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1. Titulo

Caracterizacion de aislados de Trichoderma spp. procedentes del fitobioma en la provincia

de Loja y su antagonismo frente a microorganismos fitopatdgenos.



2. Resumen

El principal reto de la agricultura es producir, para satisfacer la poblacion a nivel
mundial, con el uso eficiente de recursos. No obstante, comunmente se utiliza de manera
excesiva e inadecuada agroquimicos para control de patdgenos lo que genera resistencia y
cambios en la diversidad microbiana. Para aminorar las consecuencias se puede implementar
biocontroladores a base de Trichoderma. Sin embargo, en Ecuador poco se ha hecho para
introducir estas técnicas. Por tal razon, lo que se busca en el presente estudio es identificarlo,
conocer su morfologia y comportamiento como antagonista de Fusarium spp., Colletotrichum
spp. y Alternaria spp., y de esta forma brindar a los productores una alternativa para control de
fitopatdgenos que sea amigable con el ambiente. Para lo cual se recolectaron muestras de suelo
de huertos organicos a una profundidad de 10 cm y se trasladaron para ser analizadas en el
laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de Loja. Se utilizo la técnica de
diluciones seriadas, dichas diluciones se sembraron en medio PDA y se incubaron a
temperatura de 25 ° C. Las muestras que presentaban caracteristicas de Trichoderma se
purificaron y se realizaron repiques para luego efectuar una caracterizacion cultural (aspecto,
superficie, color) y morfologica (TCR, UFC, Tamafio de conidias). Adicionalmente se
ejecutaron pruebas de antagonismo mediante cultivos duales en la caja de Petri donde se
consider6 a los cuatro aislados de Trichoderma frente a los tres fitopatdgenos. Como resultados
se obtuvo 4 aislados de Trichoderma que presentaron caracteristicas propias del hongo, con
una tasa de crecimiento radial rapida de 1,25 mm/dia, un tamafio de 3,92 (largo) x 2,61 mm
(ancho) y 9,26 x 107 conidios/ml. El aislado C2M2 controld a Fusarium spp. en un porcentaje
de 82,33%, Z1L1 destaco con 88,91% frente a Colletotrichum spp. y C1M2 con Alternaria
Spp. en un 76,84%.

Palabras claves: microorganismos, caracterizacion morfocultural, Trichoderma spp,

antagonista.



Abstract

The main challenge of agriculture is to produce, to satisfy the world's population, with the
efficient use of resources. However, agrochemicals are commonly used excessively and
inadequately to control pathogens, which generates resistance and changes in microbial
diversity. To mitigate the consequences, bio-controllers based on Trichoderma can be
implemented. However, little has been done in Ecuador to introduce these techniques. For this
reason, the aim of the present study is to identify it, to know its morphology and behavior as
an antagonist of Fusarium spp., Colletotrichum spp. and Alternaria spp. and, in this way, to
offer growers an environmentally friendly alternative for the control of phytopathogens. Soil
samples were collected from organic farms at a depth of 10 cm and taken to the Plant Health
Laboratory of the National University of Loja for analysis. The technique of serial dilutions
was used, these dilutions were sown in PDA medium and incubated at a temperature of 25°C.
The samples that presented characteristics of Trichoderma were purified and replicated for
cultural (appearance, surface, color) and morphological (TCR, CFU, size of conidia)
characterization. Additionally, antagonism tests were carried out by means of dual cultures in
the Petri dish where the four isolates of Trichoderma were considered against the three
phytopathogens. As results, 4 isolates of Trichoderma were obtained that presented
characteristics typical of the fungus, with a rapid radial growth rate of 1.25 mm/day, a size of
3.92 (length) x 2.61 mm (width) and 9.26 x 107 conidia/ml. Isolate C2M2 controlled Fusarium
spp. by 82.33%, Z1L1 stood out with 88.91% against Colletotrichum spp. and C1M2 with
Alternaria spp. by 76.84%.

Key words: microorganisms, morphocultural characterization, Trichoderma spp, antagonist.



3. Introduccién

En las ultimas décadas, varios estudios comenzaron a reconocer el papel clave de los
microorganismos en los ecosistemas naturales y manejados. Donde una planta ya no se ve como
un individuo, sino como una entidad mas grande u “holobionte” denominado fitobioma vegetal
(Tosi et al., 2020), que comprende los cultivos, virus, bacterias, hongos, oomicetos, algas y
animales; asi como su entorno (Smiley, 2021). Logra un progreso significativo en la
comprension de las capacidades funcionales de miembros seleccionados de la microbiota, en
su mayoria aquellos con alto potencial agrondmico, tal es el ejemplo de Trichoderma (Pozo et
al., 2021).

Trichoderma son hongos filamentosos aislados como saprofitos del suelo, la hojarasca
y la rizosfera. Se encuentran ampliamente distribuidos en todo el mundo (Zhou et al., 2019),
crecen en los esporéforos maduros de otros hongos (micoparasitismo necrotréfico), aunque
algunos también se encuentran en la madera en descomposicion (Druzhinina et al., 2012), se
adaptan a una gran variedad de medios (Abbas et al., 2023). Son investigados a nivel mundial
gracias a sus propiedades bioldgicas (Tseng et al., 2020) entre ellas el aumento del suministro
de nutrientes que mejoran la produccidn agricola (Zufiiga et al., 2022), como la solubilizacion
de fosforo y potasio (Bononi et al., 2020), y la oxidacién de azufre en el suelo ademas de la
produccion de sider6foros. Tienen un alto potencial antagdnico ya que disminuye la severidad
de enfermedades mediante la inhibicion de fitopatogenos (Stocco et al., 2019). Ademas de que
ayuda a la planta a generar tolerancia al estrés bidtico/abidtico y mitiga eventos de

contaminacion ambiental (Cruz et al., 2021).

El papel fundamental del sector agricola es proveer alimentacién segura y confiable
para satisfacer a la poblacion en todo el mundo. Por lo que, el principal reto que enfrenta es
producir a gran escala, de modo que se aproveche de forma eficiente los recursos. No
obstante, en la actualidad confrontamos otra realidad, pues cominmente se hace un uso
excesivo de agroquimicos para controlar plagas y enfermedades que perturban el equilibrio
de los ecosistemas. Es asi que en América Latina, pese a ser considerada como una region
rica en flora y fauna, tiene limitaciones en la produccion de sus cultivos, de igual forma
Ecuador, al ser un pais megadiverso cuyas caracteristicas climaticas, suelos y ubicacion
geografica llega a ser perjudicial porque beneficia el desarrollo de patdégenos. Una de las
provincias afectadas es Loja, donde el uso inadecuado de productos quimicos es la solucién
(Nishikawa et al., 2023), sin tomar en cuenta que desencadena resistencia, cambios en la

diversidad microbiana edéafica y por ende contaminacion ambiental (Del Prado et al., 2022).



Por ende, para aminorar las consecuencias provocadas por los plaguicidas se requiere
buscar otras alternativas, como los hongos benéficos existentes en nuestro medio. Tal es el
caso de Trichoderma, pues se demostrd en varios estudios, que protegen a las plantas contra
patdégenos mediante la secrecion de antibioticos, y permite activar su mecanismo de defensa
(Viera et al., 2020). También son agentes de biocontrol, con mas de 250 biofungicidas
comerciales. Asi, en un estudio se evalué como antagonista a T. atroviride, frente a Fusarium
solani donde se redujo significativamente la severidad de la enfermedad (Mufioz et al., 2021).
Debido al répido crecimiento y esporulacién su aislamiento es posible por todos los métodos
convencionales disponibles. Se detectd que esta relacionado con plantas epifitas (aéreas,
musgos, liquenes, orquideas, helechos, bromelias) y enddfitas. Varian segun los entornos de
vida, por ejemplo, se identificaron 9 especies a partir de raices de pino, 3 grupos especificos
en banano, y obtuvo 20 aislamientos de la rizosfera de tomate (Liu et al., 2019).

Aunque los resultados son prometedores, es preciso ahondar en estudios futuros y
conocer la diversidad de Trichoderma spp. Dada su importancia biologica, actualmente existe
gran interés por encontrar nuevas especies en diferente habitat (Barboza et al., 2022). Sin
embargo, en Ecuador poco se ha hecho para introducir técnicas de biocontrol a base del hongo
y no se efectiia muchos estudios que hagan uso y analisis de aislados nativos para aprovechar
sus mdltiples funciones. Por tal razén el objetivo del presente trabajo es identificar
Trichoderma, ademéas de conocer su morfologia y comportamiento como antagonista de
fitopatdgenos como Fusarium spp., Colletotrichum spp. y Alternaria spp., lo que es una
alternativa para los agricultores que es amigable con el medioambiente y que mejora sus

producciones y su economia, a través de la proporcién de un controlador bioldgico.

El presente trabajo esta relacionado con “Sanidad Vegetal y manejo integrado de
plagas y enfermedades agricolas en diferentes procesos y sistemas productivos”, pues tiene
como finalidad lograr mitigar los efectos de agroquimicos para control de patdgenos mediante
el uso sustentable de las riquezas disponibles en la zona de influencia. Lo cual va de la mano
con las lineas de investigacion de la Universidad Nacional de Loja de sistemas agropecuarios
sostenibles para la soberania alimentaria y el aprovechamiento de los recursos de la
biodiversidad (UNL, 2023), mediante el décimo segundo objetivo ODS que es Produccion y

Consumo responsable (ONU, 2022). Para ello se plantea los siguientes objetivos:



Objetivo General:

Caracterizar aislados de Trichoderma spp. procedentes del fitobioma de la provincia de Loja 'y

su antagonismo frente a microorganismos fitotdgenos.

Objetivos Especificos

e Aislar y caracterizar morfologica y cultural especies nativas de Trichoderma spp.
procedentes del fitobioma de la provincia de Loja.

e Evaluar el antagonismo de Trichoderma frente a hongos fitopatogenos.



4. Marco Teorico

4.1. El Sueloy sus componentes microbianos (fitobioma)

En el suelo se encuentran una amplia gama de microorganismos como arqueas,
hongos, actinomicetos, protistas y otras entidades vivas, sobreviven en diferentes habitats es
decir en condiciones edafocliméticas distintas, lo que compone un entorno natural
denominado fitobioma vegetal. Los microbiomas influyen en la funcionalidad de la planta en
multiples direcciones, como la cadena de suministro de nutrientes esenciales, la
determinacion de la fertilidad del suelo, la estimulacion del crecimiento, el mantenimiento de
la salud de las plantas al competir contra los hongos fitopatdgenos e induccidn de resistencia
a enfermedades (Tosi et al., 2020).

4.2.  Origen, diversidad ecoldgica y uso de Trichoderma

El género Trichoderma se describid por primera vez en 1794 por Persoon (Zhang et
al., 2021), son microorganismos de suelos ubicuos, cosmopolitas que presentan esporas con
una coloracién verdosa (Leiva, 2022), ecoldgicamente exitosos debido a su rapita tasa de
crecimiento y esporulacion, asi como por la capacidad de secretar una gran diversidad de
compuestos con efectos antibidticos (Bader et al., 2019). Se encuentran en regiones
templadas y tropicales (Tyskiewicz et al., 2022), sobreviven en diversos ambientes como
cultivos, praderas, bosques marismas y hasta desiertos; se adaptan a diferentes contenidos de
nutrientes, materia organica y condiciones de temperatura, humedad y pH. Segun Amerio et
al., (2020) se caracterizan por ser saprofitos y por aportar innumerables beneficios para la

agricultura.

4.2.1. Taxonomia
Reino: Mycetae (fungi)
Division Eumycota
Subdivision Ascomycotina
Clase Eucomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae

Género Trichoderma spp.

(Noboa, 2022; Ipiales et al., 2021).



4.2.2. Morfologia

La morfologia de los hongos filamentosos es compleja, ya que tiene distintas formas
segun su crecimiento superficial y sumergido, asi como varia en medios de cultivo y
ambientes fisicos (Dong et al., 2018). Trichoderma spp. forman zonas conidiales circulares.
Los estados conidiales (imperfectos) son incapaces de reproducirse sexualmente, asi como
en estados perfectos, como Hypocrea; en cuyo caso, la reproduccion sexual es posible. Las
esporas en germinacion, o clamidosporas, se desarrollan formando conidiéforos simples o
ramificados, cuyas esporas conidiales tienen forma esférica o elipsoidal. La esporulacion
depende de la disponibilidad de nutrientes y la luz, la temperatura y la competencia de otros
microorganismos (Andrzejak & Janowska, 2022).

La fase sexual se caracteriza por la formacion de cuerpos fructiferos como peritecios,
donde se forman ascos cilindricos los cuales contienen ocho ascosporas bicelulares que se
fragmentan en 16 esporas verdosas o hialinas. En cambio, en la asexual se forman
conidioforos que se agregan comunmente en pustulas extendidas por toda la colonia a partir
del micelio vegetativo con un eje central y ramas laterales, terminan en fialides como
verticilos divergentes de células conidiogénicas (Monte et al., 2019). En las fialides se
producen conidios tipicos unicelulares, esféricos, ovalados o alargados con una coloracion
verde o varia de blanco verdoso en la mayoria de las especies (Abreu & Pfenning, 2022;
Andrzejak & Janowska, 2022).

4.2.3. Biologia
El género Trichoderma en su mayoria no se han asociado con un estado sexual, por
lo gue se supone son mitdticos y clonales, muestran una notable gama de estilos de vida e
interactlan con otros organismos (microorganismos, animales o plantas). Entre sus
funciones, Mesa et al., (2019) menciona la capacidad enzimética que tiene para degradar

sustratos, metabolismo variable y resistencia a inhibidores microbianos.

Las especies de Trichoderma son micoparasitos necrotréficos eficientes, lo que los
convierte en candidatos idoneos para el control biologico de enfermedades de las plantas es
decir atacan y lisan otras células fangicas y se alimentan de su contenido de células muertas.
Las diferentes etapas durante el ataque de los micoparasitos incluyen la deteccién de los
fitopatdgenos, la union a las hifas, la degradacion de la pared celular y, en ultima instancia,
la muerte (Atanasova et al., 2021).



4.3.  Factores que influyen en el crecimiento

Trichoderma se desarrolla en diversos sustratos, lo cual facilita su produccion masiva
(Esquivel & Mas, 2021). Por lo general habitan naturalmente en un nimero importante de
suelos agricolas, con abundante materia organica en descomposicion (Agamez et al., 2008); las
condiciones Optimas para su crecimiento y la produccion de esporas son temperaturas que
oscilan entre 25 y 40 °C y una actividad del agua de hasta 0,98 (Modrzewska et al., 2022). La
humedad también influye de forma significativa en el crecimiento microbiano porque segun la
humedad del medio va a depender la actividad metabdlica del hongo, asi como la biosintesis y
la secrecion de diferentes metabolitos. Es decir, en una humedad baja limita la difusion de los
nutrientes mientras que, a altos valores, disminuye la porosidad del sustrato y dificulta la
transferencia de oxigeno. Por lo tanto, lo adecuado es conocer sobre el nivel optimo de
humedad con el objeto de optimizar el crecimiento de microorganismos, tal es el caso de los
hongos filamentosos que prefieren una humedad que oscila entre el 20 % y el 70 % (Poalacin,
2015).

Muestran una mayor plasticidad ecoldgica, dado que por lo general son aerdbicos
(Morocho & Leiva, 2019), pero también en determinadas condiciones, pueden ser anaerobios
facultativos (Amerio et al., 2020), la conidiacién en la fermentacion sumergida es un fenémeno
dificil, ofrece varias ventajas sobre la fermentacion en estado solido, la fermentacion es un
proceso aerdbico y, por lo tanto, la transferencia de masa de oxigeno es un obstaculo
importante. Ademas, en la esporulacion y la produccion de compuestos antimicrobianos se ven
muy afectadas por la transferencia de oxigeno (Verma et al., 2023). Sobrevive a un rango de
pH relativamente amplio, pero presenta un mayor crecimiento a valores comprendidos entre
2.0y 9.0, por tanto, el valor 6ptimo para desarrollo y formacion de conidiéforos pH cercanos
a 6.0 (Cabral et al., 2022).

La mayor parte de las especies del género Trichoderma son fotosensibles, es decir,
presenta bastante esporulacion cuando son expuestas a la luz. No obstante, cuando se someten
a periodos alternados de luz y oscuridad, lo que favorece es la colonizacién del hongo en

diferentes sustratos sélidos (Poalacin, 2015).

4.4.  Mecanismos de accion de Trichoderma
Como ya se ha mencionado anteriormente, Trichoderma se caracteriza por su
actividad antagonica, lo que implica distintos mecanismos de accion como micoparasitismo,

antibiosis, competencia por nutrientes, entre otros; ademas, de demostrar una accién



biorreguladora de forma indirecta que promueven defensa fisioldgica y bioquimica en la
planta para inducir resistencia sistémica a enfermedades, es decir, la vuelven tolerante a
diferentes estrés no solo patoldgicos sino que también nutritivos que en su forma original no

son accesibles, de esta manera mejoran el crecimiento y desarrollo (Michel et al., 2019).

4.4.1. Competencia
El antagonismo es la competencia que existe entre dos organismos frente a un
nutriente, lo cual genera la reduccién sobre la disponibilidad del espacio para el otro
individuo. De esta manera, es un tipo de antagonismo que esta favorecido por el controlador
biolégico que tiene una velocidad de crecimiento y desarrollo mas réapido, y, por otro lado,

por factores externos en este caso edafoclimaticos (Cevallos, 2019).

Trichoderma son hongos con rapido crecimiento micelial y fuerte adaptabilidad al
medio ambiente. Puede apoderarse de la parte invasora de los hongos patégenos en la raiz de
una planta. A través de su rapido crecimiento y reproduccion, puede aprovechar los nutrientes
y el espacio cerca de la rizosfera de la planta, consumir oxigeno en el aire y debilitar el
crecimiento de hongos patégenos de plantas. La tasa de crecimiento de Trichoderma es
mucho maés rapida que la de los fitopatdgenos de plantas; por lo tanto, puede inhibir

eficazmente su crecimiento (Yao et al., 2023).

4.4.2. Micoparasitismo
Evita el crecimiento del patdgeno para lo cual penetra en el micelio y provoca que las
células se deformen, acorten o encojan el protoplasma y rompan la pared celular. Yao et al.,
(2023) sustentan que en su estudio se demostrd que Trichoderma parasita cerca de 18 géneros
de Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y Peronospora secreta enzimas que degradan la
quitina, para invadir de forma mas efectiva el interior de los hongos patdgenos, una vez dentro
del huésped forma una gran cantidad de ramas y estructuras sexuales lo que inhibe la

aparicion de los sintomas.

4.4.3. Antibiosis
Trichoderma inhibe el crecimiento de fitopatogenos mediante la secrecion de
metabolitos secundarios como tricomicina, gelatinomicina, clorotricomicina; los cuales
pueden actuar como agentes antibacterianos, ademas que promueve el crecimiento de las
plantas y su mecanismo de defensa lo que proporciona materiales ricos para el desarrollo de

antibidticos agricolas (Yao et al., 2023).
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4.4.4. Resistencia sistémica

La resistencia sistémica inducida (ISR) es un mecanismo de defensa indirecto,
favorece a la planta mediante la activacion de su sistema inmunitario y produccion de
proteinas, debido a los compuestos naturales producidos por Trichoderma esto hacer
aumentar la resistencia vegetal a los patdgenos invasores y tolerar situaciones de estres.
Ademas, ayuda a solubilizar elementos nutritivos que no estan disponibles y crea un ambiente
beneficioso para el desarrollo radicular. Existen muchos metabolitos secundarios para
diferentes condiciones de cultivos y la mejora en la produccion de compuestos diana

mediante ingenieria genética para aumentar los mismos (Choez et al., 2023).

4.5. Especies de Trichoderma
En la actualidad estan vigentes mas de 250 especies de este género, que se
identificaron mediante filogenia molecular. La mayoria de ellas aparte de ser habitantes del
suelo con una amplia distribucion geografica, también tienen una distribucién restringida
compuesta por especies capaces de parasitar hongos y alimentarse de biomasa flngica muerta
lo cual representa una caracteristica propia compartida por la mayoria de su clase (Nascente
etal., 2022).

4.6. Trabajos realizados en Trichoderma

4.6.1. Aislamiento de Trichoderma
Liu et al., (2019) explican en el estudio que realizaron que, para obtener el recurso
Trichoderma contra el mildia polvoroso, se recolectaron 16 muestras de suelo de la rizosfera
de Syringa oblata en ocho distritos de la ciudad de Harbin, China. Se realizé el aislamiento
mediante diluciones y se cultivd en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) e
identificaron los aislados de Trichoderma. Para estudiar el efecto de control bioldgico de
Trichoderma sobre el mildit polvoroso de S. oblata, se determinaron los contenidos de acido

abscisico, H20., malondialdehido y actividad de catalasa de las hojas infectadas.

Los resultados que se obtuvieron fue un total de 181 aislados de Trichoderma
aisladas, las cuales se identificaron mediante métodos morfolégicos y moleculares, donde se
ubicaron en cuatro secciones e involucradas en seis clados, a lo igual que el arbol filogenético
T. afro harzianum , T. pseudo harzianum y T. velutinum pertenecen al clado Harzianum; y T.

virens pertenece al clado Virens. Las caracteristicas morfoldgicas de este grupo son graciles

11


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/abscisic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/abscisic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/catalase

de conidioforos dentados, las ramas no son ramas compactas y es raro que mas de tres ramas

se unen en un arreglo rotativo.

Para la preparacion del biofertilizante se seleccionaron los aislados TpseT1, TafrT52
y TaspT57. Lo cual da como resultado la caida de hojas enfermas y el crecimiento de nuevas

hojas sanas al duodécimo dia.

4.6.2. Caracterizacion de Trichoderma

La identificacion de los aislados de Trichoderma crecidas en cajas de Petri con PDA
(Kim et al., 2019; Guigoén et al., 2010), son cotejadas con las claves de identificacion de
géneros de Deuteromycetes para especies de Trichoderma (Acurio & Espafia, 2016). Donde
mediante la observacion macroscopica es decir color, forma y crecimiento del micelio; y
microscopica se reconoce las estructuras como hifas, esporas y clamidosporas, se caracteriza

al hongo.

Asi, en un estudio en Baja California Sur, México se aislé Trichoderma spp. de seis
sitios, Las Pocitas, El Cajete, El Saltito, Los Encinos, El Triunfo y Los Barriles. Cada muestra
que se colecto fue a una profundidad de 30 cm del suelo rizosférico de Pachycereus pringlei
y Jatropha cinerea. El aislamiento e identificacion fue en el laboratorio de Fitopatologia del
area, luego de 5 dias se cuantificaron las unidades formadoras de colonias y se realizaron
resiembras en medio PDA para la obtencion de cultivos puros, para su posterior identificacion
con las claves taxondmicas propuestas por Barnett & Hunter (1972). Las caracteristicas
morfolégicas macroscopicas que se analizaron van desde el color de micelio, textura y
formacion de anillos concéntricos y para las caracteristicas microscopicas la forma de

conidios, fidlides y presencia de clamidosporas.

Los resultados que se obtuvieron fue siete especies con conidios globosos a
subglobosos entre las cuales estan T. atroviride, T. viride, T. longibrachiatum y Trichoderma
spp.; elipsoidal en T. asperellum, T. harzianum y T. koningii. Y cinco especies indicaron de
dos a tres zonas concéntricas de conidiacion, sin mencionar que las fidlides se agrupaban en
2-3 verticilos, excepto T. harzianum y T. longibrachiatum que tendian a mostrar disposicion
solitaria (Savin et al., 2021).
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4.6.3. Antagonismo de Trichoderma

De 8 aislamientos de Trichoderma, se evalud la capacidad antagonica frente al
patdgeno Drechslera teres mediante cultivos duales, para lo cual se registré el porcentaje de
inhibicion miceliar, en donde se observo que producia una pigmentacion rojo-anaranjada,
justo en la interrelacion con Trichoderma spp. Luego se extrajo los pigmentos mediante
medidas de absorbancia en el espectro UV visible y caracterizacion de las mismas, ademas
de purificacion por Cromatografia Liquida de Alta Performance y Resonancia Magnética
para determinar sus identidades. Los resultados obtenidos fue que todos los aislados

pertenecientes a Trichoderma inhibieron en un gran porcentaje del 18 %-54 %, el crecimiento
de D. teres (Moya, 2016).
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5. Metodologia

5.1. Ubicacion
El trabajo experimental se realiz6 en las instalaciones de la Universidad Nacional de
Loja, en el laboratorio de Sanidad Vegetal correspondiente a la Carrera de Agronomia de la

Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables.

5.2. Metodologia General

La investigacion planteada es de caracter cualitativo y cuantitativo, ya que se midieron
parametros como color de colonias, forma, entre otros, ademas de la tasa de crecimiento radial
(TCR). Es descriptivo porque se detalla las caracteristicas de crecimiento de Trichodermay su
antagonismo contra hongos fitopatdgenos. Las muestras del suelo fueron recolectadas de
diferentes zonas de la provincia de Loja, se traslado a laboratorio y se llevo a cabo los analisis

respectivos.

5.3. Disefio Experimental

Para el segundo objetivo especifico se utilizd un disefio experimental con estructura
bifactorial completamente al azar, como factor A se designd al patdgeno con tres niveles y
como factor B Trichoderma con cuatro niveles; es decir 12 tratamientos correspondientes a 4
aislados de Trichoderma como antagonistas frente a tres fitopatdgenos Fusarium spp.,
Colletotrichum spp. y Alternaria spp., cada aislado de Trichoderma frente a un fitopatdgeno.

Los tratamientos son T1l= C2M2 + Fusarium spp, T2=01Y1 + Fusarium spp,
T3=C1M2 + Fusarium spp, T4=Z1L1 + Fusarium spp, T5= C2M2 + Colletotrichum spp, T6=
C3M2 + Colletotrichum spp T7= C1M2 + Colletotrichum spp, T8= Z1L1 + Colletotrichum
spp T9= C2M2 + Alternaria spp, T10= O1Y1 + Alternaria spp, T11= C1M2 + Alternaria spp
T12=Z1L1 + Alternaria spp. Las réplicas seran 6 por tratamientos, incluido el control, lo que
nos da 90 unidades experimentales (figura 1). Los valores obtenidos en el Porcentaje de
Inhibicion se transformaron para obtener una mejor distribucion de los datos: PICRt= arcoseno
(VPICR).
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Figura 1. Esquema del disefio experimental en condiciones de laboratorio en cajas de
Petri.

5.4. Anadlisis Estadistico

Se utilizé el software InfoStat version 2020 para las pruebas de ANOVA, pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas, para las variables en las que se encontraba
significancias estadisticas, se aplicaron pruebas de comparacién maltiple de Tukey (95 %) p-
valor menor al 0,05.

5.5.  Metodologia para el primer objetivo. “Aislar y caracterizar morfolégica y cultural

especies nativas de Trichoderma spp. procedentes del fitobioma de Loja.”

55.1. Colecta de muestras

Se recolectaron 10 muestras de suelo rizosférico de huertos organicos de la provincia
de Loja, con ayuda de una pala a una profundidad de 15 cm. Por cada sitio se colectd 2
submuestras de 1 kg de tierra para luego transportarlas en bolsas de plastico (ziploc) (Anexo
9) al Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, donde se conservaron

a temperatura ambiente para su posterior analisis.

55.2. Aislamiento
En el estudio se utiliz6 un protocolo para el aislamiento de microorganismos
rizosféricos propuesto por Covacevich & Consolo, (2014):

Luego de la colecta de muestras se procedio al aislamiento de las mismas mediante la
técnica de diluciones seriadas, la cual consistio en retirar cualquier desecho y homogeneizar el
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suelo, después se pesO una submuestra de 1 g en una balanza analitica y se coloco en un tubo
de ensayo que contenia 9 ml de agua destilada estéril para después agitar durante 20 a 30
segundos con un vortex. Con una micropipeta se colectd 1 mly se diluyo en otro tubo de ensayo
con 9 ml de agua destilada, de igual forma se agitd durante 30 segundos aproximadamente. Se
repitié el procedimiento de dilucion al menos 5 veces consecutivas hasta obtener soluciones
104y 1075,

Del tubo 4 y 5 se colectd una alicuota de 0,1 ml y se deposito en una caja de Petri que
contenia medio de cultivo selectivo para Trichoderma spp (TSM). Posterior se incubd a
temperatura de laboratorio hasta que se observo crecimiento, después se verifico mediante el
color y montajes para observar las estructuras (Anexo 12) y cuéles colonias fungicas
presentaban color verdoso y caracteristicas propias de Trichoderma. Se desecho las colonias

con otros tipos de hongos.

Composicion del medio TSM

- Nitrato de Amonio (NO3NH4) 1,00 ¢

- Fosfato acido de potasio (K2HPO4) 0,90 g
- Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O4.7H20) 0,20 g
- Cloruro de potasio (KCI) 0,15 g

- Cloranfenicol 0,05 g

- Glucosa 3,00 ¢

- Agar 25,00 g/l

- Agua destilada 1,00 |

-Alcohol etilico (0,50 mi/l)

Preparacion del Medio PDA

La preparacion del medio PDA es de 39 g por 1 litro de agua destilada, para cada caja
de Petri 20 ml. Se realizd las conversiones correspondientes segun el nimero de cajas que se
ocupo, luego se calentd a 300 ° C hasta alcanzar el punto de ebullicion, inmediatamente se
esterilizo por 20 minutos y se dispenso en las cajas en un ambiente esteril como es la camara

de flujo laminar.
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55.2.1.  Purificacion

Para obtener los aislados puros de Trichoderma se purificé las colonias de los hongos
cuyas caracteristicas correspondieron a la especie de interés, con una Asa bacterioldgica en
placas de Petri con medio PDA (Anexo 10) y se incubd a 25° C, de 7 a 10 dias, hasta que el

crecimiento de cada purificacién completo la dimension de la caja Petri.

5.5.3. Caracterizacion morfo-cultural de Trichoderma spp.

Para la caracterizacion cultural y morfoldgica se realiz6 repiques a partir de cultivos
monosporicos con ayuda de un sacabocados con discos de 15,22 mm de didmetro en 6 cajas

con medio de cultivo PDA, y se incub¢ a 25-28 °C para revisar sus caracteristicas.
55.3.1.  Caracterizacion cultural de Trichoderma

En cuanto a las caracteristicas macroscépicas, se tomé en cuenta el color tanto en el

anverso como el reverso de la placa mediante la tabla de colores de https://encycolorpedia.es/

diametro, textura de la colonia (Lezcano et al., 2010), y parametros del micelio como:

e Superficie: lisa, acuminada, radiada y umblicada.

e Borde: liso, radiado, festoneado, lobulado.

e Consistencia: blanda, filante, adherente, y lefiosa.

e Aspecto: cremoso, yesoso, algodonoso afelpado y terciopelado.

e Desarrollo: pobre, regular y abundante
5.5.3.2.  Caracterizacion morfoldgica de Trichoderma

Con un calibrador digital tipo pie de rey, se midié el diametro de las colonias hasta que
la caja esta completamente llena. Las mediciones se realizaron a las 48 h, 96 h y 144 h. Con
los valores correspondientes se calculd la tasa de crecimiento radial (TCR) expresado en
mm/dia (Baldrian & Gabriel, 2002) de cada aislamiento:

_ (Df - Di)

TCR = (Tf — Ti)

Donde:

TCR: Tasa de crecimiento radial; Df: Diametro final (mm); Di: Diametro inicial (mm);
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Tf: Tiempo final (dias); Ti: Tiempo inicial (dias)

Para la caracterizacion morfologica se realiz6 microcultivos en portaobjetos con
medio PDA y se incub6 a una temperatura de 20 ° C durante 72 horas, después se midi6 largo
y ancho de las estructuras reproductivas es decir de 100 conidias (Anexo 3) de cada uno de
los aislados elegidos al azar para saber su tamafio promedio. Se observaron las muestras al
estereoscopio en el objetivo de 40X (Castafio, 1998) y se utilizo el programa ImageJ (Anexo
12).

También se realizo el conteo de conidias por cada uno de los aislados, para lo cual se
utilizé el medio Difco™ Potato Dextrose Broth cuya composicion es de 24 g en un litro, se
peso 7,2 g para 300 ml y se calento hasta alcanzar el punto de ebullicidn para luego esterilizar
y dispensar en tubos de ensayo. Posteriormente, se sembro los cuatro aislados de Trichoderma
y se incubd en un agitador Shaker analogo por 7 dias. Pasado el tiempo de incubacion con una
pipeta se coloco 0,1 ml en la camara Neubauer doble (Depth, Alemania) para el método de

conteo por cuadrantes con un aumento de 40X (Anexo 11).

A fin de calcular la concentracion final de unidades formadoras de colonias (UFC) se
utilizo la férmula descrita por Rojas, (2011).

CCN = Zn (5 x 10 000)

Doénde: CCN = Concentracion en la cdmara de Neubauer; > n = Suma del conteo de

celdas en los cinco cuadrantes en la camara de Neubauer; (5 X 10 000) = Constante.

5.6. Metodologia para el segundo objetivo. “Evaluar el antagonismo de Trichoderma

frente a hongos fitopatogenos”.

5.6.1. Prueba de antagonismo

La capacidad antagdnica de Trichoderma se evalu6 mediante cultivos duales del hongo
con cada uno de los aislados de los fitopatogenos, en este caso fueron Fusarium spp.,
Colletotrichum spp. y Alternaria spp. Para lo cual se colocd en cajas de Petri, medio de cultivo
PDA, micelio activo de alrededor de 4 mm de didmetro de Trichoderma y del fitopatégeno. El
micelio se ubicé al mismo tiempo en sentido opuesto a una distancia de 40 mm, de tal forma

que el patogeno quede frente al antagonista (figura 2). Y los tratamientos control que consistio
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en sembrar 4 mm del micelio del patdgeno. Finalmente, se rotulé6 con los nombres

correspondientes cada una de las cajas, se selld con papel Parafilm y se incubé a 27-29 ° C.

Se midio el crecimiento del patdgeno en el cultivo dual cada 48 horas con un calibrador
digital (Anexo 13) con los valores expresados en milimetros y la toma de datos culminé una

vez que el patdgeno colonizo toda la caja de Petri en el control.

Antagonista Patégeno
O 40 mm O
4 mm

Figura 2. Representacion gréafica de cultivos duales para evaluar la capacidad antagénica
de Trichoderma. (Fuente: Autora)

5.6.2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

La capacidad antagonica y el efecto del biocontrol sobre el crecimiento micelial del
hongo fitopatdgeno se calcul6 a través del Porcentaje de Inhibicion (Ezziyyani et al., 2004) del
Crecimiento Radial (PICR) con la férmula utilizada por Ru & Di, (2012):

R1 — R2
pr= KL2R2)

1 0
R x 100%

Donde:
R1 = Es el crecimiento radial de la colonia del patdgeno (Tratamiento testigo) y

R2 = Es el crecimiento radial del patdgeno en cultivo dual con el tratamiento.
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6. Resultados

6.1. Caracterizacion morfoldgica y cultural de especies nativas de Trichoderma

procedentes del fitobioma.

Las muestras fueron recolectadas de diferentes localidades de la provincia de Loja, las
cuales fueron contrastantes en las ubicaciones geograficas, en un rango altitudinal de 1244
msnm a 2238 msnm segun se indica en la Tabla 2, donde se recolectd suelo de huertos
organicos. Se obtuvieron dos muestras del cantén Catamayo, una muestra del canton Olmedo

y otra de Zalapa.

Tabla 1. Sitios de recoleccion de los diferentes aislados de Trichoderma spp., en la
provincia de Loja, Ecuador.

AISLADO LUGAR SECTOR ALTITUD LATITUD LONGITUD

C2M2 Catamayo Trapichillo 1267 msnm 3°58'16.03" S 79°22'2.41" O
O1Y1 Olmedo Yamalaca 1244 msnm 3°54' 40.26"S 79°38'33.42" O
CiM2 Catamayo Los Rosales 1278 msnm 3°59'9.85" S 79°21'21.63" O

Z1L1 Zalapa  Zalapabajo 2238 msnm 3°55'1.26"S  79°14'34.95" O

Todos los aislados pertenecen a Trichoderma de manera particular C2M2, O1Y1,
C1M2y S1L1, los cuales fueron identificados taxonémicamente a nivel de género mediante la

observacion de sus estructuras (figura 3), y luego caracterizados cultural y morfol6gicamente.
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Figura 3. Microscopia en el objetivo 40x, en azul de metileno de los aislados de
Trichoderma, C2M2 (a), O1Y1 (b), C1M2 (c), Z1L1 (d). (Fuente: Autora).

El aislado C2M2 presenta coloraciones verdes oliva en el anverso, y en el reverso verde
amarillento, ademéas de presentar una superficie acuminada, bordes radiados, consistencia
blanda de aspecto afelpado y desarrollo regular. La medida aproximada de la colonia es de 7,8
cm de largo y 7,5 cm de ancho. Las estructuras vegetativas son micelio septado, las

propagativas conidias y las reproductivas conidiéforos.

Figura 4. Anverso (a) y reverso (b) del aislado C2M2, en medio PDA. (Fuente: Autora)
O1Y1 presenta coloraciones blanquecinas en el anverso, y en el reverso blanquecino
verdoso, ademas de presentar una superficie lisa, bordes lisos, consistencia blanda de aspecto
algodonoso y desarrollo abundante como se observa en la figura 1. La medida aproximada de

la colonia es de 8,1 cm de largo y 8 cm de ancho.
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Figura 5. Anverso y reverso del aislado O1Y1, en medio de cultivo PDA. (Fuente:
Autora).

El aislado C1M2 presenta coloraciones blanquecinas verdosas en el anverso y en el
reverso blanguecino, presenta una superficie lisa, bordes lisos, consistencia blanda de aspecto
algodonoso y desarrollo abundante. La medida aproximada de la colonia es de 8 cm de largo y

7,9 cm de ancho.

Figura 6. Anverso y reverso del aislado C1M2, en medio de cultivo PDA. (Fuente:
Autora).

Por ultimo, el aislado Z1L1 presenta coloraciones verde brillante en el anverso y en el

reverso verdosas, presenta una superficie acuminada, bordes lobulados, consistencia filante de

22



aspecto algodonoso y desarrollo regular. La medida aproximada de la colonia es de 7,8 cm de

largo y 7,7 cm de ancho.

Figura 7. Anverso (a) y reverso (b) del aislado Z1L1, en medio de cultivo PDA. (Fuente:
Autora).

Los aislados de Trichoderma presentaron una expansion rapida, su crecimiento a las
144 h después de ser sembrado a 28 °C con una TCR (Anexo 1y 2) que fue entre 1,06 a 1,25

mm/dia de las 4 colonias como se observa en la Tabla 2. En la medicién de los conidios si hay
diferencias significativas (Anexo 4) donde las esporas del aislado Z1L1 tienen un mayor
tamafo, ya que midieron 3,92 de largo y 2,61 mm de ancho, seguido del aislado C2M2 con
3,68 de largo y 3,32 mm de ancho. En cuanto al numero de conidios si existe diferencias
significativas (Anexo 6) donde se evidencia que el mejor valor es del aisladocC2M2 donde

muestra un mayor niimero de esporas con 9,26 x 107 conidios/mL.

Tabla 2. Caracteristicas cultural-morfologicas de los aislados de Trichoderma spp.,
procedentes de suelos rizosféricos tomadas de huertos organicos de la provincia de Loja,
Ecuador.

CUALITATIVO CUANTITATIVOS
AISLADO Color Tasa de Tamafio de Numero de
crecimiento radial Conidios Conidios
(mm/dia) (um) (conidios/mL)
C2M2 Verde palido 1,06 3,68 x3,32 ¢C 9,26 x10" b
0o1v1 Verde esmerada 1,17 3,58 x 3,29 bc 421x10% a
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C1M2 Blanquecino 1,25 3,44x321b 1,59 x 108 a
ZiL1 ‘ Verde Brillante 1,19 3,92x261a 4,80x 107 a

Leyenda: C2M2 (Catamayo), O1Y1 (Olmedo, sector Yamalaca), CIM2 (Catamayo) y Z1L1 (Zalapa).
Medias con letras distintas en cada columna difieren segln la prueba de Tukey (a<0,05).

6.2.  Antagonismo de Trichoderma frente a hongos fitopatdgenos

El antagonismo de las cuatro especies de Trichoderma frente a Fusarium spp.,
Colletotrichum spp y Alternaria spp fue determinado por cultivos duales (figura 8), cuyas
mediciones se dejaron de realizar hasta que los patdgenos cubrieron completamente la placa
de Petri, las aislados que se utilizaron para que se lleve a cabo el antagonismo son C2M2,
0O1lY1,CiM2y Z1L1.

Fusarium spp. Colletotrichwn spp. Alternaria spp.

C2M2

0o1Y1

.
- ‘

ZiL1

Figura 8. Antagonismo in vitro a las 288 horas de especies de Trichoderma spp., contra
hongos fitopatdgenos. (Fuente: Autora).
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A continuacion, se describe la interaccion entre los 4 aislados frente a los tres
fitopatdgenos para observar el porcentaje de inhibicion de Trichoderma frente a los patgenos,
ademas de la medicion en mm de todos los tratamientos incluidos el control. En la primera
medicion a las 48 horas destaco el tratamientos 6 de O1Y1 frente a Colletotrichum spp. con el
mayor porcentaje de inhibicion con 49,99% y se diferencia del tratamiento 10 de O1Y1 frente
a Alternaria spp. con un valor bajo de 8,22%. El aislado C2M2 inhibi6 el crecimiento radial de
Fusarium spp., a las 96 horas con un valor de 54,37% diferenciandose estadisticamente del
tratamiento 3 de C1M2 + Fusarium spp. con 26,94%. En la tercera medicién a las 144 horas
se observa diferencias notorias entre los tratamientos 1 y 9 donde destaca T1= C2M2 +
Fusarium spp. sobre T9 = C2M2 frente a Alternaria spp. con un PICR de 68,42% y 45,51%
respectivamente, es decir que C2M2 inhibe el crecimiento de Fusarium spp. pero el mismo
aislado no controla a Alternaria spp. A las 192 horas el tratamiento 1 C2M2 frente a Fusarium
spp. presento mayor porcentaje de biocontrol con 78,32%. Por el contrario, pasadas las 240
horas el aislado Z1L1 inhibié en un mayor porcentaje a Fusarium spp. (tratamiento 4) con
84,87 % sequido del tratamiento 1 de C2M2 frente a Fusarium spp., con 82,33 %. Respecto a
la ultima medicion que se realizd, el tratamiento con mejor potencial biocontrolador es el
tratamiento 8 de Z1L1 frente a Colletotrichum spp. con 81,52 %. Es necesario recalcar que en
los periodos de evaluacion todos los tratamientos presentaron diferencias significativas y a las
288 h no se muestra datos de los cuatro aislados frente a Fusarium spp porque en el ensayo

control Fusarium spp. colonizo toda la caja de Petri.

El crecimiento radial de todos los tratamientos no supera los 30 mm en comparacion
con los controles, donde a las 288 h alcanzaron un desarrollo de 44,33 y 39,36 mm para
Colletotrichum spp. y Alternaria spp.
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Tabla 3.

Trichoderma spp., en condiciones in vitro durante 288 h de evaluacion.

Tratamientos

T1=C2M2 + F
T2=01Y1+F
T3=C1M2 + F
T4=Z1L1+F
T5=C2M2 +C
T6=01Y1+C
T7=C1M2 +C
T8=Z1L1+C
T9=C2M2 + A
T10=0O1Y1+A
T11=C1M2 + A
T12=Z1L1+A
Fusarium spp.
Colletotrichum spp.

Alternaria spp.

(mm)
10,87
14,85
15,77
12,04
11,90
12,10
10,70
11,04
10,49
12,09
11,67
10,89
17,72
16,50
13,30

48 h
PICR (%)
34,67 bc
13,62 ab
9,74 ab
28,33 abc
26,58 abc
37,39 c
33,71 abc
33,31 abc
20,61 ab
8,82 a
12,00 ab
17,88 ab

(mm)
12,52
16,90
20,51
13,57
14,75
13,03
13,27
11,16
12,78
12,08
12,08
11,93
28,30
24,72
19,41

96 h
PICR (%) (mm)
54,37 b 11,91
38,70 ab 16,80
26,94 a 19,64
49,67 ab 12,51
39,22 ab 14,80
42,48 ab 12,50
43,15 ab 12,94
4557 b 9,55
33,37 ab 13,14
37,66 ab 12,70
36,81 ab 12,01
37,74 ab 11,79
- 39,10
- 31,80
- 24,66

144 h
PICR (%)
68,42 cd
55,88 abcd
48,94 ab
66,13 bcd
52,93 abcd
56,36 abcd
57,10 abcd
59,96 d
4551 a
47,67 a
49,80 ab
50,66 abc

(mm)
11,25
14,69
19,14
11,51
15,37
12,78
13,01

9,57
13,30
12,85
11,54
12,08
52,80
34,43
27,47

192 h
PICR (%)
78,32 ¢
71,83 bc
63,49 ab
77,34 ¢
55,22 a
58,69 ab
59,71 ab
62,50 bc
50,55 a
51,97 a
56,78 a
54,57 a

(mm)
10,12
11,69
16,14

8,51
14,22
12,30
12,18

8,66
12,78
11,83
10,17
11,26
57,56
40,33
31,19

240 h
PICR (%)
82,33 bcd
79,58 bc
71,88 ab
84,87 cd
69,63 abc
69,37 bcd
69,45 bcd
71,40 d
58,79 a
62,44 ab
66,77 abc
63,13 ab

(mm)

12,64
10,20
10,71

6,05
12,47
10,60

8,91
10,61
44,33
39,36

Porcentaje de Inhibicidn del crecimiento radial de Fusarium spp., Colletotrichum spp., y Alternaria spp., frente a cuatro aislados de

288 h
PICR (%)

76,91 ab
78,89 bc
79,40 b
8152 ¢
67,61 a

72,82 ab
76,84 ab
72,58 ab

Leyenda: T1= C2M2 (Catamayo) + Fusarium spp., T2=01Y1 (Olmedo, sector Yamalaca) +Fusarium spp., T3=C1M2 (Catamayo) + Fusarium spp., T4=Z1L1
(Zalapa) + Fusarium spp., T5= C2M2 + Colletotrichum spp., T6= C3M2 + Colletotrichum spp., T7= C1M2 + Colletotrichum spp., T8=Z1L1 + Colletotrichum
spp., T9= C2M2 + Alternaria spp., T10= O1Y1 + Alternaria spp., T11= C1M2 + Alternaria spp., T12= Z1L1 + Alternaria spp. Medias con letras distintas en
cada columna difieren segun la prueba de Tukey (0<0,05).
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7. Discusioén

7.1. Caracterizacion morfoldgica y cultural de especies nativas de Trichoderma

procedentes del fitobioma.

Segun los resultados que se obtuvieron en Catamayo, Olmedo y Zalapa pertenecientes
a la provincia de Loja se encontré Trichoderma de forma natural en la rizosfera de huertos
organicos, lo cual indica no existe una relacion entre el hongo y su origen donde esté presente.
Esto se ajusta con Bai et al., (2023) quienes mencionan que las especies de Trichoderma se
adaptan en una gran diversidad de medios ecoldgicos, entre ellos cultivos, materia en

descomposicion, entornos agricolas, sustratos, suelos naturales, etc.

Durante su crecimiento, las colonias al inicio presentan un aspecto de terciopelo con
una coloracion blanquecina y después se torna de color verde oliva, hasta llegar a la
coloracion verdosa que es tipica de Trichoderma asi como la formacién de anillos
concéntricos ondulatorios de color verde que denota las conidias y blanco en el alrededor, el
cual es el micelio. Lo cual concuerda con descripciones realizadas por Chaverri & Samuels,
(2003). En cuanto a su tamario fue de 7,5 a 8,1 cm lo cual se corrobora con Acurio & Esparia,
(2016) donde mencionan que las cajas presentaban un radio entre 5a 6 cm, y en algunos hasta

9 cm después de 7 dias de incubacion a una temperatura de 26°C

Referente a la caracterizacion morfoldgica, el crecimiento radial y la tasa de
crecimiento de aislados de Trichoderma spp. se obtuvo un valor entre 1,06 al,25 mm/dia
mientras que en el estudio de Alwadai et al., (2022) varian mucho, oscila entre 9,2 cm y 84
cm, entre tanto la tasa de crecimiento fue entre 1,4 cm/diay 11,9 cm/dia a 28 ° C, esto debido
a que la siembra la realizaron en medio TSM y no en medio PDA, también depende del estrés
salino que pudo haberse enfrentado Trichoderma en el suelo, pese a que presenta tolerancia,
si afecta a su crecimiento. En otro estudio a 25 ° C la tasa de crecimiento radial de
Trichoderma fue de 0,8 mm/dia. Cabe sefialar que la respuesta diferencial en el crecimiento
depende del aislado examinada, mas que de la especie Trichoderma (Pérez et al., 2022).
Mientras que en un ensayo la tasa de desarrollo y la velocidad de crecimiento tuvieron
diferencias significativas con 2,17 mm/hora y 1,32 mm/dia respectivamente (Martinez et al.,
2021).

Por lo general las conidias de Trichoderma spp. son monocelulares con formas

globosa, esféricas o elipsoidales, con un tamafio de 5 um tanto de largo como de ancho. No
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obstante en el presente estudio destaco el aislado Z1L.1 con 3,92 de largo y 2,61 mm de ancho.
Asi mismo, dichos valores se asemejan a los que menciona Gong et al., (2024) el cual en
ciertos ensayos han alcanzado un tamafio de 3,7 um de largo y 4,5-5,9 um de ancho, de un
total de 100 esporas y de 50 esporas valores de 1,6-2,1y 2,33-3,3 um (Shu et al., 2023). Por
otra parte, para el nimero de esporas sobresalié el aislado C2M2 con 9,26 x 107 conidios/mL
cuya concentracion es alta en comparacion a Michel et al., (2008) quienes citan que obtuvo
una produccion variada desde 0,25 a 4,43 x 108 esporas/ml. Pero si corresponde a otro estudio
donde se obtuvo una concentracion de UFC con valores de 9,053 x 10° con el uso de sustratos
como fibra de coco la cual promovié mayor esporulacion, y 7,406 x 10° con palma aceitera
como medios de inoculacién para la multiplicacion del hongo. Aunque también va desde 1,24
x 10°y 2, 69 x 102 ufc/g del suelo (Chammem et al., 2021; Iturralde et al., 2020). En definitiva,
Trichoderma tiene gran potencial de producir esporas, pero estas suelen disminuir en funcion

del tiempo de incubacion en relacion a la concentracion inicial (Hasan et al., 2020).

Las caracteristicas anteriormente mencionadas, si bien ayudan a identificar a
Trichoderma morfologicamente, no permite reconocer a nivel de especie de forma acertada

ya que segun Kim et al., (2019) se debe hacer mediante analisis moleculares.

7.2.  Antagonismo de Trichoderma frente a hongos fitopatdgenos

Los hongos del género Trichoderma spp. son reconocidos como microorganismos
benéficos que ejercen un efecto de controlador bioldgico, mediante la produccion de sustancias
antibidticas y de enzimas como quitinasas, pectinasas, proteasas, etc. Su resiliencia le permite
tolerar a los agroquimicos, estrés y a su vez competir por nutrientes con los fitopatdgenos tanto
en condiciones de invernadero como de campo, por lo que son una excelente estrategia para el
manejo integrado (Andrade et al., 2023) de enfermedades no solo del suelo sino también
foliares (Ren et al., 2022).

El comportamiento de Trichoderma en los cultivos duales fue bueno, donde se obtuvo
que el aislado C2M2 controlo a Fusarium spp. en un 82,33%; lo cual se asemeja con el trabajo
de Guédeza et al., (2012) donde el aislado T121 presento mayores diferencias significativas
frente a F. oxysporum en un 80%. Asi mismo el aislado Z1L1 controlo a Colletotrichum spp.
en un 81,52% a los 288 h (12 dias) lo cual es mayor a lo que sefiala Savin et al., (2021), debido
a que en su estudio especies diferentes de Trichoderma controlaron a Colletotrichum
gloeosporioides en 62%, ademas Alternaria alternata en un 56%, a Fusarium oxysporum en

un 75% y a Fusarium Solani en un 73%; es oportuno mencionar que las mediciones se realizd
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pasados los 5 dias por lo que, para comparar con nuestro ensayo tomando el porcentaje de
inhibicion a las 144 h (6 dias) presentd un valor de 59,96% que se asemeja al estudiado antes

mencionado.

Por otra parte, en el biocontrol de los cuatro aislados de Trichoderma spp. frente a
Alternaria spp. no hubo diferencia significativa, en cambio, Matas et al., (2022) indica en su
investigacion realizada en Meéxico que T. asperellum inhibi significativamente el crecimiento
de Alternaria spp. entre 50 a 93%. La capacidad diferencial de cada aislado o especie en el
biocontrol de patdégenos se debe a los distintos mecanismos antagdnicos asi como a la
produccién de compuestos, la velocidad de reaccion ante los distintos factores, habilidad de

adaptacion y su crecimiento bajo diversos sustratos (Hewedy et al., 2020).

Al analizar los resultados obtenidos, se puede observar que son favorables ya que
Trichoderma como antagonista si coloniza a patdgenos, pero para ello los aislados deben tener
un conjunto de caracteristicas favorables como una buena tasa de crecimiento, adaptacion a los
medios donde se los utiliza y también ciertos pardmetros 6ptimos para su desarrollo como

temperatura y humedad (Khalikova et al., 2021).
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8.  Conclusiones

Se identificaron cuatro aislados de Trichoderma procedente de la localidad de Catamayo,
Olmedo y Zalapa, las cuales presentaron caracteristicas propias del género como su
coloracion verdosa. En la morfologia del hongo, el desarrollo de las colonias fue de 7 a 8
cm, mientras que la tasa de crecimiento radial fue de 1,06 a 1,25 mm/dia. El aislado Z1L1
presento un mayor tamafio de esporas, en cambio el aislado C2M2 tiene una mayor

concentracion de conidios

En la evaluacion de la capacidad antagonica de Trichoderma, resulto el tratamiento 1 de
C2M2 frente a Fusarium spp. el que presento un alto porcentaje de biocontrol. Por otra
parte, el aislado Z1L1 inhibi6 en un mayor porcentaje a Colletotrichum spp., mientras que
ningun aislado obtuvo el mejor porcentaje de inhibicion estadisticamente significativo
para Alternaria spp. aunque el aislado gue presento un mayor valor fue la CIM2. EI PICR
ayuda a reconocer que aislado es ideal para utilizarlo como controlador biolégico, lo que

es una buena opcion para los agricultores.
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9. Recomendaciones
Para trabajos futuros es necesario que se realice analisis a nivel molecular para
identificar a que especie de Trichoderma pertenece cada aislado.
Se puede realizar mas pruebas de antagonismo frente a fitopatdgenos diferentes para
continuar con la siguiente fase que es evaluar en otras condiciones como invernadero y

después en campo.
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11. Anexos

Anexo 1. Datos de la Tasa de Crecimiento Radial (TCR)

Medicién 1 Medicién 2 Medicién 3

C2M2|01Y1|C1IM2 Z1L1|C2M2|01Y1|C1M2 Z1L1|C2M2|0O1Y1|C1M2|Z1L1

Caja 5| 36,65| 60,89| 62,96(43,05| 60,49| 69,12| 71,20{85,07| 89,60 90,7| 72,97|89,74

Caja 4| 34,87|57,43| 62,37|43,05| 64,73| 63,45| 68,67|86,65| 88,90| 89,95| 90,3|88,81

Caja 3| 41,51| 53,74| 63,74|46,10| 68,91| 68,20| 75,23|81,53| 90,30{ 90,7| 90,3|88,24

Caja2| 40,8|50,00| 68,02(45,13| 68,27| 66,78| 69,35(80,14| 90,30{ 90,7( 86,11 86,9

Caja 1| 51,00| 60,92| 73,02|46,72| 77,24| 70,00| 82,24(85,07| 90,30{ 90,7( 90,30|88,66

Anexo 2. Resultados del Analisis de Varianza para la TCR

TC

Variable N R®* R*®* Aj CW
IC 60 0,03 0,00 31,56

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo o,2¢ 3 0,09 0,84 10,5911
Especies 0,26 3 0,09 0,64 00,5911
Error 7,47 56 0,13
Total 7,72 59

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,35307
Error: 0,1333 gl: 56

Especies Medias n E.E.

C2M2 1,06 15 0,08 A

Harzianum 1,15 15 0,09 A

C3M2 1,17 15 0,08 A

ClM2 1,25 15 0,09 A

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 3. Datos del tamafio de conidias

N c2Mm2 Oo1Y1 CiM2 Z1L1
Largo [Ancho ([Largo |Ancho |Largo Ancho [Largo |Ancho
1 36,00 36,92| 40,63 29,64 46,78 35,69| 43,55 26,70
2 34,48| 30,77 33,32 38,15 38,17 27,10 39,30 26,35
3 3569| 3571| 33,02 2841 33,23 27,10| 41,90 29,40
4 31,20 29,86 34,46| 29,54 30,77 33,25| 38,20 26,35
5 29,88| 27,101 34,46| 45,55 41,84 33,23| 38,75 27,40
6 30,79 35,69| 3569 29,56 26,24 39,40/ 37,85 30,05
7 34,46| 39,46| 38,223| 32,02 28,33 23,41 31,90 23,70




8 36,03 33,43 3332 3221 38,33 32,02| 32,85 24,00
9 38,15 38,47 32,02 32,09 29,64 30,77 34,90 27,05
10 34,77 34,48 32,02 38,15 29,64 27,10 36,35 23,25
11 34,48 26,11 39,11| 39,55 30,77 35,69| 34,25 26,05
12 30,77 37,00 35,71 30,77 34,48 25,84| 35,60 22,80
13 33,23 30,77 30,77 35,88 35,69 30,77| 40,90 25,30
14 38,52 28,30 28,41 3571 29,54 32,02 37,15 25,80
15 32,00 32,02 39,55 32,00 33,43 28,33| 38,05 26,70
16 32,02 29,54\ 3237 27,76 35,69 35,69| 38,05 32,55
17 30,79 37,00 33,59 25,84 28,63 32,31 40,15 31,45
18 41,84 33,32 29,56| 33,32 34,55 29,86 35,75 25,85
19 33,25 29,54| 37,43 34,55 36,92 29,56| 40,85 25,80
20 40,37 30,46 29,64 36,92 30,79 38,17 33,35 31,75
21 39,38 32,000 30,79 32,00 27,19 33,23 37,15 45,50
22 40,69 29,54| 34,55| 36,92 32,02 33,57 35,50 19,85
23 35,711 33,25 39,40 32,00 32,32 33,32| 45,05 24,10
24 40,98| 26,20 39,38| 37,00 38,46 32,02| 35,60 26,35
25 35,69 35,88 37,43 43,09 34,55 30,77 44,10 28,20
26 39,401 32,09 34,66 33,32 35,71 30,79 42,50 22,05
27 32,02| 29,56 4191 3311 29,54 38,56 32,95 26,25
28 33,25 3446 32,21 32,02 36,94 33,25| 54,55 24,25
29 36,03 28,33 36,19 22,59 29,77 32,09| 35,20 25,35
30 41,86 32,001 33,23 36,44 34,46 27,101 37,10 25,85
31 34,46 28,41 36,94 37,10 28,33 28,33| 33,85 22,90
32 34,80 29,54\ 29,54 28,33 28,33 32,02| 33,75 26,05
33 37,26 32,00 35,77 38,17 27,10 30,79| 35,10 26,25
34 36,01 28,30 30,86 30,99 36,00 28,33| 35,00 31,40
35 40,61 30,86| 42,06| 28,12 29,64 29,54 43,15 29,00
36 39,46 33,32 41,86 35,88 36,94 41,86 36,90 23,10
37 41,84\ 33,25 35,88 40,96 39,38 32,09] 30,30 25,40
38 34,46 34,48| 37,37 25,87 34,46 28,301 28,50 22,35
39 43,07 35,71 35,77 29,64 37,00 34,55| 35,05 29,00
40 39,40( 34,46 52,28 35,88 39,38 30,79| 30,65 22,10
41 35,71 33,43 2561 35,77 29,64 36,94| 48,95 28,05
42 32,001 41,86 32,30 21,77 30,99 27,101 38,20 17,70

44



43 2587 37,000 26,88 22,99 29,56 44,46\ 37,75 29,40
44 36,94 32,02 32,70 32,09 30,99 32,02| 39,25 22,45
45 41,86 38,17 32,51| 22,19 35,00 33,25| 50,95 23,75
46 29,64\ 42,13 28,30 37,00 37,29 30,86| 42,65 23,55
47 36,94\ 34,48 4437 27,52 36,92 4191 37,25 22,35
48 32,02 30,79 34,04 3577 34,48 39,46| 38,50 25,55
49 28,33| 37,24\ 29,74 30,17 45,53 34,46| 41,00 27,95
50 38,23| 34,48 37,67 29,36 35,71 34,48 37,15 31,20
51 40,78| 35,71| 34,83 30,84 36,92 24,61 31,65 31,15
52 3577 29,64 3481 32,77 35,71 34,46| 42,30 30,30
53 48,01 32,02| 40,63] 28,30 33,25 32,001 43,50 19,40
54 37,001 28,41 32,30 30,57 42,00 29,54| 38,80 21,15
55 38,23| 33,23| 38,64 25,87 40,63 30,77 34,05 26,70
56 42,00 37,00 44,03| 24,77 44,30 32,00f 34,65 19,20
57 50,47 35,71 33,32 30,77 29,24 27,07 28,90 18,80
58 35,69| 38,17| 45,28 27,02 40,69 32,091 31,20 21,75
59 26,30f 36,94/ 39,25 35,20 37,00 33,23| 38,95 23,35
60 39,46 34,55 33,25 29,64 32,02 42,00 33,75 30,60
61 46,78 35,88| 37,99| 29,94 33,23 27,07 37,25 22,10
62 36,94 32,21| 43,23 36,71 39,38 32,02| 41,95 22,35
63 38,15 35,77 37,91 24,18 34,66 34,48| 39,45 23,30
64 41,91 33,23] 30,77 29,79 30,77 25,84 45,65 28,45
65 32,02 32,000 37,91 31,38 37,00 36,94| 48,40 24,30
66 41,84\ 29,64 35,00 35,77 30,77 45,53 42,65 22,90
67 35,88 34,55 41,86 32,09 35,69 35,71| 41,50 22,50
68 35,77 29,56 43,07 32,09 33,25 4430\ 40,85 26,45
69 39,38 30,77 48,06 34,48 34,55 37,001 34,70 31,35
70 47,02 38,17 36,92 37,10 34,46 35,77 41,35 22,30
71 32,21 27,19 40,69 34,48 39,38 28,33| 45,40 30,30
72 39,46 36,94 40,96 34,33 45,53 30,79 38,30 30,90
73 30,86| 35,77 39,40 29,77 34,66 35,77 44,75 25,35
74 42,29 30,86| 38,62 32,49 33,25 27,101 41,65 23,45
75 48,14\ 35,71| 35,69| 34,66 34,48 35,77 41,45 30,15
76 34,48 39,46 37,10 41,84 38,23 29,64 42,70 28,65
77 39,401 40,61| 34,55 35,88 43,14 27,101 37,35 33,40
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78 36,94\ 25,87 40,59| 35,00 24,74 29,56| 30,10 29,20
79 29,54\ 2956| 34,81 35,88 30,77 29,64| 41,35 21,40
80 30,99 22,99 3044 29,77 24,24 28,33| 46,55 20,50
81 41,28| 26,57 38,23| 33,25 34,46 30,79| 50,85 31,25
82 42,13| 33,86 29,97 2841 34,48 29,54| 51,20 25,85
83 39,55| 34,33] 29,17 38,86 34,55 30,79| 44,30 28,90
84 39,11| 35,88 32,37 38,86 34,48 29,56| 44,65 35,50
85 38,21| 29,64 30,86 39,38 38,15 27,67 42,15 27,65
86 36,94| 41,91 39,25 31,06 29,64 27,76| 37,55 16,80
87 32,37\ 29,77 45,78 37,99 36,94 34,46| 36,35 21,75
88 35,77| 43,23 28,83 31,06 34,48 32,001 46,40 26,35
89 50,201 38,17 39,69| 31,52 36,92 34,48 43,45 24,00
90 32,02 37,10| 38,33| 31,76 35,71 31,09| 43,70 21,95
91 30,86| 34,81 36,22 31,13 28,33 35,69| 45,10 27,75
92 38,15| 33,23 28,33 41,86 28,41 32,001 38,10 22,05
93 39,55| 28,33 31,16] 36,92 33,23 30,77| 48,65 28,05
94 29,54 33,32] 2351 3221 36,92 28,33| 35,75 25,55
95 28,33| 33,25| 34,04 36,22 34,46 27,07 41,90 28,60
96 41,13 30,86| 41,64 29,97 33,23 36,92 37,65 34,45
97 38,17| 32,09 27,32| 40,48 38,15 36,92 32,55 27,75
98 38,47\ 33,25 37,10 33,43 39,38 29,64| 37,65 23,85
99 35,24\ 32,09 41,79 37,43 39,46 27,10| 45,00 27,30
100 38,23| 33,23 46,52| 35,69 35,69 25,87 32,20 27,75
Promedio 36,82| 33,24 3587 32,92 34,48 32,16 39,20 26,10
Anexo 4. Resultados del Analisis de Varianza para la medicion de conidias
Analisis de la varianza
Variable N R*= BR= A7 Ccwv
Medicion de esporas 389 0,12 0,12 17,86
Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 2187152,87 3 725050,%6 18,21 <0,0001
Especies 2187152,87 3 729050,%¢6 18,21 <0,0001
Error 1541429%5,55 385 40037, 14
Tortal 17601452,43 388
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=73,84629
Error: 40037,1417 gl: 385
Especies Medias n E.E.
Harzianum 1005,80 97 20,32 A
Cl1M 1102,49 99 20,11 B
C3M 1173,06 57 20,32 B C
Cc2M 1200,28 %6 20,42 C
Masdias con una lestra comin ne son significativamente difesrentes (p > 0,05)
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Anexo 5. Datos del conteo de conidias

cn 01Y1

CiM2

7111

NU
Conteo A B A B

A

B

1 |209(204|164|146|227|196|277|338( 1335|1186 998 |1163 (1098|1121

906 | 1147|363|275

279|287(449

312

237 |292(316| 281

73

43

55

125/ 90

2 |457|2811474|295(379|237| 531|429 | 1144|1137 1207|1425 |1506{ 1432| 1428 | 1187) 921 886

679|864 | 604

439

1087|597(112| 39

253

46

63

85|76

3 |359]223|284|205(259(265| 328|193 (1168| 1311|1274]1390| 943 | 1072

973 1035|140/ 175

244| 215|692

386

768 |774|132) 198

198

153

116

127106

4 |133| 89 |101] 97 |136|120|133|124|1428|1558| 1176|1576|1575| 1325|1366| 1326| 368|321

536/|368|354

m

254 |260(219| 182

52

127

76

91|71

5 |207)133|151|141|204|215|135|182| 247 | 273 | 259 227 | 290 | 337

270 | 255|142 140

152|160| 166

154

153 153]102| 97

149

142

146

90

91|73

Anexo 6. Resultados del Analisis de Varianza para el conteo de conidias

Analisis de la varianza
Variable N R®* R® Aj CW
Conteo de esporas 18 0,96 0,95 22,64
Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valozr
Modelo 545402010236111000,00 3 1818006€70078704000,00 113,05 <0,0001
Especies 54540 0 | '0,0001
Error i
Total 7
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=78188030,11309
Error: 16080789891071394,0000 gl: 14
Especies Medias n E.E.

Harzianum 47960000,00 5 17933649,89 A

C3M2 5 179336€45,89 A

ClM2 4 20050430,11 A

C2M2 4 20050430,11 B

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

Anexo 7. Porcentajes de inhibicion de Trichoderma frente a los fitopatdgenos

Pat6geno Trichoderma| 1 2 3 4 5 6
Fusarium spp. C2M2 8,16| 21,48| 39,79| 50,89| 57,59
Fusarium spp. C2M2 9082|2431 31,08| 42,14| 48,37
Fusarium spp. C2M2 25,61| 37,93| 47,23| 54,80| 58,31
Fusarium spp. C2M2 33,09] 40,06| 49,95| 5348| 55,65
Fusarium spp. C2M2 40,03| 41,63| 48,77| 5598| 57,56
Fusarium spp. C2M2 8,40| 34,18| 4421| 5340| 55,86
Fusarium spp. 01yl 7,50 20,95| 31,22 4366| 5211
Fusarium spp. 01yl 1711 1175] 2641| 43,73| 5245
Fusarium spp. 01yl 0,30] 19,211 30,94| 44,33| 51,62
Fusarium spp. 01yl 20,06 | 33,09| 43,34| 50,96| 56,16
Fusarium spp. OolY1l 1530] 28,80 37,89| 49,88| 55,08
Fusarium spp. OolY1l 2554|2393 37,11 4347| 49,28
Fusarium spp. CimM2 2,28|18,91| 29,76| 40,36| 48,79
Fusarium spp. CiM2 1,71| 8,64| 22,77 36,01| 4481
Fusarium spp. CiM2 6,04| 20,81| 31,65| 40,01| 47,22
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Fusarium spp. ClM2 | 20,66|29,42| 39,83| 4643| 5327

Fusarium spp. C1M2 0,07| 469| 2637| 3973 44,23

Fusarium spp. C1M2 3,16| 12,36| 26,33| 3458| 40,10

Fusarium spp. Z1L1 22,20| 3491| 44722| 5250| 60,31

Fusarium spp. Z1L1 0,09| 302| 1656/ 31,16| 40,13

Fusarium spp. Z1L1 23,41| 37,33 48,06| 5576 63,90

Fusarium spp. Z1L1 2555| 37,76 49,92| 5750| 63,52

Fusarium spp. Z1L1 26,75| 37,45| 48,45| 57,37 63,59

Fusarium spp. Z1L1 2,371 31,92| 46,74| 55,89| 62,90

Colletotrichum spp c2M2 26,74 32,68 38,32| 36,87| 55,08|55,08
Colletotrichum spp c2M2 5 73| 2358| 24,83| 29,34| 44,43|44/43
Colletrichum spp C2M2 9,21|24,83| 3475| 3496| 5200 52
Colletrichum spp C2M2 | 18,66 18,06| 29,34| 33,37| 49,46]49,46
Colletrichum spp C2M2 | 13,89| 17,46| 37,37| 37,66| 54,10| 54,1
Colletotrichum spp C2M2 18,66 | 2295| 28,03| 29,34| 47,73]47,73
Colletotrichum spp O1Y1l |3545|32,00| 3545| 34,75| 5410| 54,1
Colletotrichum spp 0O1Y1 26,42 | 26,36| 32,00| 36,87| 47,73]47,73
Colletotrichum spp O1Y1l | 34,05|29,34| 39,70| 4054| 5821|5821
Colletotrichum spp 0o1vY1 26,10| 20,49| 34,75| 36,15| 52,19(52,19
Colletotrichum spp 0o1vY1 21,72| 22,95| 42,84| 4363| 59,32(59,32
Colletotrichum spp 0o1vY1 37,59| 35,03| 38,32 41,30| 55,08]|55,08
Colletotrichum spp ClM2 | 21,10| 32,68| 34,47| 34,89| 51,26|51,26
Colletotrichum spp C1M2 1,72| 32,68| 38,32| 43,63| 5313|5313
Colletotrichum spp CIM2 | 16,26| 34,06| 46,05| 46,88| 62,87|62,87
Colletotrichum spp C1M2 9,79| 15,07| 28,69| 33,37| 50,35|50,35
Colletotrichum spp ClM2 | 13,30| 13,89| 3545| 36,87| 53,13|53,13
Colletotrichum spp ClM2 | 2548|3336| 34,75| 36,16| 52,19|52,19
Colletotrichum spp Z1L1 21,10| 37,59| 42,84| 4443| 6287|6287
Colletotrichum spp Z1L1 10,37 | 33,37| 39,80| 44,43| 5714|5714
Colletotrichum spp Z1L1 14,48| 28,69| 43,63| 4523| 64,64 64,64
Colletotrichum spp Z1L1 14,30| 30,00 4523| 4363| 64,82|64,82
Colletotrichum spp Z1L1 2295| 28,69| 42,84| 4523| 64,96|64,96
Colletotrichum spp Z1L1 28,68| 39,05| 52,18| 5508| 62,87|62,87
Alternaria spp C2M2 9,15| 17,40| 28,75| 34,06| 40,62 40,62
Alternaria spp C2M2 | 22,02|23,32| 3241| 32,81 47,90| 47,9
Alternaria spp C2M2 7,30| 2358| 31,74| 36,09 41,91|41,91
Alternaria spp C2M2 11,771 21,90] 28,10 29,34 43,08]43,08
Alternaria spp C2M2 7,241 21,78 2579| 27,13| 4756|47,56
Alternaria spp C2M2 1418| 949| 16,38 23,39| 3517|3517
Alternaria spp 0olY1l 2,24 23,83| 3517| 39,79| 47,39|47,39
Alternaria spp 0olY1l 9,15| 20,24| 2941| 28,75| 43,16|43,16
Alternaria spp 0olY1l 1,721 2098| 31,60 38,17| 44,11|44,11
Alternaria spp 0o1Y1 1,43| 2252 20,79| 20,48| 39,94]39,94
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Alternaria spp 0O1Y1 132)| 2540 32,96| 34,26| 57,03|57,03

Alternaria spp 0O1Y1 1466 | 19,82 21,71| 27,77 50,62]|50,62

Alternaria spp CiM2 522| 23,14 34,68| 3949| 4523|4523

Alternaria spp CiM2 12,47| 23,70| 36,44| 39,35| 56,72|56,72

Alternaria spp CimM2 7,76| 26,42| 34,68| 40,69| 56,82|56,82

Alternaria spp CimM2 597]23,08| 2954| 31,80 53,41|5341

Alternaria spp CiM2 4131|2452 27,77 31,40 51,17|51,17

Alternaria spp CiM2 5,85 9,26| 17,28| 25,91| 40,09 40,09

Alternaria spp Z1L1 12,00| 27,90 37,51| 41,22| 48,25|48,25

Alternaria spp Z1L1 15,49| 24,71 3759| 3496| 5284|5284

Alternaria spp Z1L1 13,89| 28,62| 35,80| 40,09 46,05|46,05

Alternaria spp Z1L1 7,071 21,84 30,20] 31,06 46,55/46,55

Alternaria spp Z1L1 3,10| 16,68 21,78| 24,08| 46,05)|46,05

Alternaria spp Z1L1 10,49| 13,95| 21,22| 28,36] 40,24]40,24

Anexo 8. Resultados del Anélisis de Varianza para PICR%

Talisis de la varianza |Analisis de la varianza
Variable N R Rf Aj CV ” o
Observaciones 72 0,48 0,39 58,57 Variable N R — R: = ‘_:V
Observaciones 72 0,36 0,24 30,18
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl M F p-valor Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
Modelo 3569,56 11 <0,0001 F.V. sC gl M F___p-valor
Patogeno 1527,81 7 <0,0001 Modelo 1911,79 11 173,80 3,08 10,0025
Trichoderma 543,06 0,0469 Patogeno 490,96 2 245,48 4,35 0,0173
Patogeno*Trichoderma 1498, 69 0,0024 Trichoderma 458,36 3 152,79 2,70 0,0533
Erroxr 3861,58 € Patogeno*Trichoderma 962,47 6 160,41 2,84 0,0168
Total 7431,13 7 Error 3389,59 60 56,49
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=15,74848 Total 5301,38 71
Error: 64,3596 gl: 60 Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=14,75467
Patogeno richoderma Medias n E.E. Error: 56,4931 gl: 60
Aiternaria 5,09 6 3,28 A Patogeno Irichoderma H%dl«:? 5
Fusarium 5,65 63,26A B i i — el
Alternaria 6,90 € 3,28 A B Alternaria cimz .:.‘t.:v 6 A B
Fusarium 7,90 63,28 A B Alternaria o1yl 22,13 € A B
Alternaria 10,34 €3,28A B Alternaria z1L1 22,28 6 A B
Alternaria 11,94 6 3,28 A B Fusarium o1Y1l 22.94: 6 A B
Colletotrichum 14,61 6 3,28 A B C Colletotrichum C2M2 23,26 € 7A B
Colletotrichum 15,48 6 3,28 A B C Colletotrichu 26,96 € 7A B
Fusarium 16,73 6 3,284 B C Colletotrichum OlY1l 27,70 6 A B
Colletotrichum 18,65 6 3,28A B C s ZILY 3040 'B . B
Fusarium camz 20,85 63,28 B C Gollerotrlchum ZiLl 32,90 ¢ B
=, LS . o _ Fusarium c2M2 6 3, B
Colletotrichum O1¥1 30,22 6 3,28 C Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,
Analisis de la varianza Analisis de la varianza
Variable N Rf R:Aj CV Variable N Rf R*Aj CV
Observaciones 72 0,46 0,37 19,68 Qbservachories 72 0,66, 10,69 14,30
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III) Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sc g1 oM F p-valor F.V. SC gl M F p-valor
Modelo 2425,14 11 220,47 4,73 <0,0001 Modelo 248018 2L 993,05 20,90 <0, 000%
Patogeno 1110,87 2 555,44 11,91 <0,0001 Pacogro 4600150 20002 Jdeds B BO0T
Trichoderma 525,61 3 175,20 3,76 0,0154 richoderma ATL,08 3, 137,00.1:4,25; 10,0087
Patogeno*Trichoderma 788,66 6 131,44 2,82 0,0175 Patogenoriractionerma; 760,27,16. 126,71 3,93 (0022
Error 2798,08 60 46,63 Error I35, 0AIL0) 152,25
Total 5223,22 71 Tocal 5715,16 71
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,14810
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,40560 % R E
Error: 46,6346 gl: 60 Ervor: 32,2806.gLs €9
Patogeno Trichoderma Medias n
Patogeno Trichoderma Medias n E.E. — — -
Alternaria Comz 27,20 6 2,79 A Alternaria CaM2 30,47, 9
Alternaria o1v1 28,61 62,79 A Rlternaria o e
Fusarium ciM2 29,45 62,79 A B Alternaria 33,30 6
Alternaria ciM2 30,07 62,793 B Collerorrichum: G2 23,39 |8
Alternaria 2111 30,68 62,79A B C Alternaria C1M2 34,77 6
Colletotrichum C2M2 32,11 62,79A B C D Colletotrichum C1lM2 38,63 6 B
Fusarium o1yl 34,49 62,79A B C D Colletotrichum OlYl 38,87 6 B
Colletotrichum C1M2 36,29 62,79A B C D Fusarium ciM2 39,52 € B
Colletotrichum OlYl 37,18 62,792 B C D Fusarium 01yl 46,01 € B C
Fusarium Z1L1l 42,33 6 2,79 B CD Colletotrichum Z1L1 46,34 © B C
Fusarium cam2 43,51 6 2,79 c D Fusarium Z1L1 6 c
Colletotrichum Z1L1 44,42 6 2,79 D Fusarium C2M2 & C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) Medias con una letra comin no son icativamente diferentes (p > 0,05)




Analisis de la varianza

Variable N R® Rf Aj CV
Observaciones 72 0,58 0,51 9,84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=10,01477
Error: 26,0266 gl: 60

Patogeno Trichoderma Medias n E.E.
Alternaria c2M2 42,71 6 2,08 A
Fusarium CiM2 46,40 6 2,08 A B
Alternaria Z1L1l 46,66 6 2,08 A B
Alternaria 01yl 47,04 6 2,08 A B
Colletotrichum C2M2 50,47 € 2,08 A B C
Alternaria ciM2 50,57 62,08 A B C
Fusarium o1yl 52,78 6 2,08 B C
Colletotrichum C1M2 53,82 6 2,08 B CD
Colletotrichum OlYl 54,44 6 2,08 B COD
Fusarium c2M2 55,56 € 2,08 B C D
Fusarium Z1L1 59,06 € 2,08 c D
Colletotrichum Z1L1 62,88 6 2,08 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p

Tl sC gl M F p-valor
Modelo 2194,32 11 199,48 7,66 <0,0001
Patogeno 989,50 2 494,75 19,01 <0,0001
Trichoderma 482,34 3 160,78 6,18 0,0010
Patogeno*Trichoderma 722,49 6 120,41 4,63 0,0006
Error 1561,60 60 26,03

Total 3755,92 71

> 0,

0s)

Analisis de la varianza

Variable N Rf RfAj CV
Observaciones 48 0,63 0,57 9,41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1588,05 7 226,86 9,82 <0,0001
Patogeno 899,17 1 899,17 38,91 <0,0001
Trichoderma 422,34 3 140,78 6,09 0,0016
Patogeno*Trichoderma 266,54 3 88,85 3,85 0,0165
Error 924,25 40 23,11
Test:Tukey Alfa=0,05 DHS-8,87114|
Error: 23,1063 gl: 40

Patogeno Trichoderma Medias n E.E.

Alternaria c2M2 42,71 6 1,96 A
Alternaria Z1L1 46,66 6 1,96 A B
Alternaria 01Yl 47,04 61,9 A B
Colletotrichum C2M2 50,47 € 1,9 A B
Alternaria C1M2 50,57 € 1,96 A B
Colletotrichum C1M2 53,82 6 1,96 B
Colletotrichum OlY1l 54,44 61,96 B C
Colletotrichum Z1L1 62,88 6 1,96 C

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

Anexo 9. Muestras del suelo de las distintas localidades
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conidias.

51



Anexo 14. Certificado de la traduccion del resumen.

CERTIFICADO DEL RESUMEN

Yo. Maholy Katherine Morocho Merino, porfadora de la cedula de
Identidad N°%:1104677131. Licenciada en Ciencios de o Educocion
Especigiidad Idioma Inglés. Certifico la fraduccion al idioma inglés &l
resumen del Trabgjo de Integracion Cumicular denominada:
“Caracterizacién de aislados de Trichoderma spp. procedentes del
fitobioma en la provincia de Lloja y su antagonismo frente a
microorganismos fitopatégenos”, perteneciente a la senorita Karen
Lisseth Jiménez Amijos. esta comresponde al texto original en espanol.

A la porte interesada muy atentamente,

Maholy Katherine Morocho Merino
Licenciada en Ciencias de la Educacion Especialidad Idioma Inglés
Registro N° 1008-20146-1495982 SENECYT.

52



