos, para eliminar o reducir la contaminacion ambiental.

Microorganismos: Seres Vvivos microscopicos, como bacterias, hongos, algas y
protozoos, que desempefian roles clave en los ecosistemas, incluyendo la descomposicion

de materia organica y la ciclicidad de nutrientes.

Hongos antagonistas: Hongos que inhiben el crecimiento o la actividad de otros
organismos patdgenos, como hongos o bacterias, y se usan en biocontrol para proteger

cultivos.

Fitopatologia: Ciencia que estudia las enfermedades de las plantas, sus causas, sintomas
y métodos de control. Abarca el estudio de patdgenos (hongos, bacterias y virus) y de
factores ambientales que afectan las condiciones de salubridad de las plantas (Diaz,
2020). Esta resulta fundamental para desarrollar estrategias de manejo sostenible en la

agricultura, incluido el uso de biocontroladores como Trichoderma.

Bioaumentacion: Técnica que implica la introduccion de microorganismos especificos
en un entorno para acelerar la biodegradacién de contaminantes 0 mejorar procesos

bioldgicos deseados, como la descomposicion de materiales organicos.

Micotoxinas: Sustancias toxicas producidas por ciertos hongos, que pueden contaminar

alimentos y piensos, y causar efectos adversos en la salud humana y animal.



Rizosfera: Region del suelo que rodea las raices de las plantas, donde se desarrollan
interacciones complejas entre las raices, microorganismos del suelo y otros factores

bioticos y abidticos.

In vitro: Término que significa "en el vidrio", y se refiere a procesos o experimentos
realizados fuera de un organismo vivo, tipicamente en un laboratorio utilizando

microorganismos en condiciones controladas.
Ex situ: Estrategia de estudio de seres vivos fuera de su habitat natural.

Inhibicion: Accion de reducir o bloquear la actividad de un organismo 0 proceso

bioldgico.

Metabolitos: Sustancias quimicas producidas por los organismos durante su

metabolismo, que pueden tener funciones bioldgicas especificas.

Micoparasitismo: Relacion en la que un hongo parasita a otro organismo, obteniendo

nutrientes a partir de é€l.

Antibiosis: Interaccion en la que un organismo produce sustancias que inhiben el

crecimiento 0 matan a otro organismo, como ocurre en la produccion de antibiéticos.

Agroquimicos: Productos quimicos utilizados en la agricultura, como pesticidas,
herbicidas y fertilizantes, para mejorar la produccion de cultivos y controlar plagas y

enfermedades.



ABREVIATURAS

Spp: Species (especies). Se usa para referirse a varias especies dentro de un mismo
género en la nomenclatura cientifica.

PDA: Potato Dextrose Agar (Agar de dextrosa de patata).

IASA: Instituto Agropecuario Superior Andino.

CSA: Crop Science and Agronomy (Ciencia de Cultivos y Agronomia).
Esp: Esporas.

PICR: Porcentaje de inhibicion radial.

FD: Factor de Dilucién.

TC: Tratamiento control.

T: Tratamiento.

ICC: Coeficiente de correlacion intraclase.

TF: Trichoderma + Fusarium.

TBT: Trichoderma + Botrytis.

TBI: Trichoderma + Bipolaris.

Esp: Esporas.

g: Gramo.

ml: Mililitro.

mm: Milimetro.

cm: Centimetro.

ul: Microlitro.



CAPITULO I

1. INTRODUCCION

La biorremediacion se ha convertido en una alternativa atractiva y prominente a las
técnicas convencionales para el tratamiento de sustancias que contagian el entorno natural
en la actualidad (Andrade et al., 2023). La biorremediacion se refiere principalmente a la
transformacion bioldgica de contaminantes por parte de microorganismos, plantas o sus

enzimas en diferentes ambientes, como el suelo y el agua (Flathman, 1998).

La contaminacién de suelos por hongos patdégenos es un problema ambiental y agricola
importante porque es el causante de pérdidas significativas en la producciéon de cultivos y
representa una amenaza para la salud humana. Fusarium causa marchitez vascular y
podricién de raices, bloqueando el flujo de agua y nutrientes. Botrytis provoca
podredumbre gris, atacando hojas, flores y frutos y Bipolaris induce manchas foliares y

tizon, debilitando el tejido vegetal y reduciendo el rendimiento.

Los factores que intervienen en la actividad microbiana, como la temperatura, el pH, la
humedad, la disponibilidad de oxigeno, los nutrientes inorganicos y el acceso al sustrato,
desempefian un papel clave en la presencia microbiana en suelos. La humedad superior al
60% Yy suelos mal drenados favorecen su proliferacidn, especialmente en condiciones
anaerdbicas. Las temperaturas entre 20-30°C son Optimas para muchos hongos
fitopatogenos, mientras que suelos compactos con menos del 30% de porosidad dificultan
la aireacion, favoreciendo la infeccidn. Los suelos arcillosos o limosos, que retienen agua,
son mas propensos a patdgenos, y un pH ligeramente acido entre 5.5 y 7.0 también

favorece su crecimiento (Ramos & ZUfiga, 2008).



El uso de microorganismos beneficiosos para eliminar o reducir la presencia de patdgenos
en el suelo es una alternativa sostenible y prometedora para la biorremediacion (Andrade
et al., 2023). Perniola et al. (2024) explican que los tratamientos ambientales con hongos
antagonistas han demostrado ser efectivos, econémicos y confiables. Sin embargo, la
bioaumentacion de microorganismos potencialmente patdgenos en un ambiente abierto

suele no ser considerada en la mayoria de los casos (Vives, 2013).

Para que Trichoderma spp. sea eficiente como hongo biorremediador, el suelo debe
cumplir ciertas condiciones fisicas. La humedad debe mantenerse entre 40-60% y la
temperatura entre 20-30°C. Es fundamental una estructura suelta y aireada, con textura
franca o franco-arenosa para un buen equilibrio hidrico. El pH éptimo esde 55a 7,0, y
la conductividad eléctrica debe estar entre 0,5 y 2,0 dS/m, lo que asegura nutrientes

suficientes sin acumulacidn excesiva de sales, maximizando la actividad del hongo.

Medina et al. (2024) sefialan que los hongos patogenos del suelo, como Fusarium spp,
Botrytis spp y Bipolaris spp, causan enfermedades destructivas en las plantas y provocan
dafos econdémicos y ecoldgicos significativos. La investigacion cientifica ha destacado el
papel de estos patdgenos en la degradacion de cultivos como fresa, tomate y pimiento,
etc. La evaluacion de la eficacia de Trichoderma spp para la biorremediacion de suelos
contaminados con hongos patdgenos como Fusarium spp, Botrytis spp y Bipolaris spp ha
sido un area de investigacion que ha cobrado interés en la comunidad cientifica debido a
su potencial para abordar problemas de contaminacion del suelo y pérdidas agricolas

significativas.

Estas enfermedades fungicas perjudiciales afectan la salud de los cultivos y tiene un efecto
adverso mas amplio en el medio ambiente y la biodiversidad del suelo, especificamente

al dafiar su estructura y calidad. Adicionalmente, ciertos hongos patdgenos son capaces



de generar micotoxinas, que ponen en peligro la cadena alimentaria y la salud humana.
Frente a ello es conveniente evaluar la eficacia de Trichoderma spp. como agente de
biorremediacion para evitar la contaminacion edafica y restaurar la salud del

agroecosistema.

El género de hongos filamentosos Trichoderma se encuentra en suelos en diversas partes
del mundo, ha demostrado excelentes habilidades bioldgicas para controlar patdgenos
fangicos (Chavez et al., 2022). Estos organismos son conocidos por colonizar el suelo y
competir con otros hongos, incluidos patdégenos, mediante la produccion de enzimas

antiflngicas y antibidticos, asi como la activacion de respuestas de defensa en las plantas.

Los estudios de Harman et al. (2004) y Druzhinina et al. (2011), han destacado el
desempefio de Trichoderma spp en la eliminacion de patgenos del suelo y la mejora de
la salud de las plantas hospederas. Otros investigadores como Cortés et al. (2023), han
demostrado que ciertas cepas de Trichoderma tienen la capacidad de producir enzimas
hidroliticas y metabolitos antifungicos que detienen el crecimiento de patégenos como
Fusarium, Botrytis y Bipolaris. También han destacado la variedad genética de
Trichoderma spp. y la importancia de elegir cepas especificas con caracteristicas

deseables.

Druzhinina et al. (2011) explican que seleccionar cepas de Trichoderma con resistencia
al estrés ambiental y alta eficacia en la supresion de patégenos resulta idoneo para
maximizar su utilidad en la biorremediacién de suelos. En tal contexto, este trabajo de
investigacion evalud la eficacia de este organismo en la biorremediacion de suelos

contaminados con hongos patdgenos.



2. JUSTIFICACION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO-2017) ha declarado que las enfermedades de las plantas causadas por hongos
causan perdidas de rendimiento del 30% al 40%. Agrega que la plaga de Fusarium
ha demostrado ser devastadora para cultivos como el banano y el cacao, dos
productos esenciales para el Ecuador. La FAO (2017), asegura que Fusarium
oxysporum ha generado pérdidas de hasta el 30% en la produccion de banano en
algunas areas. Ademas, describe que el moho gris Botrytis cinerea afecta los
cultivos de exportacién como las rosas, el cual es parte importante de la economia
nacional de Ecuador, causando pérdidas significativas en la calidad y cantidad de

flores exportadas.

La necesidad de abordar los desafios que enfrenta la agricultura moderna en la
busqueda de su sostenibilidad ambiental, la satisfaccion de alimentos a la poblacion
y salud humana son aspectos importantes que toma en cuenta este estudio. El uso
generalizado de pesticidas a pesar de su efectivo impacto en el control de plagas y
enfermedades conlleva graves riesgos para el medio ambiente y la salud publica, de
alli que, desde la investigacion se busca alternativas mas seguras y ecoldgicas, que
permitan desmontar el empleo de agro-insumos sintéticos debido a las adversidades

que representa para la biodiversidad (Hidalgo, 2017).

Estas pérdidas econdmicas también tienen un impacto social al disminuir los
ingresos de los agricultores y afectar a las comunidades rurales que dependen de la
agricultura. De igual manera, la presencia de hongos patdgenos en el suelo
compromete la sostenibilidad a largo plazo de la agricultura al afectar la estructura
0 composicion de su biodiversidad microbiana. Por lo tanto, la evaluacién de la
eficacia de Trichoderma spp. en la biorremediacion de suelos contaminados con

estos patogenos se justifica por su capacidad para abordar esta problematica y



contribuir a la seguridad alimentaria, la economia agricola y la sostenibilidad
integral en Ecuador.

Alcances de la investigacion

Con los antecedentes descritos, esta investigacion sobre Trichoderma spp. como
alternativa ecoldgica al uso de pesticidas quimicos en cultivos podria ayudar a
preservar este recurso y a fomentar practicas agroecolégicas mas amigables y
respetuosas con el ambiente. En ese sentido, los hallazgos y la informacion en este
estudio podrian extrapolarse a otros contextos geograficos y campos agricolas,
promoviendo la transformacion hacia una agricultura ambientalmente sostenible.
Asi mismo, se asume que la investigacion aportara informacion bésica idonea para
la adopcion de politicas agricolas y estrategias de manejo de plagas enfocadas en
mejorar la salud publica y la biodiversidad al tiempo que fortaleceria la seguridad

alimentaria y la economia agricola.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar ex situ la eficacia de Trichoderma spp, para biorremediacion de suelos

contaminados con hongos fitopatdgenos, mediante pruebas de laboratorio.

3.2. Objetivos especificos

o Realizar pruebas in vitro con cepas de Botrytis spp., Bipolaris spp. y
Fusarium spp., en confrontacion con aislamientos de Trichoderma spp. en

suelos contaminados.

o Verificar la capacidad antagonista de Trichoderma spp. sobre Botritis spp,

Bipolaris spp. y Fusarium spp. mediante pruebas de confrontacion in vitro.

o Analizar el efecto de Trichoderma spp. sobre la carga fitopatogéna en suelos
contaminados tras la aplicacién del tratamiento de Trichoderma spp. bajo

condiciones controladas de laboratorio.

4. HIPOTESIS

La aplicacion de Trichoderma spp. reduce la presencia de hongos fitopatdgenos en

suelos contaminados.
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CAPITULO II:

5. MARCO TEORICO
5.1. Bases tedricas

5.1.1. Introduccion a la biorremediacion

La biorremediacion se define como el uso de organismos vivos para eliminar o
neutralizar contaminantes en el medio ambiente; Aristizabal et al. (2022) indican
que es una estrategia que ha ganado atencion en el &mbito de la agricultura,
particularmente por la creciente preocupacion por la salud del suelo y la
sostenibilidad, y aseguran que esta se manifiesta como una alternativa de enorme
potencial, especialmente en ambientes salinos con el uso de bacterias, algas,
hongos, y plantas halofitas, de tal manera, constituye un tratamiento

complementario para lograr una gestion sostenible de suelos salinos.

Mota et al. (2024) aseveran que este proceso se centra en eliminar contaminantes
y en restaurar la funcionalidad de los ecosistemas afectados. En el contexto
agricola, la biorremediacion es decisiva para combatir los efectos perniciosos de
la contaminacion, mejorando la calidad del suelo y fomentando la produccion

sostenible de cultivos.

5.1.2. Caracteristicas y propiedades de Trichoderma spp

Trichoderma spp. es un género de hongos que ha demostrado ser un agente eficaz
en el biocontrol de patégenos agricolas. Diversos estudios (Caulier et al., 2019;
Gonzélez et al., 2023), han indicado que estos hongos generan beneficios,

particularmente al ser capaces de producir metabolitos secundarios que inhiben el
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crecimiento de hongos fitopatdgenos, como Ascochyta rabiei, causante de la rabia
del garbanzo.

De acuerdo con Hernandez et al. (2014), Trichoderma actla a través de diferentes
mecanismos, incluyendo la competencia por recursos, la produccion de enzimas
que degradan las paredes celulares de los patdgenos y la induccion de mecanismos
de defensa en las plantas. Estos atributos hacen de Trichoderma spp. una buena

opcion en lo que se refiere al manejo integrado de plagas y enfermedades.

Ademas de su funcion como biocontrolador de suelos, Durand & Tello (2019)
comentan que Trichoderma spp. actda como bioestimulante y por tanto, promueve
la sanidad del suelo y el crecimiento y desarrollo de las plantas. De igual forma, se
ha documentado que la aplicacion de este biocontrolador abre la posibilidad de
aumentar la absorcién de nutrientes, mejorar el desarrollo radicular y promover la
actividad fotosintética en las plantas; mientras que Rodriguez & Vargas-Rojas
(2022) evidenciaron que las plantas de tomate en suelos tratados con Trichoderma

spp mostraron un aumento en la cantidad de hojas, longitud de raiz, y altura.

5.1.3. Taxonomia

Villegas (2005), al referirse a la taxonomia de Trichoderma spp. lo describe dentro
del Reino Fungi, en la Division Mycota y la Subdividion Eumycota. En lo que se
refiere a la clase, este autor sefiala que pertenece a Hyphomycetes, en el Orden
Moniliales y dentro de la Familia Moniliaceae. El género es Trichoderma (ver
figura 1).
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Figura 1

Imagen del género de hongo Trichoderma spp.
g

R

5.1.4. Mecanismos de accion

Dentro de los mecanismos de accion de Trichoderma se han identificado diferentes
tipos, que ejercen biocontrol sobre los hongos fitopatogenos, entre ellos los que
mas destacan son el micoparasitismo, la antibiosis y la competencia por espacio y

nutrientes. (Lorenzo, 2001).

5.1.5. Micoparasitismo

El micoparasitismo se refiere a una simbiosis antagdnica en la que Trichoderma
produce enzimas como quitinasas y celulasas. En el proceso de este mecanismo de
accion el antagonista crece quimiotropicamente hacia el fitopatégeno, el cual se
adhiere a las hifas del hospedante enrollandolas y degradando sus paredes celulares
que termina en el debilitamiento casi en su totalidad del patégeno (Infante et al.,
2009).
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5.1.6. Antibiosis

La antibiosis es un mecanismo de accion directa mediante la produccion de
metabolitos toxicos y enzimas que ejerce un microorganismo sobre otro
susceptible. Numerosas cepas de Trichoderma generan metabolitos secundarios,
tanto volatiles como no volatiles, algunos de los cuales impiden el crecimiento de
otros microorganismos sin necesidad de contacto fisico. Estas sustancias

inhibidoras se consideran "antibiéticos” (Infante et al., 2009; Nehra et al., 2022).

5.1.7. Competencia por espacio y nutrientes.

La competencia es un mecanismo clave de antagonismo. Se define como la
interaccion desigual entre dos o mas organismos que necesitan el sustrato y
nutrientes, de tal forma que el uso de estos por algunos de ellos reduce su
disponibilidad para los demas. Entre los tipos de antagonismo, este en especifico
cuenta con caracteristicas propias de Trichoderma, también por su versatilidad
sexual, su velocidad de crecimiento y su desarrollo, como por factores externos,

tales como el tipo de suelo, o los factores ambientales. (Infante et al., 2009).

5.1.8. Generalidades de Fusarium

Fusarium es un género de hongos ampliamente distribuido, capaz de afectar a
plantas, animales y humanos. Las especies de este género producen toxinas, como
las fumonisinas, y otras sustancias que causan diversas enfermedades en plantas.
Las especies de Fusarium provocan graves enfermedades en estos cultivos, ya que
se asocian a sintomas como la marchitez vascular y forman parte del grupo de
hongos causantes de damping-off. Una de las alternativas mas empleadas para
enfrentar estas infecciones fungicas es el uso de biocontroladores derivados de
microorganismos, con el fin de reducir el uso de agroquimicos debido a su impacto

negativo en el medio ambiente (Rojas et al., 2017).
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5.1.8.1.Taxonomia

Desde el punto de vista jerarquico taxonémico en el campo de los hongos de
Fusarium, EPPO (2020a) lo describe de la siguiente forma. En el nivel mas amplio,
estd el Reino Fungi, este congrega a todos los hongos. Dentro de dicho reino,
Fusarium corresponde al Filo Ascomycota, que viene a ser una division que se
caracteriza por la formaciéon de esporas sexuales conocidas con el nombre de

ascosporas.

En lo que respecta a la Clase Sordariomycetes, se cuentan especies de hongos
frecuentemente productoras de estructuras reproductivas a modo de peritécios o
asci (Ver figura 2). A lo interno de esta clase, el Orden Hypocreales comprende
hongos mayormente saprofitos o parasitos de otros organismos. El género Fusarium
se clasifica en la Familia Nectriaceae, incluye hongos con reconocida capacidad
para formar ascosporas. EI Género Fusarium, abarca una amplia gama de especies

patégenas y saproéfitas de importancia agricola y ecoldgica.

Figura 2

Imagen del género de hongo Fusarium spp.
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5.1.9. Generalidades de Botrytis

La Botrytis también conocida como podredumbre gris, prospera en climas
templados (entre 10 y 25°C) y en condiciones de alta humedad, siendo los periodos
de lluvia un factor importante que favorece su aparicién, junto con la baja

iluminacién (Nature, 2022).

Es importante sefialar que las esporas de este hongo aprovechan cualquier herida
en la planta para ingresar y desarrollarse, germinando cuando se presentan las

condiciones de humedad y poca luz mencionadas (Nature, 2022).

5.1.9.1. Taxonomia

De acuerdo a la descripcion que realiza EPPO (2020b), la clasificacion taxondémica
de Botrytis es asi, en primer lugar, se haya el Reino Fungi, el cual agrupa a todos
los hongos. En este reino, Botrytis se clasifica en el Filo Ascomicetos, division que
incluye hongos, que al igual que los anteriormente descritos, causan esporas
sexuales. Mas especificamente, corresponde al Subfilo Pezizomycotina, en el que

estan los ascomicetos en una compleja diversidad de estructuras reproductivas.

A nivel de lo que es la Clase, Botrytis pertenece al grupo de Leotiomicetos, hongos
la mayoria de veces saprofitos, distinguibles por sus atributos reproductivos. el
Orden Helotiales est4d dentro de este grupo, y reune especies formadoras de
apotecios, mismas que contienen esporas sexuales. Seguidamente, en la Familia
Esclerotiniaceas, se hallan los hongos capaces de crear estructuras de resistencia

denominadas esclerocios.

17



Estas les permiten sobrevivir en ambientes desfavorables. El género Botrytis se
identifica por ser especies de valor econdmico, algunas de ellas responsables de

patologias en cultivos. La figura 3 representa una imagen del hongo,

Figura 3

Imagen del género de hongo Botrytis spp

5.1.10. Generalidades de Bipolaris

El género Bipolaris abarca varios patogenos de plantas de gran relevancia con
presencia mundial. Estas especies suelen estar relacionadas con problemas como
manchas y tizones en las hojas, pudriciones en raices y tallos, y otros sintomas de
enfermedad, afectando especialmente a cultivos de alto valor. Las enfermedades
graves causadas por distintas especies de Bipolaris en cultivos esenciales, como el
arroz y el trigo, han sido responsables de hambrunas histdricas que llevaron a la
inanicidn de grandes poblaciones en diversas partes del mundo (Manamgoda et al.,
2015).

5.1.10.1. Taxonomia

La taxondémica de Bipolaris se organiza, segun describe EPPO (2020c),

comenzando por el Reino Fungi, con dos grupos de hongos. Bipolaris dentro del
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Filo Ascomicetos. Este constituye, como en los dos casos que preceden, una division
productora de ascosporas. A este pertenece al Subfilo Pezizomycotina, hongos con
una multitud de estructuras reproductivas , como los ascos. En el siguiente nivel, la
Clase Dothideomycetes retine hongos que comdnmente presentan una estructura de

reproduccién sexual (asco), a menudo nocivos o saprofitos.

En esa clase, Bipolaris se circunscribe en la Subclase Pleosporomycetidae, un grupo
ampliamente diverso en términos de morfologia y ecologia. EI Orden Pleosporales,
del cual forma parte, agrupa especies productoras de conidias. La Familia
Pleosporaceae incluye hongos diversos, siendo Bipolaris un género representativo
en este grupo. Por ultimo, el género Bipolaris comprende especies con
potencialidades para provocar dafios en los campos de cultivo. Detalles visuales de

Bipolaris se aprecian en la figura 4.

Figura 4

Imagen del género de hongo Bipolaris spp.

5.1.11. Contaminacién del suelo y su impacto

La contaminacion del suelo representa un problema de gran magnitud para la

agricultura, afectando la productividad y sanidad del ecosistema. La acumulacion
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de pesticidas, metales pesados y la presencia de patdgenos reducen
sustancialmente su fertilidad y biodiversidad (Nufiez, 2024). En concordancia con
ello, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(2020) estima que un tercio de los suelos agricolas del mundo se encuentra
degradado, lo que compromete la seguridad alimentaria global, de alli que,
implementar técnicas de biorremediacion es estrictamente necesario para restaurar

la calidad del suelo y fomentar précticas agricolas sostenibles.

5.1.12. Eficiencia de los agentes de biocontrol

Los agentes de biocontrol, como Trichoderma spp. se valen de diversos
mecanismos para ejercer su efecto positivo en las plantas. Estos incluyen la
competencia por nutrientes y espacio, la produccion de compuestos antifungicos y
la promocion de la resistencia en las plantas (Chavez, 2023). Su capacidad para
generar enzimas liticas es fundamental para su eficacia en la reduccién de
poblaciones de patdgenos del suelo, y es posible determinar su eficiencia en
condiciones que simulan el entorno natural donde se aplicara el hongo, mediante
lo cual, se tiene la oportunidad de que factores ambientales, como temperatura y

humedad, afectan la interaccion entre Trichoderma y los patdgenos.

5.1.13. Importancia del suelo en la agricultura

El suelo es un recurso vital que cumple funciones numerosas en la agricultura,
desde el suministro de nutrientes hasta la regulacion del recurso hidrico y el
secuestro de carbono. Vallejo (2013) asegura que la evaluacion de la calidad del
suelo es una herramienta clave para analizar la sostenibilidad de las practicas

agricolas y ganaderas a corto, mediano y largo plazo.
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Vallejo (2013) Afade que este proceso implica medir y monitorear a lo largo del
tiempo las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Un indicador es
una propiedad, caracteristica 0 proceso que se puede medir para identificar
cambios en el sistema en cuestion. Estos indicadores son fundamentales para
desarrollar e implementar politicas que mejoren o conserven la calidad del suelo,

ayudando a revertir y contrarrestar los procesos de degradacion.

5.1.14. Restauracion de suelos contaminados

La restauracion de suelos alterados utilizando la biorremediacién mejora la calidad
del suelo y revitaliza el ecosistema. Al introducir microorganismos beneficiosos,
como Trichoderma se ayuda a recuperar su actividad bioldgica, lo que a su vez

mejora la productividad agricola (Miller et al., 2017).

La reparacion de suelos contaminados es un proceso clave para la rehabilitacion
de ecosistemas degradados y la proteccion del ambiente. La contaminacion de
estos surge de diversas fuentes, entre ellas, actividades industriales, uso
indiscriminado de agroquimicos vertido de sustancias quimicas (Gavilanez, 2023).
Para asumir este problema, se aprovechan técnicas como la biorremediacion, que
utiliza microorganismos que descomponen los contaminantes; y la fitoremediacion
para aprovechar plantas que absorber toxinas. Estas metodologias, sefiala Lépez
(2016), ayudan a limpiar el suelo y estimulan la recuperacion de la biodiversidad

y la mejora de la calidad de los cuerpos de agua subterranea.

Adicionalmente, la restauracién de suelos descompuestos revitaliza areas urbanas
y las convierte en espacios verdes que benefician a las comunidades. En
consecuencia, invertir en estas practicas es apropiado para lograr un desarrollo

sostenible y proteger los recursos naturales para las generaciones por venir. En este
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escenario, la colaboracién entre gobiernos, empresas y comunidades resulta

imprescindible para implementar soluciones efectivas y duraderas.

5.2.Antecedentes de la investigacion
5.2.1. Antecedentes internacionales

La eficacia de Trichoderma spp. en la biorremediacion de suelos contaminados
ha sido objeto de estudio a nivel internacional y nacional, especialmente durante
los Gltimos afios. En el contexto de otros paises distintos al Ecuador, Mesa et al.
(2019) desarrollaron en Colombia un trabajo denominado "Metabolitos
secundarios en Trichoderma spp. y sus aplicaciones biotecnolégicas agricolas", en
el que explican que varias investigaciones ponen el foco en estudiar el potencial
bioldgico y la formulacion a base de especies de Trichoderma con actividad
inhibitoria sobre microorganismos, lo que genera que estas practicas sean mas
eficaces en un amplio rango de condiciones ambientales, de especies de plagas y

de sistemas de cultivos.

El trabajo de estos autores pone de relieve una vision especifica sobre los reportes
de los metabolitos secundarios identificados en cepas del hongo de
género Trichoderma con aplicacion biotecnoldgica en la generacién de productos
agricolas que funcionan como biocontroladores, lo cual constituye un hecho
promisorio en cuanto a nuevos descubrimientos de agentes controladores de
plagas como alternativas agroecolégicas en el manejo integrado de hongos,

bacterias, paréasitos e insectos.

Andrade et al. (2019) llevaron adelante un trabajo investigativo en México, tuvo
como titulo "Antagonismo de Trichoderma spp. vs hongos asociados a la marchitez
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de chile", enfermedad con posibilidades de afectar a toda la planta y causar pérdidas
importantes en el cultivo. Esta es causada por el patdgeno Phytophthora capsici,
gue puede sobrevivir en el suelo por varios afios e infectar a una gran variedad de
plantas (Bayer, s/f). El objetivo fue evaluar el efecto antagonico de aquel hongo
contra los agentes causales de marchitez en confrontaciones in vitro mediante
cultivos duales. El estudio se efectué durante el 2016, en la Universidad

Intercultural de Estado de Puebla, Huehuetla, México.

En el marco de ese esfuerzo, se realiz6 la evaluacion de tres aislamientos de
Trichoderma obtenidos de rizosferas de plantas de aguacate, Trichoderma viride,
Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani. provenientes de la raiz de plantas de
chile en estado de marchitez. Para su respectiva identificacion, los aislamientos
se caracterizaron desde el punto de vista morfoldgico. Encontraron que los tres
hongos antagonistas mostraron un elevado porcentaje de inhibicion, T. asperellum
el 88,2%; T. viride 87,2% y T. harzianum con 87,8%. En las condiciones del
estudio, T. asperellum, T. viride y T. harzianum, resultaron microorganismos
antagonicos eficientes contra los fitopatdgenos, por lo que, recomiendan
evaluaciones de biocontrol con dichos aislamientos en ambientes de invernadero

y a cielo abierto.

Companioni et al. (2019), en su trabajo llevado a cabo en México, llamado
"Trichoderma: su potencial en el desarrollo sostenible de la agricultura”, destacan
que una produccion sostenible de productos alimenticios sin dafar el entorno
natural es un desafio que enfrenta la sociedad actual; este impone la necesidad de
transformar los sistemas convencionales de aprovechamiento agricola hacia los
agroecoldgicos. Describen igualmente que el empleo de microorganismos para

controlar plagas y patologias es una opcion viable para alcanzar mayores
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rendimientos y niveles de calidad de los cultivos y la mitigacion de los efectos de

los agroquimicos en el medio ambiente.

Morcuende (2024) adelanté una investigacion en Espafia, se identific6 como:
"Estudio y desarrollo de bio-inoculante basado en Trichoderma spp. en semilla de
garbanzo de Fuentesauco (IGP) para el control efectivo de la rabia". En la primera
fase se llevaron a cabo ensayos in vitro para caracterizar especies de Trichoderma,
identificando como la cepa mas efectiva a Trichoderma harzianum EN1. En la
segunda fase, se hicieron evaluaciones de recubrimientos para aplicar los conidios
en las semillas, encontrandose que la opcion mas idonea es la goma arabiga al 1%.
Después se aplico este recubrimiento a las semillas y se analiz6 la supervivencia
de las plantas tras la infeccion con Ascochyta rabiei, hallando como resultado que

las plantas tratadas presentan una mayor tasa de supervivencia.

Finalmente, hicieron un examen del efecto del recubrimiento y de T. harzianum en
la produccion de garbanzos en suelo no autoclavado y sin la presencia del
patdgeno, sin que se observaran diferencias significativas. Concluyen que la
investigacion enfatiza el potencial de T. harzianum como agente de biocontrol
contra A. rabiei y su capacidad para mejorar la supervivencia de las plantas,
prometiendo se una alternativa comprometedora para su uso en la agricultura

sostenible.

5.2.2. Antecedentes nacionales

En el contexto del Ecuador, Ganchala (2024) llevo a efecto el trabajo: "Eficacia de
Trichoderma spp. para en el control de nématodos fitoparasitos en el cultivo de
Alstromeria”. Como marco de esa investigacion describié que la produccion de

Alstroemeria (planta perenne de América del Sur, apreciada por sus flores
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coloridas y duraderas) en Ecuador enfrenta retos importantes debido a la calidad
del suelo en algunos sectores, lo que impacta tanto en la calidad como en la
cantidad de los tallos. Este autor argumentd que la escasez de tallos adecuados para
la exportacién es un problema critico, pues muchos de ellos no alcanzan los

estandares necesarios en atributos de longitud, peso, calibre, color y tamafio de la

flor.

La investigacion de Ganchala (2024) se realiz6 en la provincia de Cotopaxi,
especificamente en el cantdn Latacunga, en el barrio José Guango, a una elevacion
de de 2.860 msnm. El objetivo principal consistié en evaluar la eficacia de
Trichoderma spp. en el control de nematodos fitoparasitos en el cultivo de
Alstroemeria. Ganchala (2024) utilizo un disefio de bloques Completos al azar con
siete tratamientos dispuestos en un arreglo factorial y tres repeticiones,
comparando la aplicacion de Trichoderma con un nematicida y un tratamiento sin

aplicacion.

Los resultados de la evaluacion de la eficacia de Trichoderma spp. en el control de
nematodos fitoparasitos en el cultivo de Alstroemeria realizada por Ganchala
(2024) se sometieron a un analisis riguroso mediante técnicas estadisticas como
ANOVA vy pruebas post-hoc. Como resultado se obtuvo que el tratamiento con
nematicida resultdé el méas efectivo en todas las variables evaluadas, aunque la
aplicacion de Trichoderma también mostro beneficios significativos. Por otro lado,
el tratamiento sin aplicacion resulto en los peores rendimientos. Estos hallazgos
constituyen informacién relevante en relacion al impacto de los tratamientos con
Trichoderma en el desarrollo y rendimiento de Alstroemeria, contribuyendo a
mejorar las practicas agricolas y optimizar el cultivo de esta especie.
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GOmez & Buri (2023) hicieron una investigacion cuyo titulo es: "Trichoderma spp:
efectos de aplicaciones edéficas en variables agrondmicas durante las fases
fenoldgicas del cultivo de banano™. El objetivo fue evaluar el efecto de
Trichoderma spp. en plantaciones de banano, para ello hizo un experimento
controlado para analizar variables agronémicas, entre ellas la emision foliar,

namero de hojas, area foliar, peso del racimo y del raquis, y la calidad del fruto.

Los resultados pusieron en evidencia que la aplicacion de Trichoderma spp tuvo
un impacto positivo significativo en el crecimiento vegetativo del banano. Se
observo un incremento en la emision foliar en los primeros cuatro meses, lo que
sugiere un crecimiento mas vigoroso. lgualmente, se registraron mejoras en el area
y numero de hojas a la paricion en comparacion con el control. En términos de
productividad, los tratamientos con Trichoderma spp. produjeron a un aumento
significativo en el peso del racimo y del raquis, asi como en la calidad del fruto,

que presenté mayor uniformidad y tamafio.

Otro resultado de interés fue la reduccion en los tiempos de desarrollo de la planta,
reduciendo las semanas a la paricion y a la cosecha, lo que permite un
aprovechamiento mas temprano y un ingreso mas rapido. Asi mismo, se aprecid
una mejora en el Ratio, que mide la eficiencia en la transformacion del fruto en
producto final, indicando que Trichoderma spp. Es capaz de optimizar el proceso

de produccién y acrecentar la rentabilidad.

Estos antecedentes constituyen un marco contextual para la investigacion sobre la
evaluacion ex situ de la eficacia de Trichoderma spp. en la biorremediacion de
suelos contaminados con hongos patégenos, destacando la relevancia y

aplicabilidad de este hongo en el contexto agricola ecuatoriano.
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5.2.3. Impacto de la agricultura sostenible

La agricultura sostenible es un modelo que persigue el incremento de la produccion
de alimentos mientras se minimizan los impactos negativos en el medio ambiente.
La integracién de practicas como la biorremediacién y el uso de Trichoderma spp.
contribuyen a la sostenibilidad de los sistemas agricolas. Segun Altieri y Nicholls
(2018), la implementacidn de estrategias sostenibles aumenta la resiliencia de los

sistemas agricolas ante el cambio climético y otras presiones ambientales.

Altieri et al. (2015) destacan que aun en presencia de la creciente conciencia y
preocupacion sobre la crisis planetaria que supone el cambio climético, las
emisiones de carbono contintan en aumento y no se vislumbran soluciones
inmediatas y efectivas para detener el calentamiento global. Altieri y Nicholls
(2018) y Altieri y Nicholls (2013), defienden que una parte del problema radica en
que se necesita un cambio radical que desafia el crecimiento econémico y la
dominacion politica y econdmica que sostiene el sistema capitalista actual. En este
contexto, la agricultura industrial basada en monocultivos, fundamental en este
sistema, intenta perpetuarse mediante enfoques como la Agricultura
Climaticamente Inteligente (CSA), que no cuestiona la estructura del monocultivo

ni las relaciones de poder que lo sustentan.

2.3. Bases legales en Ecuador

2.3.1. Normativas Ambientales

Ecuador dispone de un marco juridico que regula y respalda la biorremediacién y
el uso de biotecnologias en la agricultura. La Constitucion Nacional del Ecuador
(2008), en su articulo 14, establece el derecho a un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, lo que exige la adopcion de précticas que minimicen
el impacto ambiental de las actividades agricolas. Esta disposicion deja claro la
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importancia de la investigacion y la implementacion de métodos que contribuyan

a la restauracion de los ecosistemas.

Del mismo modo, el articulo 276 de la carta magna, sefiala que el Régimen de
Desarrollo del pais tendra entre sus objetivos: Recuperar y conservar la naturaleza
y mantener un ambiente sano y sustentable que garantice a las personas y
colectividades el acceso equitativo, permanente y de calidad al agua, aire y suelo,

y a los beneficios de los recursos del subsuelo y del patrimonio natural.

Por su parte, el articulo 409 constitucional sefiala que es de interés publico y
prioridad nacional conservar los suelos, en especial su capa fértil, para lo cual, se
establecera un marco normativo que procure su proteccion y uso sustentable que
evite su degradacion, principalmente aquella que se produce por la contaminacion,
la desertificacion y la erosion. Agrega este articulo que en espacios afectados por
la degradacion y desertificacion, el Estado tiene la obligacion de realizar y

promover proyectos de restauracion.

2.3.2. Regulaciones sobre uso de agroquimico

La Ley de Sanidad agropecuaria (2012) y el Cédigo Organico del Ambiente (2017)
establecen normas para regular el uso de agroquimicos, promoviendo practicas
agricolas sostenibles. Estas regulaciones promueven la investigacion y el
desarrollo de alternativas biologicas, como el uso de Trichoderma spp, pues
contribuye al control de plagas y enfermedades, y son compatibles con los
principios de sostenibilidad. EI cumplimiento de estas normativas prioritario para
garantizar que las practicas agricolas respeten la salud publica y los sistemas

ecoldgicos.
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Todo lo referido enfatiza en el valor de Trichoderma spp. en la biorremediacion de
suelos contaminados. Al asumir este problema desde el punto de vista cientifico y
juridico, se persigue encontrar una solucion sostenible que beneficie a la
produccion agricola y al medio ambiente. Entre tanto, la capacidad de
Trichoderma para actuar como biocontrolador y bioestimulante, combinada con el
marco legal en Ecuador, crea un contexto favorable para la implementacion de

practicas agricolas innovadoras.

5.3. Variables de estudio

Variable independiente:
Aplicacion de Trichoderma spp. (tratamiento realizado en los suelos

contaminados).
Variable dependiente:

Presencia de hongos fitopatdgenos en los suelos contaminados (medida de la

reduccion o cambio en la cantidad de hongos patdgenos tras el tratamiento)
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CAPITULO III:

6. MARCO METODOLOGICO

6.1. Area de estudio

El area de estudio corresponde a tres sectores localizados en diferentes lugares de

Ecuador; Las coordenadas de estos se describen en la tabla 1.

Tabla 1l

Coordenadas del area de estudio

Sector Latitud Longitud
Sangolqui 0°21°20.7°°S 78°27°18.3"W
Amaguafia 0°22°45.0°S 78°29°41.0°W
Finca 2°16'163°S  80°07°54.2 W
Agroecuasol
(Guayas)

El primero estd situado en Sangolqui y tuvo como proposito obtener cepas de
Botrytis; el segundo en Amaguana para recolectar cepas de Fusarium, y el tercero
en la finca Agroecuasol en Guayas para capturar cepas de Bipolaris. La ubicacion

exacta de cada uno de esos tres sitios se observa en la figura 5.
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Figura 5.

Ubicacion geogrdfica de los sitios del muestreo
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Para desarrollar la investigacion se cumplieron fases de campo y de laboratorio

cumpliendo los protocolos especificos que se describen a continuacion.

6.2. Fases del estudio

6.2.1. Fase de campo

6.2.1.1.Muestreo

Se realizé un muestreo de hongos a partir de trampas de arroz para analisis en los
tres sectores ya sefialados, los cuales presentaban problemas asociados con los
patdgenos de interés para este estudio. Primero, se identificaron los sectores
considerando factores como el uso del suelo, la vegetacion presente y posibles

fuentes de contaminacion. Con esta informacion, se elabor6é un plan de muestreo
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que estableci6 el ntimero de trampas a utilizar, el tamafio de cada una y la

profundidad a la que se tom¢ (Ministerio del Ambiente Peru., 2013).

El primer punto de muestreo se ubico en la zona de Sangolqui, dentro de un
invernadero de tomate que abarcaba un area total de 100 m?, donde las plantas
presentaban sintomas asociados a Botrytis. Este espacio se dividi6 en tres

subparcelas, seleccionadas cerca de plantas con signos visibles de la enfermedad.

El segundo punto se localizd6 en Amaguafia, en un invernadero de pimiento con un
area de 200 m?, donde se observaron sintomas caracteristicos de fusariosis. Al igual
que en el primer sitio, esta area se subdividid en tres subparcelas. Finalmente, el
tercer punto se situé en la Finca Agroecuasol, en Guayas, que cuenta con una
extension total de 20 hectareas. Para el estudio, se delimitd un area de 1 hectarea,
la cual se subdividio en tres subparcelas cercanas a plantas afectadas por Bipolaris.
En el laboratorio, las muestras se sometieron a los analisis microbioldgicos

siguiendo el procedimiento metodologico propuesto por Paul & Frey (2023).

6.2.1.2. Preparacion e instalacion de las trampas

Se elaboraron nueve (9) trampas, tres (3) por cada punto de muestreo; las mismas
se elaboraron a partir de bolsas de arroz que tuvieron una coccion de
aproximadamente 10 minutos, las cuales fueron esterilizadas en autoclave a 121°C,
durante 15 minutos. Posteriormente se colocd 50 gr de arroz precocido dentro de

frascos de vidrio de 200ml previamente esterilizados y se sellaron con una doble
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capa de tela de nylon y se aseguraron herméticamente con una liga. En el anexo A

se observa un modelo de dichas trampas.

Se transportaron las trampas en cada una de las areas de estudio y se instalaron en
las subparcelas que se clasificaron anteriormente a una separacion de 4 metros entre
una y otra, las mismas fueron instaladas en su totalidad durante dia y hora especifica
para cada sector, entre las 8:00 y 10:00 horas. Se excavaron hoyos de 20 cm de
profundidad en el suelo para enterrar los frascos, que se colocaron boca abajo y se
cubrieron con hojas secas. Este procedimiento se mantuvo durante un periodo de

incubacion de 7 dias consecutivos.

6.2.1.3. Recuperacion de trampas

Transcurrido el tiempo de espera, se recolectaron las trampas cuidadosamente para
evitar movimientos bruscos que pudieran alterar el contenido o el crecimiento de
los hongos; luego fueron llevadas al Laboratorio de Agrobiotecnologia de la Carrera

de Ingenieria Agropecuaria IASA | para su analisis e identificacion.

6.2.2. Fase de laboratorio

6.2.2.1.Medios de cultivo y siembra

En el Laboratorio de Agrobiotecnologia de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria
IASA 1, siguiendo los procedimientos aplicados por Zubieta et al. (2022), se utilizd

agar PDA (Potato Dextrose Agar), un medio de cultivo ampliamente reconocido por
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su eficacia en el crecimiento de hongos (Arana et al., 2014). Este medio esta

compuesto principalmente por extracto de papa, dextrosa y agar-agar.

La preparacion del agar PDA inici6 con la mezcla de 39 g de medio por cada litro
de agua destilada segun el nimero de cajas Petri requeridas. El volumen de agua
destilada se transfiri6 a frascos con tapa rosca, donde se disolvio el medio de cultivo
utilizando un microondas. Posteriormente, el medio se esterilizO en autoclave

(Teran, 2024).

Una vez que la temperatura del medio alcanzo los 50°C, se colocd en una cdmara
de flujo laminar junto con las cajas Petri previamente esterilizadas, adicionalmente
se anadidé 1 mL de antibidtico (Amoxicilina a 1 mg/) por cada 100 ml de medio.
Posteriormente, se distribuy6 25 mL de medio de cultivo en cada una de las cajas

Petri (Teran, 2024).

6.2.2.2. Aislamiento de microorganismos

El aislamiento de fitopatogenos se realiz6 en una cdmara de flujo laminar. Se
inspeccionaron las muestras recolectadas y, utilizando pinzas flameadas con etanol,
se tomo un pequefio fragmento del material con caracteristicas de contaminacion
por hongos como los granos de arroz con colores distintivos de los patogenos, y se
inocul6 en la superficie del agar PDA utilizando un asa de siembra estéril. Las
placas se incubaron a una temperatura controlada de 28°C, permitiendo que los

hongos crecieran y se desarrollaran por un periodo de cinco (5) dias. A lo largo de
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este proceso, se monitorizaron diariamente las placas para observar la morfologia y

el crecimiento de las colonias fungicas (Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.3. Purificacion de microorganismos

Los hongos fueron observados al microscopio y se identificaron morfologicamente
aquellos que presentaban las caracteristicas de interés. Tras la identificacion, se
cortd un segmento de aproximadamente 5 x 5 mm del medio de cultivo donde se
encontraba micelio libre de contaminacion. Este segmento se inoculd en una nueva
caja de Petri con medio de cultivo, incubandose en oscuridad a 28°C durante siete

(7) dias (Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.4. lIdentificacion macro y microscopica

Al término del periodo de incubacion, se observaron las caracteristicas
macroscopicas de las colonias en el anverso del medio de cultivo. Se describieron
aspectos relevantes como: coloracion del centro, del medio circundante y del borde
de la colonia, textura y consistencia del micelio, apariencia general de la colonia,
altura alcanzada por el micelio, patron de crecimiento segun la densidad visible del
micelio y presencia o ausencia de esporulacion. Estas caracteristicas fueron
representadas en fichas técnicas para su mejor comprension (Ver anexos O, P Y Q)
(Teran, 2024).

Para la caracterizacién microscépica de las cepas aisladas de hongos, se empled una
metodologia que consistio en extraer con un asa de siembra una parte de micelio

puro de las placas de cultivo. Se colocé una gota de agua destilada sobre un
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portaobjetos, procurando evitar la formacion de burbujas. La muestra fue observada
bajo el objetivo de 40x, registrando tanto las caracteristicas morfologicas del
micelio como las estructuras reproductivas presentes. La identificacion de los
posibles géneros de hongos se basé en las caracteristicas microscopicas observadas,

contrastandolas con la informacion bibliogréfica disponible.

6.2.2.5.0btencidn de cepas de Trichoderma.
Las cepas de Trichoderma utilizadas en este estudio fueron suministradas por el
Laboratorio de Agrobiotecnologia de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA.
Dichas cepas fueron previamente identificadas a nivel molecular como

Trichoderma asperellum, como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2

Identificacion molecular de Trichoderma mediante busqueda en BLAST del

ensamblaje de lecturas del fragmento de la regién ITS

Longitud (pb) Organismo Porcentaje de N° Accesion
Identidad (%)

571 Trichoderma 100 MK841003.1
asperellum

6.2.2.6. Confrontacién de Trichoderma spp con hongos
fitopatogenos.

Para las pruebas de confrontacion in vitro, se realizaron dos ensayos. En el primero,
se permitié que el patdogeno creciera durante 7 dias. Posteriormente, se coloco el
antagonista para llevar a cabo la prueba de confrontacion in vitro, en la cual se ubicd

el patdgeno en un extremo con discos de micelio de los patdgenos (0,5 cm de
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diametro) en una de las areas de la placa. Tras un crecimiento de aproximadamente
3 cm, se agregd un disco de 0,5 cm de Trichoderma spp en el extremo opuesto. El
disefio experimental se realizd al azar con tres (3) repeticiones por tratamiento

(Martinez, 2012).

En el segundo ensayo, se realizo la confrontacion simultanea del patdégeno con el
antagonista. Para ello, se colocaron dos puntos en la caja Petri, separados por 4 cm.
En cada extremo se dispuso un disco de 5x5 mm del patdégeno y un disco de 5x5

mm del antagonista. La confrontacion se dejo durante un periodo de 10 dias.

6.2.2.7. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.

Para calcular el Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR), se llevo a
cabo un ensayo de siembra dual en cajas Petri con agar PDA. En cada caja, se coloco
un disco de 5 mm de didmetro con micelio del antagonista en un extremo, y en el
extremo opuesto, un disco de 5 mm con el patdogeno. Se realizaron tres repeticiones
para cada tratamiento. Para el control del tratamiento, se insertan discos con micelio
activo de los patogenos Fusarium, Botrytis y Bipolaris. Las cajas con los distintos
tratamientos y controles se incubaron en condiciones de laboratorio a 28°C, y la
evaluacion se realizo una vez que el crecimiento del patégeno en el control cubrid

completamente la superficie de la caja Petri (Martinez, 2012).

El porcentaje de inhibicion fue calculado usando la siguiente formula:

Rl 2
PICR: ——=x 100
Ry

Donde:
R1.Radio de crecimiento del patdgeno sin inhibicion a los10 dias.

R»: Radio de crecimiento del patdgeno con inhibicion de Trichoderma
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6.2.2.8.Produccion masiva de hongos antagonistas

La reproduccion masiva de Trichoderma se realiz6 en sustrato de arroz, siguiendo
un procedimiento similar al de las trampas. El sustrato se escurri6 por 15 minutos
y se coloco en fundas de polipropileno, asegurando los extremos con grapas. Se

esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se dejo reposar hasta enfriar

(Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.9. Inoculacion de hongo antagonista

Se prepard un medio de cultivo liquido de caldo de papa-dextrosa, hirviendo 8 gr
de papa y anadiendo 20 gr de dextrosa en un (1) litro de agua. Se tomaron 45 mm
de micelio puro a partir de las cajas Petri, Fragmentos de Trichoderma se

transfirieron a este caldo y se agitd para suspender las esporas.

La suspension se inyecto en el sustrato con una jeringa estéril y se sello el orificio
con cinta masking. Se incub6 en oscuridad a 28°C y luego se expuso a luz
fluorescente para promover la esporulacion. Después de dos semanas, se aprecio la

colonizacion del sustrato (Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.10. Preparacion de ensayo de suelos.

Para llevar a cabo el experimento, se utilizaron un total de 9 macetas con
dimensiones de 17.5 cm de ancho y 15 cm de alto, elegidas por su tamafo adecuado
para el tipo de ensayo a realizar. Cada una de estas macetas fue asignada a un
tratamiento experimental especifico, segiin el disefo establecido para el estudio.
Los tratamientos se determinaron en funcion de las variables que se querian evaluar.
Una vez seleccionadas las macetas, se procedio a etiquetarlas de manera clara y
legible, para asegurar la correcta identificacion de cada una durante todo el proceso

experimental. Las etiquetas fueron colocadas en lugares visibles para facilitar su
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reconocimiento y seguimiento. De esta manera, se garantizd que cada maceta
recibiera el tratamiento correspondiente y se mantuviera un control adecuado en

cada fase del experimento.

El Anexo F presenta una imagen que ilustra como fueron etiquetadas las macetas
de acuerdo a los tratamientos, proporcionando una referencia visual que facilita la

comprension del disefio experimental y su implementacion practica.

6.2.2.11. Preparacion del suelo

Se recolectaron muestras en cada uno de los sitios de estudio, obteniendo 3
kilogramos de suelo natural por punto de muestreo. Posteriormente, las muestras
fueron sometidas a un proceso de esterilizacion en autoclave para eliminar cualquier
contaminante ajeno al patdégeno de interés y se afiadieron 00 gramos de arroz al

sustrato para facilitar la colonizacién y desarrollo de los hongos patogenos.

6.2.2.12. Inoculacién de suelos con patégenos

Para inocular los suelos se procedid segun los procedimientos senalados por
Bejarano et al. (2024), o sea, preparar un medio de cultivo liquido de caldo de papa-
dextrosa, hirviendo 8 gr de papa y afiadiendo 20 gr de dextrosa en un (1) litro de
agua. En las cajas Petri tomando 45 mm de micelio puro, se realizaron fragmentos
de medio de cultivo con micelio y esporas de cada uno de los patdgenos los cuales
fueron colocados al caldo, se hizo un vortex de las muestras y se obtuvo un medio

liquido de cada hongo (Hidalgo & Tello, 2022).
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A continuacion, se realizé un conteo de esporas utilizando la camara de Neubauer
para determinar la concentracion del patdégeno que se introdujo en el suelo con la

siguiente formula:

esp

7 oml = promedio # esporas X factor de dilucion

Una vez determinada la concentracion en el medio liquido, se prepard un inéculo
con una concentracién de 1x107 esp/ml para cada patégenos, de acuerdo con los

tratamientos planificados (Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.13. Aplicacion del in6culo de Trichoderma spp en suelo con
hongos patogenos

Una semana después de la inoculacion de los patdogenos, se aplicaron 10 m de
solucion de Trichoderma en una concentracion de 1x107 esp/ml en cada caja segun
los tratamientos, mezclandolos hasta homogenizar el suelo. Este procedimiento se

repitid una vez por 7 dias durante dos semanas (Hidalgo & Tello, 2022).

6.2.2.14. Tratamientos

Se realizaron tres (3) tratamientos control y seis (6) tratamientos de ensayo, segiin

se indica en la tabla 3.
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Tabla 3.

Detalles de los tratamientos de ensayo.

Tratamiento descripcion

TC1 Suelo + Botrytis spp

TC2 Suelo + Bipolaris spp

TC3 Suelo + Fusarium spp
T1 Suelo + Botrytis spp + Trichoderma spp
T2 Suelo + Bipolaris spp + Trichoderma spp
T3 Suelo + Fusarium spp + Trichoderma spp
T4 Suelo + Trichoderma spp + Botrytis spp
TS5 Suelo + Trichoderma spp + Bipolaris spp
T6 Suelo + Trichoderma spp + Fusarium spp

6.2.2.15. Evaluacion de carga fitopatogena en suelos

Siguiendo la metodologia de Berumen (2017), se tom6 una muestra de 1 gr de
sustrato colonizado de cada tratamiento y se colocé en tubos de ensayo con 9 ml de
solucion estéril de Triton X-100 al 0,1% resultando diluciones de 10-1, se agitd en
un vortex hasta que la muestra se homogeniz6 por completo. A partir de estas
muestras, se realizaron dos diluciones seriadas (hasta 10-3), tomando muestras de
1000ul para colocarlo en un nuevo tubo de ensayo con 9ml sucesivamente (Hidalgo

& Tello, 2022).

Se trabajo con los resultados obtenidos al inicio y al final del ensayo con una
duracion de 15 dias posterior a la aplicacion del tratamiento. Se realizoé un conteo

de esporas en la camara de Neubauer contando un promedio de 12 lecturas para
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determinar la concentracion de cada tratamiento y verificar la capacidad antagdnica

de Trichoderma en cada uno de ellos. A tales efectos se aplico la siguiente formula:

goml

esp

= promedio # esporas X factor de dilucion

En la Tabla 4 se describen los analisis realizados en cada etapa del estudio.

Tabla 4

Resumen de analisis realizados en cada fase del estudio

alteraciones

Fase del Actividad Numero de Método Resultados
Estudio Analisis Esperados
Muestreo 3 sectores, Seleccidon de | Identificacion  de
Sangolqui, subparcelas areas con
Amaguanay | cerca de plantas | problemas de
la Finca que  muestren | patdogenos
Agroecuasol | sintomas por | (Bipolaris,
(Guayas) enfermedad Fusarium, Botrytis)
Fasede  ['[nstalacion |9 trampas (3 | Trampas  con | Aislamiento de
Campo de trampas (9 | por sector) arroz precocido | fitopatogenos
trampas en y enterradas a 20 | mediante  trampas
total) cm de | en el suelo
profundidad
Recuperacio | 9 trampas | Recoleccion Identificaciéon  de
n de trampas | (una por | cuidadosa para | colonias flngicas
sector) evitar en los frascos de

trampa

Preparacion
de medios de
cultivo y
siembra

Preparacion  de
agar PDA 'y
siembra en
placas Petri

Cultivo de hongos
fitopatdogenos  en
condiciones
controladas
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Fase de
Laboratorio

Aislamiento | Segun las | Aislamiento en | Aislamiento de
de muestras agar PDA con | fitopatdgenos como
microorganis | recolectadas | siembra estéril Bipolaris y
mos Fusarium
Purificacion Subcultivo  en | Cultivo puro de
de placas de agar | cepas de hongos de
microorganis para purificacion | interés
mos
Confrontaci6é | 2 ensayos con | Siembra en | Evaluacion de la
n de | 3 repeticiones | placas Petri con | interaccion
Trichoderma | por Trichoderma y | antagonista  entre
con tratamiento patdgenos Trichoderma y los
patogenos patogenos
Produccion Sustrato de arroz | Produccion masiva
masiva  de y autoclave de Trichoderma en
hongos condiciones
antagonistas controladas
(Trichoderma
)
Preparacion | 9 macetas por | Etiquetado y | Control de los
de cajas de | tratamiento asignacion  de | tratamientos
ensayo 9 tratamientos experimentales en
macetas) macetas
Aplicacion 1 unica | Aplicacioén de un | Suelos
de inoculo de | aplicacioén in6éculo con una | contaminados con
patdgenos en | por  ensayo | concentracion de | patdgenos para la
suelo segun el | 1x10° esp/ml | futura aplicacion de
tratamiento. | para cada | tratamientos.
patogenos
Aplicacion 1 aplicacién | Solucion liquida | Evaluacion del
de in6culo de | por semana | de Trichoderma | control  bioldgico
Trichoderma | durante 1 mes | aplicada a suelos | de los patégenos en
en suelos suelos
Evaluacion 1 muestra por | Método de | Determinaciéon de
de carga | tratamiento dilucion en | la concentracion de
fitopatdgena solucion de | patdgenos en suelos
en suelos Triton X-100 y

conteo en
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camara de
Neubauer

Fase de
Analisis
Estadistico

Analisis
estadistico de
los resultados

ANOVA de una
sola via para
determinar  las
pruebas de
significancia.

Determinacién de
la eficacia de
Trichoderma contra
los patogenos en los
suelos

6.2.3. Andlisis estadistico

Para normalizar los porcentajes de los ensayos, se aplico una prueba de normalidad

de Andersen para determinar si los datos obtenidos tienen una distribucion

paramétrica o no paramétrica. Las diferencias significativas en el crecimiento y

porcentaje de inhibicion de las cepas de Trichoderma spp. sobre las cepas del

patogeno se analizaron mediante un ANOVA de una sola via. También se evaluo el

impacto de los factores, como la cepa de Trichoderma spp. y la cepa del patdgeno,

sobre el porcentaje de inhibicion. De igual forma para determinar la concentracion

de fitopatdgenos en los suelos se analizar. Todos los andlisis estadisticos se

efectuaron con el programa Minitab Statistical Software 22, y las graficas se

disenaron con Excel (Microsoft Office, 2007).
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CAPITULO IV

7. RESULTADOS

En el contexto del manejo de enfermedades de plantas, el uso del hongo
Trichoderma spp. ha cobrado importancia gracias a su capacidad para controlar
patégenos del suelo. En tal sentido, este trabajo pone el foco en evaluar la
efectividad de diversas cepas de Botrytis spp., Bipolaris spp. y Fusarium spp. en

confrontacidn con aislamientos de Trichoderma spp., en condiciones in vitro.

La eleccidn de estos patdgenos se fundamenta en su significativa relevancia en el
campo de la fitopatologia, ya que representan una amenaza importante para la salud
de las plantas. Estos microorganismos patogenos afectan la vitalidad de las plantas
y comprometen la produccion agricola, causando pérdidas economicas
considerables. Ademas, su proliferacion se ve favorecida en suelos contaminados,
donde las condiciones ambientales y la acumulaciéon de contaminantes crean un
entorno propicio para su desarrollo. Esto pone en importancia la necesidad de
entender su comportamiento y controlar su impacto, principalmente en sistemas

agricolas que enfrentan desafios relacionados con la contaminacién del suelo.

Como parte de este trabajo se realizaron pruebas in vitro que ayudaron a observar
la interaccion entre estos microorganismos, aportando informacion muy interesante
en torno a la potencial accién de biocontrol de Trichoderma spp. frente a los hongos
fitopatogenos seleccionados. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos
de estas pruebas, los cuales ofrecen una vision acerca de la efectividad de los

aislamientos de Trichoderma spp. en el manejo de los patdgenos evaluados.
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7.1. Aislamiento y caracterizacion macroscopica y microscopica de
hongos patdgenos.

Tras un periodo de incubacién de tres dias a 25 °C en medio de cultivo PDA, en
condiciones de oscuridad, se realizaron observaciones macroscopicas Yy
microscopicas de los hongos aislados. Las colonias de los diferentes aislamientos

mostraron caracteristicas visuales tipicas de los géneros Fusarium spp., Botrytis

spp. y Bipolaris spp.

En términos de morfologia macroscédpica, las colonias presentaron una variedad de
coloraciones especificas en el medio PDA, las cuales son distintivas para cada
patogeno. Estas variaciones en el color, la textura, el aspecto, la altura del micelio
y el tipo de crecimiento permiten una identificacion preliminar de los hongos
aislados. Los aislamientos etiquetados para identificacion como Fusarium spp.,
Botrytis spp. y Bipolaris spp. presentaron caracteristicas especificas propias del
género, las cuales fueron comparadas con fichas técnicas documentadas en la

literatura cientifica (ver Anexo O).

Asimismo, se realizd un andlisis microscépico para caracterizar las estructuras
fangicas. Esta evaluacion se fundamentd en las caracteristicas de las hifas, las
esporas y el micelio, se contrast6 con la informacion bibliogréfica disponible sobre
los aislamientos obtenidos. Las caracteristicas microscopicas, que incluyen la forma
y disposicion de los conidios y hifas, corroboran la identificacion de los hongos en
funcién de las descripciones taxonomicas reconocidas en la literatura cientifica.
(L6pez et al., 2020)
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7.2.Confrontacién in vitro

A partir de los datos obtenidos en los dos ensayos realizados con hongos patogenos
contra Trichoderma spp. se hizo una prueba de normalidad de Anderson - Darling
para el primer ensayo realizado con 3 tratamientos diferentes con cada patogeno, la
cual muestra que en todos ellos los valores son superiores a 0,05 (Anexo H), e indica
que los datos no presentan desviaciones significativas. Por lo tanto, se puede asumir
que existe una normalidad en los datos, permitiendo el uso de pruebas paramétricas

como Anova. Posteriormente se aplicé Anova de una sola via.

Los resultados de Anova muestran un valor p = 06986, siendo este mayor al nivel
de significancia de 0,05. Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula ya que las medias
son iguales y que no existe diferencias significativas entre los tres (3) grupos de
tratamiento. El andlisis de varianza deja claro que no hay una diferencia
significativa entre los tres (3) grupos de tratamiento con una varianza negativa entre
los mismos (-48,4155) y el coeficiente de correlacion intraclase (ICC) es de -

0,109199, lo que sugiere que la variabilidad entre los grupos es minima (Anexo I).

Para el segundo ensayo de las pruebas de confrontacion in vitro, se realizé una
prueba de normalidad de Anderson-Darling. Este analisis permitio determinar si los
datos presentaban una distribucion normal, indicando que se pueden utilizar
métodos estadisticos paramétricos, o si, por el contrario, se trataba de datos no
paramétricos. Los resultados han puesto en evidencia que los datos para el segundo
ensayo también son paramétricos, debido a que los valores son superiores a 0,05 en
los 3 tratamientos (Anexo J). Posteriormente también se realizd una prueba de

Anova de una sola via.
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Los resultados de Anova arrojan un valor p = 0,7125, que resulta superior al nivel
de significancia de 0,05, por ello, se acepta la hipotesis nula indicando que las
medias son iguales y que no hay diferencias significativas entre los tres (3) grupos
de tratamiento. El andlisis de varianza refleja que no hay una diferencia significativa
entre los tres (3) grupos de tratamiento con una varianza negativa entre ellos (-
13,0944), mientras que el coeficiente de correlacion intraclase (ICC) es de -
0,0786426, y significa que la variabilidad entre los grupos es minima (Anexo K)

Dicha comparativa en el crecimiento de los ensayos se muestra en la figura 6.

Figura 6.

Resultados del crecimiento de los patégenos en el primer ensayo
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En el primer ensayo, se evaluaron diversos tratamientos en los cuales se otorgd una

ventaja de 7 dias a los patdgenos antes de la aplicacion de Trichoderma spp. Los
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resultados mostraron que, En los tratamientos TF, el antagonista mostr6 un
crecimiento superior, incluso frente a la ventaja inicial del patégeno. En la
repeticion TF1 el antagonista experiment6 un crecimiento de 57 mm en 15 dias, lo
que resultd en una inhibicidn significativa del patégeno, que solo alcanz6 un
crecimiento de 38,4 mm. De manera similar, en el tratamiento TF2, Fusarium crecio
39,5 mm, mientras que Trichoderma mostrd un crecimiento de 58,9 mm. En el
tratamiento TF3, el patdgeno logrdé un crecimiento maximo de 25,7 mm, en
contraste con los 58,9 mm alcanzados por Trichoderma, lo que demuestra su

efectiva capacidad antagonista.

En el caso de la interaccién entre Trichoderma y Botrytis spp., en la repeticion
TBT1 se observo que el patdégeno alcanzé un crecimiento maximo de 48 mm, entre
tanto, Trichoderma llegdé a 45,6 mm. Sin embargo, se registro una inhibicion
notable de Trichoderma en la curva de crecimiento, En TBT2, Trichoderma
presentd un crecimiento de 49,8 mm, superando a Botrytis, que logro6 crecer 46,6
mm. En TBT3 el crecimiento de Trichoderma fue de 47,5 mm, mientras que
Botrytis alcanzd unicamente 42mm. Estos resultados evidencian la capacidad
variable de Trichoderma para antagonizar a Botrytis en diferentes condiciones

experimentales.

En el tratamiento de Trichoderma sobre Bipolaris, se observaron los siguientes
resultados: en TBI1, el patdgeno alcanzé un crecimiento de 49,7 mm, mientras que
Trichoderma mostré un crecimiento ligeramente superior (50 mm). En TBI2, el
crecimiento de Trichoderma fue de 52 mm, en comparacion con Bipolaris, que
crecio hasta 49,2 mm. Por altimo, en TBI3, el patdgeno superd a Trichoderma, con
un crecimiento de 51,7 mm, mientras que Botrytis lleg6 a 47,3 mm. Estos resultados
permiten sefialar que hay variabilidad en la interaccion entre ambos hongos en las

distintas repeticiones del experimento
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En la curva de crecimiento se nota que, a pesar de que en algunos tratamientos el
patégeno mostré un mayor crecimiento, desde el momento en que se introdujo
Trichoderma en la placa, el patdgeno experimento una inhibicién notable de su

crecimiento, lo que impidio s