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EVALUACION DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES
PARA LA PRODUCCION DE CONIDIOS DE TRICHODERMA SPP MEDIANTE
FERMENTACION EN LIQUIDO Y SOLIDA.

Tania Gomez Bolivar

RESUMEN

Los hongos son conocidos como saprofitos de alimentos y patdgenos, sin embargo, algunos
son beneficiosos debido a su gran capacidad de producir enzimas y metabolitos. EXisten
biocontroladores los cuales son de gran interés agricola por su capacidad de controlar
fitopatogenos. Trichoderma spp. es uno de los mas versatiles y polifacéticos que existen en
los suelos, su caracteristica principal es la capacidad de antagonizar patégenos, ademas de
formar asociaciones con las raices de las plantas de forma que mejora la absorcién de
nutrientes y por otro lado activa la respuesta de defensa de las plantas ante el ataque de
patdgenos. El objetivo de este trabajo es evaluar distintos sustratos y condiciones para la
produccion de conidios de Trichoderma spp. mediante la fermentacion en liquido y en sélido.
Para esto primeramente se evalud en la fermentacion liquida distintos medios de cultivo,
donde el mejor resultado se obtuvo con el medio de cebada con 2,0 x 108 conidios/ml al tercer
dia de fermentacion y al presentar numerosas complicaciones, como contaminacion
bacteriana y produccion de otras estructuras, se decidi6 continuar con la fermentacion sélida
y optimizar las condiciones bajo estos otros sistemas de cultivo. Los sustratos evaluados en
la fermentacion solida fueron: arroz, puntilla-granza, puntilla-granza-linaza y puntilla-broza,
bajo diferentes condiciones: distintas concentraciones de in6culo (2,0 x 10° y 2,0 x 10°
conidios/ml), temperaturas de 25°C y 30°C, fotoconidiacion (luz azul y luz blanca), tiempo
de apertura de la bolsa e indculo micelial. Resultando como mejores sustratos la puntilla-
granza-linaza y la puntilla-granza con el mayor indculo, y por otro lado el indculo micelial o
fermentacion bifasica logra acortar los tiempos de fermentacion. Mientras que la utilizacion
de la temperatura de 30°C permite usar el sustrato Puntilla-Broza, ademéas de mejorar el

proceso de secado sin afectar la germinacion.
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INTRODUCCION

El café representa una de las cinco exportaciones mas valiosas de los paises en desarrollo
(FAO, 2015). Ademaés, le genera empleo a mas de 25 millones de personas en todo el mundo
(O'Brien & Kinnaird, 2003). De hecho, el mayor exportador de café en el mundo corresponde
a Brasil con 17 699 sacos de 60 kg, seguido por Vietnam con 12 463 sacos de 60 kg, esto en

el segundo semestre del 2016 (Organizacién Internacional del Café, 2017).

En Costa Rica 84 133,1 hectareas corresponden al cultivo de café, es decir un 3,5% del total
de las fincas agropecuarias del pais se dedican a la siembra de dicho cultivo (INEC, 2014).
Segun el Banco Central de Costa Rica para el primer semestre del 2016 se exportd un total
de 5 634,5 quintales de café, siendo el café una actividad econémica de gran importancia en

el pais.

Una de las enfermedades que afectan este cultivo es conocida como “Llaga Macana” la cual
es causada por el hongo Ceratocystis fimbriata, el cual provoca la muerte completa de la
planta antes de que se perciban sintomas ocasionando pérdidas econdémicas considerables. Es
una enfermedad que se encuentra en gran parte del pais, pero se presenta con mayor
frecuencia en zonas de altura y cafetales antiguos. Con el fin de combatir y prevenir ésta
enfermedad, el Centro de Investigaciones en Café (CICAFE) produce el hongo Tricoderma
spp. para distribuirlo a los caficultores que presenten el problema o bien pretenden prevenirlo
(ICAFE, 2011).

Orrala (2013) refiere que varias cepas de Trichoderma spp tienen la capacidad de colonizar
la superficie de la raiz a partir de las semillas previamente tratadas y de las plantas adultas
existentes en el suelo, resguardando a las mismas de enfermedades fungosas. Asi las semillas
reciben una cobertura protectora cuyo efecto se muestra cuando la misma es plantada en el
sustrato correspondiente. Las semillas agricolas, tratadas con Trichoderma protegen
eficientemente las plantulas en el semillero sin necesidad de tratamiento del suelo previo a la

siembra.

Actualmente el Centro de Investigacion en Café (CICAFE) perteneciente al Instituto del Café
de Costa Rica (ICAFE) produce Trichoderma spp. mediante fermentacion soélida, sin

embargo, este presenta desventajas como problemas de abastecimiento de la materia prima
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(arroz) por fluctuaciones de su precio y competencia por consumo humano. Asimismo,
demanda un gran espacio fisico para desarrollar una capacidad de produccién media, asi

como mucha mano de obra.

Dada la situacion, producir el biocontrolador bajo una fermentacion liquida o bien optimizar
el proceso de produccion en matriz sélida, determinando el medio y condiciones mas
favorables es de suma importancia para el CICAFE y para el pais, ya que permitird otorgarle
al agricultor una herramienta para el tratamiento de enfermedades fungicas como lo es la

Ilaga macana.
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REVISION DE LITERATURA

1. Hongos

Los hongos comprenden una gran variedad de microorganismos, de hecho, son los eucariotas
mas abundantes sobre la biosfera de la Tierra. Dichos organismos son, originalmente,
microorganismos eucariotas heterotroficos que albergan quitina en sus paredes celulares y
carecen de plastidios en su citoplasma. La distribucion de hongos entre los diversos nichos
ecoldgicos de la biosfera, parece ser infinito. Las estimaciones sugieren un total de 1,5
millones de especies de hongos, sélo menos de la mitad ha sido descrito ain (Newcombe &
Dugan, 2010).

El reino de hongos contiene un subreino, siete filos y diez subfilos. El reino hongos contiene
los siguientes filos: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,

Incertae sedis y Zygomycota. Filo también puede ser referido como divisiones (Buller, 2014).

Cuadro 1. Division principal de los phylos de los hongos con sus caracteristicas principales.

Filos Caracteristicas y observaciones

Basidiomycota Este grupo contiene las setas y hongos con
cuerpos fructiferos. Las esporas se producen

en una célula caracteristica llamada basidio.

Ascomycota Son hongos filamentosos. EI mayor nimero
de especies se encuentra en este grupo,
como los hongos de copa y los hongos en
frasco. Las esporas se producen en una

estructura parecida a un saco llamada asca).

Zygomycota En su mayoria especies microscopicas, los

moldes pin con hifas cenociticas.

Incertae sedis Especies a las que no se les puede clasificar
taxonémicamente de forma temporal, por

informacion insuficiente.
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Chytridiomycota Parésitos microsporicos, micelio cenocitico,
presentan hifas simples elongadas o micelio

bien desarrollado. Son poco evolucionados.

Glomeromycota Sin reproduccion sexual, son simbiontes
obligados de plantas conocidos como
micorrizas, infectan alrededor del 90% de
las especies de plantas del planeta, se
dividen en endomicorrizas y
eptomicorrizas. Su especie mas conocida en

Glomus sp.

Fuente: (Goyal et al., 2016, Buller, 2014)

Los hongos pueden ser encontrados en casi todos los tipos de habitats. Sus especies son muy
diversas en caracteres morfologicos con una plétora de metabolitos secundarios. Estos
metabolitos hacen que algunos de los hongos sean beneficiosos, como también patdgenos.
Muchos de estos metabolitos secundarios presentan efectos nocivos como las micotoxinas.
Los hongos son notoriamente conocidos como saprofitos de alimentos, causando dafios a los
alimentos cocidos y granos, y como patdgeno de las plantas, causando varias enfermedades
graves. Sin embargo, los hongos son beneficiosos para la humanidad como productores de
antibidticos, colorantes alimentarios, enzimas y como alimento nutritivo (Stoppacher et al.,
2010). (\Ver figura 1).

Crecen rapidamente en la superficie de la planta /huésped para evitar que otros competidores
lleguen a su fuente de nutrientes. Algunos viven en simbiosis con el huésped y algunos de
los organismos muertos. Para sobrevivir, los hongos han desarrollado una serie de estrategias
de proteccién y comunicacion, una de las cuales es la produccién de diferentes tipos de

metabolitos secundarios (Stoppacher et al., 2010).
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Hongos Enzimas

Beneficios

Desventajas

Figura 1. Beneficios y desventajas de los hongos. Fuente: Stoppacher et al., 2010.

Los efectos benéficos de los hongos son relativamente recientes (excepto las aplicaciones en
la elaboracion de quesos), como productores de varias enzimas (celulasa, lipasa, enzimas
ligninoliticas), alcaloides (alcaloides del cornezuelo de centeno de Claviceps), pigmentos
(antraquinona, betalainas), aromay sabores, también en el control bioldgico de los patdgenos,
y con beneficios para la salud, como los hongos comestibles (fuente de selenio, potasio,
riboflavina, niacina, vitamina D, proteinas) (Velisek & Cejpek, 2011; Beckmann & Barrow,
2014).

2. Hongos Fitopatdgenos

Se debe tomar en consideracion la posicion geogréafica del pais, ya que, al encontrarse en una
zona tropical, favorece el crecimiento de los hongos, ya sean beneficiosos 0 no (Jiménez &
Valerin, 2012).

Los patdgenos de suelo son por definicidn residentes del suelo, por etapas extensas o cortas
de tiempo. Los drganos subterraneos de las plantas son afectados directamente y las partes
aéreas son afectadas indirectamente por estos patogenos. Las enfermedades por hongos de
suelo por lo general son mas dificiles de controlar que las provocadas por patdgenos foliares
(Calle, 2006).
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Dentro de los principales hongos fitopatdgenos presentes en Costa Rica se encuentran:
Fusarium oxysporum, Mycosphaerella sp., Eryshipe sp, Stromatinia cepivora, Uromyces
appendiculatus, Collectotrichum lindemuteanum, Phytium sp, Rhizoctonia sp, Hemileia

vastatrix, Mycena citricolor, Mycosphaerella fijiensis entre otros (Rivera, 2014).

Por ejemplo el patdgeno que infecta las raices Fusarium oxysporum (agente causante de la
enfermedad de marchitez de Fusarium) causa pérdidas generalizadas en muchas especies
vegetales. Las esporas de este patdgeno sobreviven en el suelo durante largos periodos de
tiempo; por lo tanto, es dificil de erradicar después de que el suelo se encuentra contaminado
y provocan el bloqueo del transporte de agua y solutos, causando la marchitez de la planta
(Tratcher et al., 2016).

Mycosphaerella fijiensis es el agente causal de la sigatoka negra, una enfermedad foliar
devastadora del banano que puede causar 20-80% de pérdida de rendimiento en ausencia de
fungicidas. Ha sido dificiles de controlar debido a la falta de resistencia efectiva en las plantas
huésped y por el desarrollo de la insensibilidad fungicida en las poblaciones de los patdgenos
(Goodwin & Kema, 2014).

Mycena citricolor es el agente causal de la enfermedad conocida como “ojo de gallo” la cual
afecta la parte aérea de la planta tal como hojas y frutos. El principal problema de esta
enfermedad es que, al afectar hojas y frutos, causa la defoliacion de la planta y la caida de
los frutos de forma rapida y severa (Otiniano et al., 2015).

La roya de la hoja del café, causada por el hongo biotréfico Hemileia vastatrix es la
enfermedad méas devastadora que afecta a las plantas de café en Brasil y puede causar
pérdidas de rendimiento del 35 al 50% (Zambolim et al., 2002). Las pustulas de las hojas
adaxiales de hojas reducen drasticamente la fotosintesis y provocan una intensa defoliacion,

lo que reduce el rendimiento (Zambolim et al., 2002).

Ya sea que los hongos fitopatogenos ataquen las partes subterraneas o las partes aéreas de
una u otra forma causan numerosas pérdidas econdémicas en los cultivos. Por lo que es
necesario prevenirlos, atacarlos y erradicarlos de forma que las alternativas bioldgicas se

convierten en una opcion llamativa, evitando la toxicidad de los compuestos quimicos.
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2.1. Ceratocystis sp

Este hongo, a pesar de no ser uno de los principales fitopatdgenos del pais, causa una
enfermedad en el cultivo de café, la cual es de particular interés para el CICAFE.

Ceratocystis sp. es un género de hongos filamentosos que incluye patégenos agresivos de
cultivos econdmicamente importantes en todo el mundo. Este hongo es el agente causal de
la enfermedad de marchitez y es comiinmente conocida como el “céancer” de los cultivos que
ataca. Frecuentemente provoca la muerte de la planta que coloniza, lo que causa grandes
pérdidas en la produccion agricola. En las ultimas dos décadas, las enfermedades
relacionadas con las infecciones por Ceratocystis han incrementado considerablemente
(Cabrera, 2016).

La enfermedad del cancer de café se ha convertido en una de las amenazas mas importantes
para la produccion de café en Colombia, causando pérdidas equivalentes a US $ 174 por
hectarea y disminuyendo la densidad de arboles de café de 1 000 arboles por hectarea a 950
arboles por hectérea (Castro, 1998). También en Colombia, la enfermedad de la Ceratocystis
en los citricos ha causado pérdidas significativas, estimadas entre 1 y 10% de la produccion
total (Capera-Borja et al., 1995).

Los sintomas en las plantas no son visibles, hasta que ya es demasiado tarde para aplicar
algin producto como fungicidas de caracter quimico, dado que cuando la planta ya esta
infectada, no detienen el avance del patdgeno. Por otro lado, los tratamientos preventivos
solo retrasan la aparicion de la enfermedad. Erradicar la enfermedad sélo es posible aplicando
buenas préacticas agricolas como remover todos los arboles infectados, vendaje de heridas y

aplicacion de productos regularmente en el sitio afectado (Cabrera, 2016).

Las caracteristicas de Trichoderma constituyen una alternativa bioldgica contra esta
enfermedad, de modo que es el método preventivo mas efectivo, como también por su
capacidad antagonista controla la enfermedad ya que, al estar en asociacion directa, a largo
plazo, con la planta sus metabolitos y sefiales se activan en presencia del patégeno con el fin
de proteger a su huésped. Algo que no es posible con productos quimicos como triazoles por
su movimiento limitado en el sistema radicular y su poca retencion dentro de la planta
(Cabrera, 2016).
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3. Hongos benéficos

El Micoparasitismo es el ataque directo de un hongo a otro, proceso complejo que involucra
eventos secuenciales: reconocimiento, ataque, penetracion subsecuente y muerte del huésped
(Chavez, 2006).La utilizacion de micoparacitos asi como cepas del género Trichoderma,
constituyen una alternativa eficaz en el control bioldgico para combatir enfermedades
causadas por hongos, en la actualidad son una alternativa para sustituir el control quimico,
que ademas de su elevado costo, desarrolla resistencias por parte de los fitopatdgenos, como

también trae consigo problemas de contaminacion y toxicidad (Torres et al., 2008).

El antagonismo directo es la inhibicion del crecimiento del patégeno por medio de una
confrontacién en cultivo dual (Chakraborty & Chatterjee, 2008). La competencia se define
como el comportamiento similar de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento, de
modo que el uso de este por uno de los organismos, disminuya la disponibilidad de espacio
para los demas. Este tipo de antagonismo se ve aventajado por las particularidades del agente

de control bioldgico como lo su velocidad de crecimiento y desarrollo (Martinez et al., 2009).

Un ejemplo de ello son las especies de Gliocladium que tienen un efecto antagonista similar
al de las especies Trichoderma (Mazzola, 2004). Gliocladium catenulatum causa distorsion
de las células de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. poae y F.
sporotrichoides (Huang et al., 2000; Thomashow, 2002).

El género, Gliocladium, ha sido explotado como agente biologico para el control de
patdgenos vegetales en el suelo. Se sabe que el Gliocladium tiene una amplia gama de
huéspedes. Algunas de las especies de Gliocladium tales como G. catenulatum, G. virens, G.
roseum y G. deliquescens han sido explotadas por su potencial antagonista contra una

variedad de hongos patogenos (Papavizas, 1985, Tesfaye y Kapoor, 2004).

Beuveria bassiana (Bb) por su parte, es bien conocido por producir una gran variedad de
metabolitos secundarios biol6gicamente activos que incluyen pigmentos no peptidicos y
policétidos (por ejemplo, oosporeina, bassianina y tenellina), péptidos sin sintesis ribosomica
(por ejemplo, beauvericina, bassianolides y beauveriolides) y metabolitos secretados
implicados en la patogénesis. Y la virulencia (por ejemplo, acido oxalico) que tienen usos

industriales, farmacéuticos y agricolas potenciales o realizados (Xu et al., 2009).
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El papel importante del Bb como enddfito vegetal y antagonista de los hongos patégenos de

las plantas so6lo se ha hecho evidente en los Gltimos 20 afios (Ownley et al., 2008).
4. Trichoderma
4.1. Generalidades

En la naturaleza existe un conjunto de hongos y bacterias, que exhiben efecto antagénico
sobre otros microorganismos. Este efecto es utilizado por el ser humano para diversas
aplicaciones, como lo son: la regulacion, tanto de patdgenos cuyo habitat es el suelo, como

de aquellos que se desarrollan en la parte foliar de las plantas (Martinez, 2012).

El género Trichoderma (Ascomycota, Hipocreales) es un hongo cosmopolita, habitante
natural del suelo que se presenta en diferentes zonas, especialmente en aquellas que contienen
materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos,

especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos (Carreras, 2011).

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural
en un numero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Es probablemente el
hongo beneficioso mas versatil y polifacético que abunda en los suelos, que ademas es capaz
de aportar numerosos beneficios que demuestran su valor desde el punto de vista agricola
(Rios, 2014).

4.2. Clasificacion Taxondmica

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica del género Trichoderma

Reino: Fungi

Division Ascomycota
Subdivision: Pezizomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Geénero: Trichoderma

Fuente: Rifai (1969)
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4.3. Caracteristicas Macroscopicas

Las colonias son facilmente reconocibles por su rapido crecimiento y sus coloraciones son:
blancas — verdes o amarillo — verdosas; las areas con colonias se presentan con anillos
concéntricos. Los reveses de las colonias son usualmente de colores, amarillo, ambar o
amarillo — verde. En la siguiente figura se muestran las caracteristicas que presenta
Trichoderma (Cruz, 2007).

Figura 2. Placa Petri de Trichoderma esporulada. (Cruz, 2007).

4.4, Caracteristicas Microscopicas

El género Trichoderma en su estado vegetativo presenta hifas septadas. Las especies son
haploides y su pared estd compuesta por quitina y glucano. Se reproducen asexualmente a
través de estructuras conocidas como conidios. Presentan conidiéforos hialinos ramificados,
fidlides simples o en grupos, conidios de 3 a 5 um de didmetro, usualmente ovalados,
unicelulares y coloreados (usualmente verdes). Tiene la capacidad de producir clamidosporas
unicelulares, pero pueden unirse entre dos 0 mas. Estas estructures son producidas bajo
condiciones de estrés y son de vital importancia para la sobrevivencia. EI organismo crece y

se ramifica desarrollando tipicas hifas, de 5 a 10 um de ancho (Harman, 2001).
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En respuesta a los estimulos apropiados, Trichoderma spp produce abundantes conidios
pulverulentos y enteroblasticos (Samuels, 1996, Gams y Bissett, 1998, Steyaert et al.,
2010Db). Los conidios maduros son de forma eliptica y el tamafio varia entre especies de
aproximadamente 2,6 x 2,0 a 5,3 X 4,0 um (Samuels, 1996). Se pueden describir cinco
estados de conidios: aparecen hifas verticales y luego forman conidioforos, se forman
filacidos en los conidioforos y se producen dentro de los fialides conidios hialinos que
posteriormente se desarrollan de blanco a amarillo y luego verde para formar la fialoconidia
madura (Gressel y Galun , 1967, Betina y Zajacov4, 1978, Horwitz et al, 1990, Betina, 1995,
Chaverri et al., 2003, Jaklitsch et al., 2006, Samuels & Ismaiel, 2009, Steyaert et al., 2010).

4.5. Conidiogénesis

La conidiogénesis en Trichoderma es estimulada por una cascada de sefiales ambientales,
que interactlan entre si para resultar en una reproduccién exitosa. La relacion entre estos
factores es extremadamente compleja y, a pesar de méas de 60 afios de investigacion sobre el
tema, la comprensidn de como estos factores se interrelacionan esté en sus inicios. De hecho,
cualquier investigador de conidiacion bajo condiciones controladas de laboratorio puede

atestiguar hasta qué punto el proceso sigue siendo impredecible (Steyaert et al., 2013).

La conidiacion es esencial para la supervivencia de muchas especies de Trichoderma en el
ambiente y por lo tanto se podria esperar un alto grado de conservacion en como funcionan
los genes de conidiacion y se regulan. Sin embargo, se ha demostrado que las respuestas
conidiales bajo las mismas condiciones controladas varian mucho entre especies. Puede ser
que los genes mismos funcionen de la misma manera, pero las adaptaciones metabolicas
especificas de la especie al ambiente alteran los umbrales de la respuesta y por lo tanto la

respuesta conidial, enmascara la semejanza en la regulacién (Steyaert et al., 2013).

4.6. Factores que afectan el crecimiento
4.6.1. Temperatura

Sun y colaboradores (2010), encontraron que la temperatura de 32°C es la dptima para la
sintesis de enzimas. La incubacion a una temperatura mas baja dio como resultado mas

tiempo hasta la actividad enziméatica maxima. La incubacion a temperatura mas alta afecto
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negativamente al hongo, lo que se reflejé en la sintesis enziméatica. Dado que la enzima
(celulasa) es un metabolito secundario producido durante la fase de crecimiento exponencial,
la incubacion a alta temperatura podria conducir a un crecimiento deficiente y, por tanto, a
una reduccion en el rendimiento enzimatico (Sabu et al., 2002). Por otro lado, Chandra y
colaboradores (2010) encontraron que para la produccion de celulasas la temperatura 6ptima
fue de 28°C, esto utilizando otra especie de Trichoderma, evidenciando que el rango de

temperatura 6ptimo va a depender de la especie de Trichoderma que se trabaje.

Todas las especies de Trichoderma producen suficiente biomasa en diferentes temperaturas
siendo estas: 20°C, 25°C, 30°C y 35°C. Aunque se ha encontrado que las temperaturas
Optimas para el crecimiento estan dentro del rango de 25°C a 30°C (Singh et al., 2014).

4.6.2. Humedad

Uno de los factores mas importantes que limitan e influyen fuertemente en el crecimiento de
los hongos es la presencia y disponibilidad de agua, que se caracteriza por la humedad

relativa del aire y la actividad del agua (aw) (Ponizovskaya et al., 2011).

El agua es un componente clave de las células vivas, necesarias para las actividades
enzimaticas de los microorganismos y esenciales para su estabilidad y supervivencia (Pitt &
Hocking, 2009).

Generalmente, la actividad minima de agua para la germinacion de estos hongos es menor
que la del crecimiento micelial. Sin embargo, la actividad de agua minima para la actividad
biolégica varia, dependiendo del pH y la temperatura. Ademas, se reporta que la
disponibilidad de agua en el suelo influye en la actividad de biocontrol de diferentes especies
aisladas de Trichoderma con respecto al parasitismo de Sclerotinia, con la actividad de

aislamientos variando en diferentes rangos de potencial de agua (Jones et al., 2015).

Tiene la capacidad de adaptarse en medios con humedades de 20-90% pero crece

Optimamente en humedades entre 70-80% (Vasquez, 2010).
4.6.3. pH

La adaptacién ambiental de los hongos filamentosos al pH permite que estos hongos crezcan

en amplios rangos de pH (Pefialva & Arts, 2004). Trichoderma spp como muchos otros
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microorganismos, puede adaptarse a diferentes pH ambientales cambiando el pH del
ambiente circundante para proporcionar condiciones Optimas para la produccion de

metabolitos (Moreno-Mateos et al., 2007).

Los estudios sobre la variacion del pH por diferentes investigadores, revelaron que las
especies de Trichoderma mostraron un crecimiento 6ptimo y una tasa de esporulacion en un
amplio rango de valores de pH entre 2 y 7, aunque el rango de pH maés favorable es de 5,5y

7,5 para producir micelio (Singh et al., 2014).
4.6.4. Luz

La decision de reproducirse sexual o asexualmente depende de la luz en muchos hongos,
aunque la influencia de la luz puede ser positiva 0 negativa (Debuchy et al., 2010; Rodriguez
et al., 2010). En T. reeseli, el desarrollo sexual es fuertemente potenciado por la luz, pero en
contraste con el informe inicial (Seidl et al., 2009) también ocurre en la oscuridad, aunque
con retraso significativo (Seibel et al., 2012). Sin embargo, la luz constante también

contrarresta el desarrollo sexual (Chen et al., 2012).

La primera descripcion del efecto de la luz sobre la conidiacion de Trichoderma se hizo en
1951 (Lilly & Barnett, 1951). En su trabajo, Lilly y Barnett describieron que, en un medio
rico en nutrientes en la oscuridad, este género crece indefinidamente como micelio y que un
breve pulso de luz aplicado a la zona de crecimiento activo del micelio conduce a la
formacion de conidios maduros verde oscuro, formando un anillo en lo que era el borde de

la colonia cuando se aplica luz.

El espectro de accion de la fotoconidiacién, que muestra la longitud de onda de la luz que se
utiliza mas eficazmente en esta respuesta fisioldgica especifica, incluye un pico agudo en la
UV cercana a 350- 380 nm y un pico mas ancho en el azul con un maximo de 440-450 nm
(Gressel & Hartmann, 1968, Kumagai & Oda, 1969).

4.6.5. Nutricién

En el proceso de esporulacion de Trichoderma spp la fuente de carbono presente en el
sustrato es el reactivo en exceso, mientras que el contenido de nitrgeno es el factor limitante
de crecimiento. La relacion carbono: nitrégeno es esencial ya que de este balance dependera

la formacion de las esporas deseadas. Generalmente se utilizan compuestos procedentes de
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la agricultura, subproductos de la agroindustria, aunque se prefiere el desecho de compuestos
orgénicos debido a que suplen la demanda de nutrientes requeridos por los microorganismos
a un bajo costo (Sandoval, 2015, Centeno & Pavone, 2015).

Ademas, es un organismo capaz de degradar compuestos complejos como, por ejemplo:
almidon, pectina, celulosa entre otros. Esto debido al gran complejo enzimatico que posee
(enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas entre otras) (Kataoka
& Takagi, 2013). En cuanto a las fuentes de nitrégeno que puede consumir es muy variado
ya que compuestos nitrogenados como aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de

amonio es capaz de asimilarlos (Baroncelli, et al, 2015).

Las necesidades nutricionales de Trichoderma sp son poco exigentes debido a que sus

requerimientos en cuanto a microelementos, sales y vitaminas son bajos (Sandoval, 2015).
4.7. Control biol6gico

Druzhininay colaboradores (2011) sefialan que el género Trichoderma es un grupo de hongos
filamentosos comunes en la rizosfera, donde manifiestan una notable gama de estilos de vida
e interacciones con otros hongos, animales y plantas. Sus caracteristicas mas valiosas son su
capacidad para antagonizar hongos patdgenos, también estimular el crecimiento de las
plantas y respuestas de defensa de las mismas, es por lo anterior que algunas cepas se usan

para el control bioldgico de enfermedades de plantas.

Las formulaciones basadas en Trichoderma dominan el mercado de los biofungicidas, ya que
este microorganismo es comunmente conocido como supresor de enfermedades de las
plantas. Sin embargo, investigaciones identificaron muchos rasgos en Trichoderma que
extienden las aplicaciones mas alla de la proteccion a la planta. Diversas especies de este
género son capaces de aumentar el crecimiento y desarrollo de las raices, impartir tolerancia
a los estreses abidticos y mejorar la absorcion y la eficiencia de uso de los micro y
macronutrientes, culminando en la mejora de la productividad de los cultivos (Mehetre &
Mukherjee, 2015).

La mejora mediada por microorganismos que aumentan la eficiencia en el uso de nutrientes,

estd adquiriendo mucha importancia, en el contexto de la pérdida gradual de fertilidad /
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productividad del suelo que ha resultado de la agricultura intensiva. Ademas, puede mejorar
la productividad de los cultivos, en virtud tanto de la mejor descomposicién de la biomasa
como de la mejora de la captacion de fertilizantes inorganicos (Mehetre & Mukherjee, 2015).

Inicialmente se pensé que su capacidad de control bioldgico se basaba en sus efectos
supresores directos sobre los patogenos de las plantas, siendo la mayoria de las cepas con
potencial micoparasitico y produciendo una gran variedad de enzimas y metabolitos
secundarios (Martinez et al., 2016). Pero se encontré que este bioagente, también forma
asociaciones con micorrizas, aumentando de manera significativa la rizosfera del suelo,
permitiéndole a las plantas hacer una mayor extraccion de nutrientes y con un alto grado de
asimilacion (Rios, 2014; Aceves et al., 2013).

Se cree que el micoparasitismo es el estilo de vida ancestral de Trichoderma, pero también
producen una cantidad impresionante de compuestos antimicrobianos y enzimas (Kubicek et
al., 2011) Estos comprenden tanto compuestos volatiles como no volatiles, incluyendo
pironas, tricotecenos y terpenoides, asi como péptidos no ribosémicos tales como

peptaiboles, que son capaces de matar a los patdgenos de plantas (Mukherjee et al., 2013).

Mas recientemente, sin embargo, se demostrd que Trichoderma también puede proteger la
planta huésped contra la infeccién incluso cuando no hay contacto directo entre ella y el
patégeno, lo que indica que puede ocurrir a través de mecanismos mediados por plantas (Vos
etal., 2014).

Por otro lado, este hongo también fue reconocido como un colonizador oportunista de la raiz
de la planta que puede desencadenar la resistencia sistémica inducida (ISR) en la planta,
tipicamente llevando a una activacion sistémica mas rapida y robusta de defensas después
del ataque del patégeno. Trichoderma es inicialmente también percibido por la planta
huésped como un potencial invasor. Por lo tanto, necesita encontrar una forma de tratar con
la respuesta de defensa de la planta, ya sea evitdndola o suprimiéndola, con el fin de
establecer una interaccion duradera con su huésped (Martinez et al., 2016).

Estos hongos son altamente oportunistas y pueden adaptarse a una amplia gama de
condiciones climatolégicas y ecologicas. Esto se ilustra por el hecho de que las cepas de

Trichoderma no so6lo pueden encontrarse en suelos de todo el mundo, sino que también son
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capaces de colonizar las raices de las plantas, las partes de las plantas sobre el terreno y

muchos otros sustratos como la madera e incluso otros hongos (Druzhinina et al., 2011).

Un estudio de 1100 cepas de este hongoencontrd que todas las cepas poseen potencial de
micoparasitismo, lo que ilustra la importancia de este rasgo en el género (Druzhinina et al.,
2011).

Trichoderma, posee aislamientos con poderes antibioticos, los cuales actGan contra varios
microorganismos fitopatdgenos. Se comporta como saprofito en la rizésfera, siendo capaz de
destruir residuos de plantas infectadas por patdégenos. Se considera que su accion es
antagonista, siendo capaz de sacar el mejor provecho por su alta adaptacion al medio y por

competir por el sustrato y por espacio (Vallejo, 2014).

5. Fermentacion

Chen (2013), define la fermentacion como el proceso mediante el cual los microorganismos
catalizan nutrientes, sintetizan metabolitos secundarios y completan otras actividades
fisioldgicas en condiciones anaerdbicas o aerdbicas. Durante el proceso, se acumulan los
microorganismos o metabolitos microbianos deseados. Por lo tanto, hay tres elementos de la
investigacion de fermentacion: el producto blanco, la cepa productora y el ambiente deseado

(nutrientes, temperatura, humedad, oxigeno, etc.).

Los microorganismos implicados en este proceso de fermentacion, logran conseguir su
energia y su fuente de carbono a través de la degradacion de los compuestos organicos. La
comercializacion de fermentados, ha utilizado especialmente especies de bacterias, levaduras
y hongos. En general, la produccién masiva de microorganismos biocontroladores puede
llevarse a cabo mediante dos técnicas: fermentacion liquida o sumergida y fermentacion

solida o en superficie (Ward, 1989).

5.1. Fermentacién liquida

En el proceso de fermentacion discontinua, se inocula asépticamente un lote de medio de
cultivo con el microorganismo deseado, que se denomina generalmente cultivo de semilla o

de arranque. Donde en condiciones éptimas de fermentacion, se mantienen durante una
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duracion definida para la formacién maxima del producto, en un recipiente cerrado

denominado fermentador o biorreactor (Saxena, 2015).

La duracion para la formacion méxima del producto en el fermentador se denomina tiempo
de lote o tiempo de fermentacion que se extiende desde unas pocas horas hasta 6 dias. En
algunos casos, mas especificamente fermentaciones de alimentos tradicionales, el tiempo de

fermentacion puede durar un mes o mas (Saxena, 2015).

Generalmente, el proceso de fermentacion comienza con un cultivo de arranque puro que se
cultiva en placas de Petri o en medio liquido en un matraz de agitacion. El inéculo se
construye a traves de etapas sucesivas hasta un 5-10% del volumen de trabajo total del
fermentador de produccion. Esto ayuda en la reduccion del tiempo del lote. Una de las
principales ventajas de la fermentacion liquida recae en el contacto directo con el medio de

cultivo, como también un mayor control de las condiciones de fermentacion (Saxena, 2015).

5.2. Fermentacion sélida

La fermentacion en estado solido (FSS), se define como el cultivo microbiano sobre la
superficie y el interior de una matriz sdlida con suficiente humedad para permitir el
crecimiento de los microorganismos (Holker et al., 2004; Rodriguez y Sanroman, 2006;
Singhania et al., 2009).

Después de la década de 1940, la enorme demanda de acetona, butanol y penicilina hizo que
la industria de fermentacion liquida aumentara rapidamente. La industria de la fermentacion
en estado sélido comenz6 a declinar, y las ventajas de la fermentacion en estado sélido fueron
opacadas por el rapido desarrollo de la fermentacién liquida. En consecuencia, la
fermentacion en estado solido solo constituye una pequefia parte de la industria de
fermentacidn en su conjunto. En la actualidad, los problemas de la fermentacién liquida,
como el alto consumo de energia y la contaminacion grave, son cada vez mas prominentes,
lo que limita significativamente el desarrollo sostenible de la fermentacion. Se esta de nuevo
tomando nota de las ventajas de la fermentacion de estado sélido, como su ahorro de agua,

ahorro de energia, y las propiedades de bajo costo (Chen, 2013).

29



La FSS ha comenzado a desempefiar un papel importante en los campos quimico,
farmacéutico y medioambiental, que sefiala una direccion clara para el desarrollo sostenible
de toda la industria bioldgica y quimica. Asi, los principios y aplicaciones de la fermentacién
en estado sélido se han convertido en un nuevo foco de investigacion en los ultimos afios
(Chen, 2013).

El sustrato se puede dividir en dos categorias basadas en su digestibilidad: sustrato portador
nutricional o substrato portador inerte. El portador nutricional son cultivos (salvado de trigo,
harina de soja, etc.) o residuos agricolas y forestales (paja, bagazo, serrin, etc.). Este no sélo
funciona como una estructura fisica para el crecimiento de microorganismos, sino que
también proporciona una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y factores de

crecimiento de los mismos (Singhania et al., 2010).

En comparacién con la fermentacion liquida, la ventaja principal de la FSS es un suministro
suficiente de oxigeno. Hay menos aguas residuales organicas y mayor produccion de
compuestos en la fermentacion de estado solido. EI ambiente solido es méas similar al habitat
natural de los hongos filamentosos. Los productos de alto valor agregado podrian ser
sintetizados por FSS usando residuos industriales y agricolas de bajo costo como base. Por
consiguiente, la FSS es la tecnologia mas prometedora que puede utilizar exhaustivamente

los recursos renovables (Chen, 2013).

5.3. Procesos fermentativos con Trichoderma

En cuanto a la fermentacion liquida, Jin y colaboradores (1996) sefialan que el uso de glicerol
como el osmdtico es particularmente eficaz en el inicio de la conidiacion de
microorganismos; a 32 ° C sélo 30 h de fermentacion se requiere para iniciar la produccion
de nuevos conidios. Utilizando inéculo de cultivo de crecimiento activo, se produjo una
conidiacion extensiva desde el comienzo de la operacion de fermentacion. Se produjeron
altos niveles de conidios en las 24 h de fermentacién y alcanzaron su nivel maximo en 68 h
de fermentacion (6,31 x 102 conidios/ml o bien 8,75 logaritmo de conidios/ml). Sin embargo,
el peso seco de la biomasa continué aumentando hasta las 96 h sin aumento adicional en el

ndmero de conidios.
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Kolombet y colaboradores (2008), encontraron que las clamiddsporas y conidios sumergidos
pueden obtenerse durante el almacenamiento reduciendo el pH de la biomasa de micelio,
introduciendo cobre para reducir las tasas de respiracion y afiadiendo carbohidratos para una
fuente de energia, ademas T. asperellum convirtio la biomasa flngica en una etapa de reposo
(clamidosporas y, en menor medida, conidios) cuando los nutrientes y el oxigeno se hicieron
limitantes. También mencionan que es clave conocer la tasa de consumo de oxigeno de las
formulaciones con el fin de maximizar su competitividad y vida atil. Otro dato que
proporcionan es que la supervivencia de una formulacion liquida de biomasa fungica, no se
pueden almacenar en tarros bien tapados mas de 1 semana a + 30 °C. El micelio en la
formulacién liquida se puede almacenar durante mucho tiempo (hasta medio afio y mas) so6lo

si la reposicion continua de nutrientes y el libre acceso de oxigeno se proporcionan.

En lo que respecta a la fermentacion solida Chavez-Garcia y colaboradores (2008) reportan
que utilizando como sustrato arroz mas agua destilada a una temperatura de 25°C en conjunto
con una exposicion constante a la luz, dio como resultado 4,5 x10 ° conidios/ml con un 96%
de germinacion a 24 horas y una pureza estimada de 92,1%. En cambio, en la fermentacion
liquida la pureza fue de un 76,8 % y a germinacion fue de un 91,2%, demostrando que la

fermentacion liquida presenta claras desventajas ante la fermentacion sélida.

Por otra parte, Garcia y colaboradores (2014), desarrollaron una formulacion de un
biofungicida a base de Trichoderma el cual se produjo mediante el uso de fermentaciones
artesanales en estado solido, alcanzando una concentracion de 2 x10*2 UFC en un peso total
de 150 g, para una proporcion de 25% de ingrediente activo y un 75% material inerte, lo cual
basta para aplicarse sobre una hectarea de cultivo, contando con una pureza de 100% y una

viabilidad de esporas del 95%.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar diferentes medios de cultivo y condiciones para la produccion de conidios de

Trichoderma mediante fermentacion en liquido y sélido.

Objetivos Especificos
e Valorar distintos sustratos para una fermentacion sélida y una fermentacion liquida

que permitan una mayor produccion de conidios de Trichorderma spp.

e Determinar cuéles condiciones de cultivo permiten obtener mejor produccion de

conidios de Trichorderma spp.
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MATERIALES Y METODOS

1. Localizacion
La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitoproteccion del CICAFE,

en San Pedro de Barva, Heredia, durante el periodo de julio a noviembre del 2016.

2. Microorganismo
La cepa de Trichoderma spp. empleada a lo largo de la investigacion se obtuvo del CICAFE,
de la cual aiin no se ha identificado la especie, sin embargo, es la que se utiliza rutinariamente

en el proceso de produccion en sustrato sélido.

3. Indculo

Se utilizaron placas de PDA con 15 dias de crecimiento de Trichoderma con abundante
esporulacidn, las cuales se seccionaron con ayuda de un asa micoldgica. Se realiz6 un conteo
de la concentracion de esporas en cdmara de Neubauer en el microscopio y se ajusto la

concentracion requerida.

4. Fermentacion Liquida

4.1. Medios de cultivo liquido
Se evaluaron 7 medios de cultivo, las concentraciones y compuestos se indican en el Cuadro
3.

Cuadro 3. Descripcién de medios de cultivo evaluados.

NuUmero de tratamiento Composicion del medio
Fuente de Carbono Fuente de nitrégeno vy
otras sustancias*
1 15 g/L de Sacarosa 8 g/l de Linaza
2 15 g/L de Sacarosa 16 g/l de Cebada
3 15 g/L de Sacarosa 12,5 g/l de Girasol
4 15 g/L de Sacarosa 5,72 g/l de Leche
5 15 g/L de Sacarosa 15,38 g/l de Avena
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6* 15 g/L de Sacarosa 35 g/l de Arroz
7* 15 g/L de Sacarosa 35 g/l de Puntilla de Arroz

*Los tratamientos 6 y 7 correspondientes al uso del arroz y puntilla de arroz como medio de
cultivo, se realizaron por separado de los demas tratamientos y se le denominé “medio semi-

s6lido” en los siguientes apartados

4.2. Condiciones de fermentacion liquida

En botellas de vidrio de 500 ml de capacidad se prepararon 200 ml de cada tratamiento
(Cuadro 1). Se esterilizaron mediante autoclave y se utiliz6 una probeta estéril, se agregaron
20 ml (10% v/v) del indculo. Se prepararon 3 botellas por medio de cultivo (cada medio de

cultivo se preparé por triplicado).

Los fermentadores se mantuvieron a temperatura ambiente con fotoperiodo de 12 horas luz
solar y 12 horas oscuridad, con aireacion constante. Se realizaron muestreos diarios donde,
en camara de flujo laminar, se removia el tapon de cada fermentador, se tomaban 2 mi
aproximadamente de cada fermentador en un tubo de centrifugacion de 50 ml estéril, hasta
completar 6 ml de muestra compuesta de cada tratamiento. Una vez tomada la muestra se
sellaban nuevamente los fermentadores con papel parafilm, y se regresaban al cuarto de
fermentacion para aplicarles nuevamente la aireacion. Los muestreos se realizaron
diariamente durante 5 dias. Se realiz6 un conteo de conidios en camara de Neubauer de cada
muestra compuesta y con estos datos se graficaron curvas de crecimiento en Excel® mediante
graficos de dispersion determinando de esta forma las fases de latencia, exponencial,

estacionaria y muerte.

4.3. Fermentadores
Los fermentadores consistieron en botellas de vidrio Pyrex de 500 ml, con un tapén de hule
#9 con dos perforaciones para entrada y salida del aire, en ambos agujeros se insertd una
varilla de cobre, apropiada con mangueras de plastico, donde a una de ellas se le ajustaba el
filtro de entrada de aire, mientras que la manguera de salida de aire no contenia ningun filtro
(Figura 3).
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» Bomba de aire

Botella

Figura 3. Fermentador acoplado al sistema de aireacion.

4.4. Sistema de aireacion

Se utiliz6 para cada fermentador una bomba de aire ELITE® 801 (marca HAGEN) con una
salida de aire de 2500 cc/minuto y una presion de trabajo de 3,0 psi. El aire se inyect6 al
sistema a través de un filtro Midisart® 2000 de 0,2um y 25 mm. La aireacion proporcionada

a lo largo de la fermentacion fue constante.
5. Fermentacion Sdlida

La fermentacion solida se realizé en bolsas plasticas autoclavables con 100 g de sustrato en
sus distintas combinaciones (Cuadro 4). Se agregaron 30 ml de agua (30% v/v) y se agitaron
vigorosamente las bolsas, después se cerraron doblando el extremo de las bolsas y
grapandolas. Cada tratamiento se preparé por triplicado. Los sustratos se esterilizaron

mediante autoclave.

Posterior a la esterilizacion, se agregaron 10 ml (10% v/v) del inoculo utilizando una jeringa
estéril. Las bolsas se agitaron vigorosamente cada después de inyectar el inéculo tratando de
distribuir uniformemente el microorganismo. Dos dias después de la inoculacion las bolsas

se abrieron con una tijera, de forma que la parte superior de la bolsa quedara totalmente
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descubierta. Cada dos dias se agitaban las bolsas con el fin de distribuir el microorganismo

por todo el interior de la bolsa.
5.1. Evaluacion de sustratos

Inicialmente se ejecutd una prueba exploratoria para determinar los mejores sustratos, los

sustratos evaluados se indican en la Cuadro 4.

Cuadro 4. Diferentes sustratos probados para el crecimiento de Trichoderma

Sustrato Siglas Proporcién utilizada
Arroz A 100A
Puntilla-Granza P-G 80P/20G
Puntilla-Granza-Linaza P-G-L 80P/16G/4L
Puntilla-Broza P-B 80P/20B

50P/50B
Puntilla-Broza-Cascarilla P-B-C 80P/20BC

50P/50BC
Broza B 100B

5.2. Condiciones de cultivo

Los sustratos evaluados se observan en el Cuadro 4, descrita anteriormente, en esta prueba

cada uno de los sustratos se sometieron a las mismas condiciones.

Las condiciones de cultivo fueron: fotoperiodo de 12 horas luz ambiental, temperatura
ambiente, agitacion cada dos dias, 30% de humedad inicial, 10% v/v indculo, concentracién
de in6culo inicial 2,0 x 10° conidios/ml. Desde iniciado el ensayo, los dias 0, 2, 5y 7 se
tomaba una muestra compuesta de cada tratamiento, tomando en total 4 g de cada bolsa.

Cumplidos los 7 dias de crecimiento, se daba inicio el proceso de secado el cual consistio en
transferir el arroz inoculado con Trichoderma spp. a bandejas de plastico con dimensiones
de 20 cm de largo por 10,5 cm de ancho, donde se mantuvieron por 7 dias moviendo las

bandejas cada dos dias, para evitar aglomerados.
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Al final del proceso de secado, se procedio a tomar 1 g de muestra de cada uno de los
tratamientos. En cAmara de flujo laminar se realizaron diluciones seriadas 1/10 hasta llegar a
una concentracion aproximada de 5,0 x 10* conidios/ml. Para la primera dilucién de
utilizaron tubos de centrifuga estériles (1 gramo de muestra y aforando hasta llegar a la marca
de 10 ml utilizando agua destilada estéril), para las siguientes diluciones se utilizaban tubos
de microcentrifuga de 2 ml. Se sembraron 15 pl de la dltima dilucion en placas Petri
desechables con medio PDA, se realizaron movimientos circulares con la placa para permitir
su mejor distribucién. Las placas se incubaron 18 horas a una temperatura de 27°C.
Transcurridas las 18 horas de crecimiento se cont6 el nimero de conidios germinados y no
germinados, hasta contar un total de 100 conidios, en el microscopio Optico en el aumento
40X, determinando asi el porcentaje de germinacion.

» Espora germinada

- Espora sin germinar

Figura 4. Esporas de Trichoderma germinadas y sin germinar en un aumento de 40X en
microscopio optico.

El porcentaje de humedad se determind mediante el uso de la relacion del peso fresco y el
peso fresco, se pesaron 5 g de cada uno de los tratamientos, se colocaron en platos Petri en

una estufa a 110°C durante 24 horas.
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Utilizando los datos obtenidos del conteo de conidios en cdmara de Neubauer, en Excel® se
plasmaron los datos para la obtencion de los gréficos de dispersion. En el programa Minitab®
(2017), donde se realizaron ANOVA y pruebas de Tukey

5.3. Otros parametros evaluados

Una vez seleccionados los mejores sustratos se procedio a probar diferentes pardmetros

descritos seguidamente:
5.3.1. Diferentes concentraciones de indculo.

Con los sustratos seleccionados: A, P-G, P-G-L y P-B se utilizaron diferentes
concentraciones de indculo inicial, un tratamiento con menor concentracion (2,5 x 10°

conidios/ml) y otro tratamiento con mayor concentracion (2,5 x 108 conidios/ml).
5.3.2. Fotoconidiacion

Los sustratos seleccionados A, P-G, P-G-L y P-B se sometieron a dos condiciones de luz:
blanca y azul, con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Asimismo, se
evaluaron bajo ambas condiciones de luz, dos concentraciones de indculo: 2,50 x 10°

conidios/ml (menor) y 2,50 x10° conidios/ml (mayor).
5.3.3. Tiempo de aireacion (apertura de bolsa)

Para determinar el tiempo exacto para abrir la bolsa para promover la conidiacion, se

realizaron las pruebas de abrir la bolsa el dia 1 y el dia 2.
5.3.4. Temperatura

Se probaron dos temperaturas ademas de la ambiental: 25°C y 30°C. Cada una de las
temperaturas a dos concentraciones de indculo: 2,50 x 10° conidios/ml (menor) y 2,50 x 10°
conidios/ml (mayor).
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5.3.5. Inoculo micelial

Se realiz6 una fermentacion liquida para obtener abundante crecimiento de micelio de
Trichoderma spp. y utilizarlo como inéculo para los sustratos solidos. Para la fermentacion
liquida se manejaron dos alternativas de medios de cultivo la primera compuesta por 32,5 g/l
de melaza mas 5 g/l de extracto de levadura y la segunda compuesta por 15 g/l de sacarosa
mas 5 g/l de extracto de levadura, para un volumen total de trabajo de 200 ml, en botellas de
vidrio de 500 ml con inyeccion constante de aire con 2500 cc/minuto, las cuales se
autoclavaron, luego en camara de flujo laminar, se inocularon los medios, esto con ayuda de
un asa micolégica se tomé una seccién del hongo contenido en una placa Petri de Agar Papa
Dextrosa (PDA) y posteriormente se sumergio en cada uno de los medios a evaluar. Una vez
sellados los fermentadores se incubaron durante 48 h a temperatura ambiente. Transcurridas

las 48 horas se tomd el fermento como indculo para la fermentacidn en sustrato sélido.

Los sustratos solidos utilizados fueron A, P-G, P-G-L y P-B preparados en bolsas de 100 g
totales, donde cada uno de estos sustratos fue inoculado con 10 ml (10% v/v) del fermento
liquido.

RESULTADOS

1. Fermentacion Liquida

En el siguiente gréfico se puede observar la curva de produccion de conidios de Trichoderma
spp, durante 4 dias de crecimiento en medio liquido.

La cebada resulta el mejor medio de cultivo obteniendo 2,40 x 108 conidios/ml a los 3 dias
de crecimiento, para el cuarto dia, en todos los medios de cultivo, la produccion de conidios
decrece. Se observd que en este momento se promueve el crecimiento de micelio y se agrega.
Por otra parte, en los medios de cultivo de semillas de girasol y avena, se alcanza el maximo
crecimiento al segundo dia, no obstante, no se obtiene mayor concentracion que con el medio

de cebada y ésta concentracion disminuye para el tercer dia (Ver figura 5).
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Figura 5. Concentracion de conidios de Trichoderma spp producidos en diferentes medios
de cultivo.

Los sustratos compuestos por arroz y puntilla de arroz, se evaluaron de forma independiente,
ya que al no disolverse completamente en el medio se les llam6 “medio semi-solido”. Los
resultados obtenidos al evaluar estos sustratos se muestran en la Figura 6. EI mayor numero
de conidios alcanzados fue en el medio de cultivo Arroz al tercer dia con 3,90 x10’
conidios/ml.
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Figura 6. Concentracion de conidios producidos a través del tiempo por Trichoderma spp.
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Uno de los principales problemas que presenta la fermentacion liquida es la agregacion del

micelio, dificultando asi el conteo de conidios (Ver figura 7).

Figura 7. Agregacion de micelio en medio de cultivo liquido, aumento 10X.

Otra de las problematicas es la formacion de otras estructuras como clamidosporas,

Figura 8. Clamidosporas de Trichoderma en medio liquido. Flechas indican donde se
encuentra la estructura.
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Figura 9. Conidios de Trichoderma en medio liquido, aumento 40X en microscopio éptico.
Flechas indican los conidios

2. Fermentacién Solida
2.1. Evaluacion de sustratos

Los sustratos evaluados que mostraron mejor produccién de conidios a los 7 dias de
crecimiento fueron el A y P-G-L, los cuales alcanzaron una concentracion de 2,4 x 10°

conidios/ml.

En la Figura 10 se muestra la curva de conidiacion que presenta Trichoderma spp bajo los

distintos sustratos explorados.
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Figura 10. Conidiacién de Trichoderma spp. con respecto al tiempo en fermentacion sélida

con diferentes sustratos

En el programa Minitab® se comprob6 que los datos se comportan de manera normal y los

resultados del analisis de Tukey se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Agrupacion de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%

Prueba de Tukey

Medio
PGL
Arroz

PG 80/20
PB 80/20
PB 50/50
PBC 80/20
PBC 50/50

Broza

Media (Conidios/ml)
2,40 x 10°
2,40 x 10°
1,65 x 10°
1,25 x 10°
1,05 x 10°
5,75 x 108
4,15 x 108
5,50 x 106

Agrupacién
A

A

B

BC

DE

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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2.2. Otros parametros evaluados:
2.2.1. Diferentes concentraciones de inéculo

Utilizando un indculo de 2,50x10° conidios/ml a los 7 dias se obtiene como valor maximo de
2,8 x10° conidios/ml en el sustrato de P-G, en el grafico (Figura 11-A) se observa que tan
solo el sustrato P-B resulta ser no oOptimo para la produccion de esporas con una

concentracion de 4,15 x108conidios/ml.

Por otro lado, utilizando un indculo de 2,50 x10° conidios/ml (Figura 11-B), a los 7 dias se
obtiene una concentracion maxima de 1,90 x10° conidios/ml en el sustrato P-G, siendo un
comportamiento similar al del Arroz y el de la P-G-L, resultando también el peor sustrato el

de P-B con una concentracidn final a los 7 dias de 9,00 x102 conidios/ml.

(A) (B)
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S 20,7 20,4
© 19,4
S 19,7 ,
|5 18,4
o 187 17,4
8 17,7 16,4
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= 14,4
15,7 13,4
14,7 12,4
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)

Figura 11. Curva de conidiacion de Trichoderma spp, a partir de la utilizacion de cuatro
sustratos. A: mayor indculo. B: Menor indculo.

En el siguiente cuadro se aprecia cuales sustratos son significativamente diferentes, en este
caso los que no comparten una letra en la agrupacion son significativamente diferentes,
viendo los mejores resultados, el sustrato P-G es el mejor, sin embargo, el sustrato P-G-L es

estadisticamente igual.

Cuadro 6. Agrupacion de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%
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Prueba de Tukey

Medio

Puntilla-Granza

Puntilla-Granza-Linaza

Puntilla-Granza

Puntilla-Granza-Linaza

Arroz
Arroz

Puntilla-Broza

Puntilla-Broza

Inoculo
Mayor
Mayor
Menor
Menor
Mayor
Menor
Menor

Mayor

Media

2,80 x 10°
2,50 x 10°
1,90 x 10°
1,80 x 10°
1,20 x 10°
1,15 x 10°
9,00 x 108
4,15 x 108

Agrupacion
A

AB

BC

CD

DE

DE

EF

F

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

En el siguiente (Cuadro 7) se visualiza el porcentaje de germinacion de las esporas de

Trichoderma tanto antes como después del proceso de secado obteniendo que en el medio P-

G-L un mayor porcentaje de germinacion, esto en el tratamiento con mayor indculo. Por otra

parte, cuando se utiliza una menor concentracion de indculo, se observa que después del

proceso de secado, tanto el Sustrato A como el P-G-L obtienen el mayor porcentaje (90%) y

todos se mantienen por encima del 80 %.

Cuadro 7. Porcentaje de Germinacion de esporas, antes y después del proceso de secado.

Germinacion (%)

Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB

7 dias 85 87 92 82 94 84 87 80

14 dias 83 87 90 85 90 89 90 84

La cantidad de humedad contenida en cada uno de los medios de este tratamiento se puede

apreciar en el siguiente cuadro, resultado que a los 14 dias (luego del secado) se logra reducir
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la humedad llegando a valores de 18% en Ay en P-G y a 22% de humedad en P-G-L y en P-
B.

Cuadro 8. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado
Humedad (%)
Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7dias 30 34 34 56 32 28 34 58
14 dias 18 18 22 22 18 18 22 22

2.2.2. Fotoconidiacion-Luz Azul:

Manejando la luz azul como estimulante, se obtuvo que con un inoculo de 2,5x10°
conidios/ml, no se produce en ninguno de los sustratos, una concentracion que alcance al
menos 1,0 x 10° conidios/ml a los 7 dias de crecimiento. Mientras que, utilizando como
indculo 2,5 x 10° conidios/ml y aplicando la luz azul como variante, se obtienen 2,7 x 10°
conidios/ml en el medio puntilla-granza-linaza (PGL) siendo éste el maximo valor, mientras
que el medio puntilla-broza es el Gnico que obtiene una concentracién menor a 1,0 x 10°
conidios/ml (Ver Figura 12).
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Figura 12. Comportamiento de la produccion de conidios, en los diferentes sustratos,
aplicando luz azul como variante. A: mayor inéculo. B: Menor inoculo.
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Estadisticamente, los sustratos: P-G-L, A y P-G, son iguales y son los que cumplen con la
concentracion minima necesaria, ademas esto se da, bajo la utilizacion del mayor in6culo 2,5
x 10° conidios/ml (Ver Cuadro 9).

En la siguiente tabla se visualiza la prueba de Tukey y sus comparaciones.

Cuadro 9. Agrupacion de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%

Prueba de Tukey
Medio In6culo Media Agrupacion
Puntilla-Granza-Linaza Mayor 1,40 x 10° A
Arroz Mayor 1,15 x 10° AB
Puntilla-Granza Mayor 1,05 x 10° ABC
Puntilla-Granza-Linaza Menor 9,50 x 108 BC
Arroz Menor 7,25 x 108 BCD
Puntilla-Granza Menor 7,00 x 108 CD
Puntilla-Broza Mayor 5,00 x 108 D
Puntilla-Broza Menor 4,75 x 108 D

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

La germinacion de las esporas con un mayor indculo, se observan en el siguiente cuadro,
aumentado de forma considerable el porcentaje germinado a los 14 dias en el medio P-G-L,
por otro lado, en los sustratos P-G y en P-B, el porcentaje disminuye a los 14 dias (con
proceso de secado). En el sustrato A se mantuvo el porcentaje. Por otra parte, utilizando un
menor indculo, la germinacién de las esporas fue mayor en el medio P-G-L a los 14 dias,
mientras que para el resto de sustratos se mantuvo alrededor de 70 % de germinacion (Ver
Cuadro 10).

Cuadro 10. Porcentaje de Germinacion de esporas, antes y después del proceso de secado.
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Germinacion (%)

Tiempo In6culo mayor In6culo menor

Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 89% 92% 62% 75% 11% 80% 76% 2%
14 dias 88% 80% 91%  37% 2% 70% 88% 76%

El proceso de secado logra disminuir de forma notable el porcentaje de humedad contenido

en todos los sustratos, tanto en el indculo mayor como en el menor (Ver Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado.

Humedad (%0)

Tiempo In6culo mayor Inoculo menor

Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7dias  30% 32% 34% 56% 32% 32% 34% 72%
14 dias  18% 22% 20% 28% 20% 24% 20% 26%

2.2.3. Fotoconidiacion-Luz Blanca

Con in6culo de 2,5 x 10° conidios/ml, se obtienen en los sustratos: Ay P-G-L, més de 1,0 x
10° conidios/ml a los 7 dias de crecimiento. Se puede observar en la Figura 13 que en el
sustrato P-G los 5 dias de crecimiento se obtienen 1,35 x 10° conidios/ml, mostrando una

reduccion a los 7 dias de crecimiento con 5,0 x 108 conidios/ml.

Por otra parte, con un indculo de 2,5 x 10° conidios/ml, la maxima concentracion alcanzada
se concretd en el medio P-G-L, mientras que solo el medio P-B no logré la concentracion

minima requerida consiguiendo tan solo 7,75 x 108 conidios/ml.
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Figura 13. Comportamiento de la produccion de conidios ante la exposicion de luz blanca,

en los diferentes sustratos.

En el siguiente cuadro se aprecia que los sustratos puntilla-granza-linaza y puntilla granza

utilizando el mayor indculo, y el sustrato puntilla-granza-linaza utilizando un menor indculo,

son estadisticamente iguales como también son los tres sustratos con mayor produccion de

conidios bajo la exposicion a la luz blanca.

Cuadro 12. Agrupacién de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%.

Prueba de Tukey
Medio In6culo Media Agrupacion
Puntilla-Granza-Linaza Mayor 1,75 x 10° A
Puntilla-Granza-Linaza Menor 1,60 x 10° A
Puntilla-Granza Mayor 1,45 x 10° A
Arroz Menor 1,05 x 10° B
Arroz Mayor 8,50 x 108 BC
Puntilla-Broza Mayor 7,75 x 108 BCD
Puntilla-Broza Menor 5,50 x 108 CD
Puntilla-Granza Menor 5,00 x 108 D

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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Cuando se utiliza un mayor indculo los conidios germinados luego del proceso de secado,
son mayores al 90% en todos los sustratos exceptuando el de P-B con un 79%, también se
observa un aumento de la germinacion en los 14 dias (con secado) en contraste con la

germinacion evaluada a los 7 dias.

Cuando se utiliza un menor indculo la germinacion, aumenta considerablemente a los 14 dias

(con secado), se alcanza el mayor porcentaje en el medio P-G-L.

Cuadro 13. Porcentaje de Germinacién de esporas, antes y después del proceso de secado.

Germinacion (%)

Tiempo Inéculo mayor In6culo menor

Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 68% 38% 21% 20% 70% 56% 40% 40%
l4dias 91% 93% 90% 79% 84% 95% 88% 73%

El porcentaje de humedad después del proceso de secado se logra disminuir

satisfactoriamente (Ver Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado

Humedad (%)
Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 30% 30% 34% 64% 30% 30% 34% 56%
14 dias  18% 20% 20% 32% 20% 20% 20% 24%

2.2.4. Tiempo de aireacion (apertura de la bolsa)
2.2.4.1. Primer Dia

El sustrato de Puntilla-Granza-Linaza resultd ser el mayor, con 1,50 x 10° conidios/ml

mientras que el sustrato de puntilla-broza fue el peor sustrato con 5,95 x 102 conidios/ml.
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Figura 14. Comportamiento de produccion de conidios, en los diferentes sustratos, abriendo
la bolsa al primer dia de inoculado.

Los sustratos: P-G-L, P-G y A; son estadisticamente iguales, como se ve en el cuadro 15

comparten una misma letra.

Cuadro 15. Agrupacién de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%

Prueba de Tukey
Medio Media Agrupacién
Puntilla-Granza-Linaza 1,50 x 10° A
Arroz 1,35 x 10° A
Puntilla-Granza 1,20 x 10° AB
Puntilla-Broza 5,95 x 108 B

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

El porcentaje de germinacion de esporas fue menor al 80%, antes y después del proceso de
secado, (Ver Cuadro 16) a los 14 dias el mayor porcentaje de germinacion se obtuvo en el
sustrato PB.
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Cuadro 16. Porcentaje de Germinacidn de esporas, antes y después del proceso de secado.

Germinacion (%o)

Tiempo Arroz PG PGL PB
7 dias 75 70 68 77
14 dias 70 58 55 72

La humedad contenida en los sustratos llega a un 16% (Ver Cuadro 17).

Cuadro 17. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado
Tiempo Humedad (%)
Arroz PG PGL PB
7 dias 30% 30% 34% 56%
14 dias 18 16 16 18

2.2.4.2. Segundo dia

Los resultados de la apertura de la bolsa el segundo dia de crecimiento, bajo condiciones
ambientales se pueden observar en la seccion anterior de “Otros parametros evaluados-

diferentes concentraciones de indéculo”
2.2.5. Temperatura

2.2.5.1. Temperatura de 25°C
Con un mayor in6culo, en el sustrato P-G-L se consiguid la méxima produccién de conidios
1,45 x 10° conidios/ml, y como se aprecia en el gréafico la menor produccion fue en puntilla-

broza con 6,75 x 108 conidios/ml.

En la figura 15-B, todos los sustratos son estadisticamente iguales, siendo todos mayores a

1,00 x 10° conidios/ml exceptuando al medio P-B con 9,00 x 108 conidios/ml.
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Figura 15. Curva de conidiogénesis de Trichoderma, ante la utilizacion de cuatro sustratos a

25 °C de temperatura.

Cuadro 18. Agrupacién de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%.

Prueba de Tukey
Medio Indculo Media Agrupacién
Puntilla-Granza-Linaza Menor 1,65 x 10° A
Puntilla-Granza-Linaza Mayor 1,45 x 10° AB
Puntilla-Granza Menor 1,38 x 10° AB
Puntilla-Granza Mayor 1,20 x 10° ABC
Arroz Mayor 1,10 x 10° ABC
Arroz Menor 1,08 x 10° ABC
Puntilla-Broza Menor 8,75 x 108 BC
Puntilla-Broza Mayor 6,75 x 108 C

*Las medias que no comparten una misma letra son significativamente diferentes.

A los 7 dias el mayor porcentaje de germinacion fue en el sustrato P-G, mientras que a los
14 dias los mayores porcentajes fueron en P-G (85%) y la puntilla-broza (86%) (Ver Cuadro
19). Mientras que utilizando un menor inéculo la germinacion resulta ser mayor a los 7 dias

que a los 14 dias ya cuando termina el proceso de secado.

53

Arroz

Puntilla-Granza

Puntilla-Granza-

Linaza

Puntilla-Broza



Cuadro 19. Porcentaje de Germinacion de esporas, antes y después del proceso de secado.

Germinacion (%)

Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB

7 dias 86 90 87 86 87 84 91 81

14 dias 80 85 82 86 78 79 82 77

El porcentaje de humedad se disminuye hasta llegar a un 14% en todos los sustratos.

Cuadro 20. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado
Humedad (%)
Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 34 32 32 52 30 32 30 52
14 dias 14 14 14 14 14 14 14 14

2.2.5.2.  Temperatura de 30°C

Utilizando una temperatura de 30°C y un indculo de 2,50 x 10° conidios/ml, se logra en el
medio P-B una concentracion de 9,00 x 108 conidios/ml, mientras que a los 14 dias de
crecimiento se obtienen 1,30 x 10° conidios/ml, s6lo bajo estas condiciones de temperatura
se logra que este medio (PB) llegue a superar la concentracion minima requerida. Por otra
parte, el medio P-G consigue una concentracion de 1,60 x 10° conidios/ml (Ver figura 16-B).

Utilizando un mayor inoculo (2,5 x 10° conidios/ml) a una temperatura de 30°C, en el medio
P-B se consigue una concentracion de 1,08 x 10° conidios/ml a los 7 dias de crecimiento. Por
otra parte, el medio puntilla-granza no llega a la concentracion minima requerida bajo estas

condiciones (Ver figura 16-A).
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Figura 16. Logaritmo de la concentracién de conidios, de Trichoderma, durante 7 dias a
una temperatura de 30°C. A: mayor inéculo; B: Menor inéculo.

Mediante la prueba de Tukey se determina que el mejor sustrato es el P-G con el mayor
indculo, siendo este estadisticamente distinto al resto de sustratos y con mayor concentracion
de conidios (Ver Cuadro 21). En la Figura se observa lo anterior de forma mas representativa.

Cuadro 21. Agrupacién de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%

Prueba de Tukey
Medio In6culo Media Agrupacion
Puntilla-Granza Mayor 2,80 x 10° A
Puntilla-Granza Menor 1,60 x 10° B
Arroz Mayor 1,45 x 10° BC
Arroz Menor 1,40 x 10° BC
Puntilla-Broza Mayor 1,25 x 10° BCD
Puntilla-Broza Menor 9,00 x 108 BCD
Puntilla-Granza-Linaza Menor 7,50 x 108 CD
Puntilla-Granza-Linaza Mayor 5,25 x 108 D

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Independientemente del indculo que se utilice, la germinacion aumenta a los 14 dias (después

del secado, obteniendo valores muy similares.

Cuadro 22. Porcentaje de Germinacidn de esporas, antes y después del proceso de secado.
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Germinacion (%o)

Tiempo In6culo mayor In6culo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB

7 dias 80 75 79 82 64 79 74 40

14 dias 75 94 94 83 76 93 95 84

El porcentaje de humedad bajo esta temperatura llega a valores minimos de 4-6%, después

del proceso de secado, con ambos inoculos (Ver Cuadro 23).

Cuadro 23. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado
Humedad (%0)
Tiempo In6culo mayor Inoculo menor
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7dias 26 16 16 32 16 16 16 18
14 dias 6 4 4 6 4 4 6 4

2.3. Inoculo micelial

En la siguiente figura se muestra la curva de conidiacién a partir de la utilizacion de un
inéculo producto de un fermento liquido en el cual se utiliz6 como medio azlcar y extracto
de levadura (Figura 15-A) como también se utilizé melaza mas extracto de levadura (Figura
15-B). El comportamiento de la produccion de conidios en los cuatro sustratos es similar en
ambos tratamientos, por su parte el sustrato P-G-L alcanza la mayor concentracion a los 7
dias con 1,75 x 10° conidios/ml, mientras que el sustrato P-B alcanza la menor concentracion
con 9,25 x 10%conidios/ml, esto en el que se utiliza azicar como fuente de carbono mientras
que en el que se utiliza melaza como fuente de carbono tan sélo los sustratos P-G y P-G-L

alcanzan una concentracion mayor a 1,00 x 10° conidios/ml.

Es importante destacar que bajo este tipo de indculo se alcanzan las concentraciones ideales

a los 5 dias de crecimiento.
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Figura 17. Concentracién de conidios de Trichoderma spp. utilizando inéculo fermento
liquido (A: azlcar mas extracto de levadura; B: melaza més extracto de levadura).

Mediante la aplicacion de la prueba de Tukey es posible determinar cuédles medios son

estadisticamente iguales (Ver Cuadro 24)

Cuadro 24. Agrupacion de las medias de la concentracion de conidios de Trichoderma spp

utilizando método de Tukey y una confianza de 95%.

Prueba de Tukey

Medio In6culo Media Agrupacion
P-G-L Azlcar 1,75 x 10° A

P-G Melaza 1,5 x 10° AB

P-G Azlcar 1,45 x 10° AB

P-G-L Melaza 1,40 x 10° AB

A Az(car 1,15 x 10° AB

A Melaza 9,5x 108 AB

P-B Azucar 9,25 x 108 AB

P-B Melaza 7,0 x 108 B

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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El méaximo porcentaje de germinacion a los 14 dias, se alcanzo en el sustrato arroz con 84%,

utilizando azucar en el medio para el indculo (Ver Cuadro 25).

Cuadro 25. Porcentaje de germinacion de esporas de Trichoderma

Germinacion (%o)

Tiempo Azlcar Melaza

Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 76 72 70 82 54 89 87 84
14 dias 84 78 80 75 72 83 82 76

El porcentaje de humedad final tiene los valores habituales (14-16%). bajo estas condiciones

(Ver Cuadro 26).

Cuadro 26. Porcentaje de humedad contenido en cada medio, antes y después del proceso de

secado.
Humedad (%)
Tiempo Azlcar Melaza
Arroz PG PGL PB Arroz PG PGL PB
7 dias 30 32 38 52 30 32 32 52
14 dias 14 14 16 14 14 14 14 14

3. Imagenes obtenidas de la Fermentacion Sélida

En las siguientes figuras se observa Trichoderma en fermentacion solida
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Figura 18. Conidios de Trichoderma en camara de Neubauer crecidos en sustrato solido
Aumento de 10X en microscopio Optico.

Figura 19. Vista macroscopica de Trichoderma después del proceso de secado de la
fermentacion solida en el sustrato P-G.
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Figura 20. Vista macroscopica de Trichoderma después del proceso de secado de la
fermentacion sélida en el sustrato P-B.

DISCUSION

1. Fermentacion liquida
1.1. Justificacion de los medios de cultivo utilizados

En la mayoria de investigaciones, reportan la utilizacion de medios de cultivos sintéticos,
como lo son el glicerol y el manitol (Seidl et al., 2004), los cuales son de un alto costo, y para
efectos de este trabajo la idea es reducir costos con la utilizacion de medios de menor precio
y sobre todo de facil acceso. Se eligieron la cebada, linaza, leche, avena y las semillas de
girasol, ya que son de facil acceso (se pueden comprar en cualquier centro de venta) por otra

parte contienen gran cantidad de nutrientes como se ve en el siguiente cuadro.
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Cuadro 27. Informacion nutricional de los sustratos utilizados en la fermentacion liquida.

Sustrato | Azucares | N K Ca Mg |P Cu Zn Mg Fe
% % |[% |[% |% |% | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg
Linaza | 4,40 2,651,02 0,36 |0,34|0,37 | 11 776 |98 147
Avena 1,22 2,020,36|0,28(013(0,21 |5 1545 | 48 64
Cebada | 2,41 1,40 10,37 (0,12 | 0,07 | 0,13 | 4 259 |8 38
Girasol | 1,43 1,57 10,83 (0,19 | 0,20 | 0,24 | 10 299 |19 75
Leche 26,73 504]155]115/0,12 (0,48 |2 506 |0 101

Fuente: Laboratorio Quimico del ICAFE (2016)

En el CICAFE para la produccion de Beauveria bassiana en medio liquido se utiliza como
fuente de nitrdgeno, la linaza que en investigaciones anteriores se determind que era el mejor
sustrato por lo que, estando disponible el mismo en el centro de investigacion se decidio
evaluar para la produccion de conidios de Trichoderma, sin embargo, no resultd ser el

sustrato ideal.

Chegwin y colaboradores (2013), reportan la utilizacion de harina de cebada y harina de
avena para el crecimiento de hongos comestibles, lo que da indicios de que este sustrato

ademas de ser de facil acceso es 6ptimo para el crecimiento de hongos.

Asimismo, en el presente trabajo, el mejor sustrato para la produccion de conidios fue la
cebada con 2,4 x 108 conidios/ml, esto a pesar de no ser el que contiene la mayor cantidad de
nutrientes, indicando que otros factores son mas importantes en el proceso de conidiogénesis
en Trichoderma. O bien, indica que la esporulacion se ve estimulada por el agotamiento de
nutrientes, ya que el sustrato cebada, es el que contiene el menor porcentaje de macro y

microelementos.

El género Trichoderma es poco exigente en cuanto a necesidades nutricionales, y si bien el
proceso de conidiacion no es bien conocido, se desencadena por varios factores como la luz,
pH, temperatura, oxigeno disuelto, falta de nutrientes y dafio mecanico (Horwitz, 1985; Casa-
Flores et al., 2004; Casa-Flores et al., 2006)
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1.2. Dificultades del sistema de cultivo liquido

La produccion de conidios fungicos en granos humedecidos sufre numerosas limitaciones,
incluyendo altos costos de mano de obra, control de calidad deficiente, tiempos de
fermentacion prolongados, preocupaciones ambientales para los trabajadores y dificultades
en el aumento de escala. Se han investigado métodos de produccion de cultivos liquidos y se
han enfocado en la produccién de conidios sumergidos y clamidosporas de Trichoderma
(Lewis & Papavizas, 1983, Papavizas et al., 1984, Tabachnik, 1989, Harman et al, 1991, Jin
etal., 1996, Sriram et al., 2011).

Aunque la tecnologia de fermentacion liquida ha sido adoptada por algunas empresas
biopesticidas alrededor del mundo para la produccién de conidios sumergidos, no se
proporcionan informes sobre los rendimientos, el tiempo de fermentacion, los costos de
produccién y la comparacidn con los conidios aéreos en términos de bioeficacia (Kobori et
al., 2015).

Los estudios de formulacion se han centrado en los procesos de estabilizacion de la biomasa
de Trichoderma, conidios aéreos y clamidosporas que proporcionaron una estabilidad de
almacenamiento y una bioeficacia adecuadas (Lewis & Papavizas 1985, Jin & Custis 2010,
Yonsel & Batum 2010, Sriram et al., 2011).

Kobori y colaboradores (2015), destacan que a pesar de estos intentos de producir
Trichoderma en cultivo liquido, los bajos rendimientos, los largos tiempos de fermentacion
y la mala tolerancia a la desecacion y la estabilidad al almacenamiento han perjudicado la

adopcion a gran escala de esta metodologia de produccion por la industria.

La tecnologia de fermentacion liquida tiene el potencial de soportar altos rendimientos de
propagulos estables, eficaces Trichoderma producidos bajo el control de calidad riguroso y
asegurar un producto consistente y uniforme. Aunque los micelios de conidios sumergidos y
las clamidosporas de T. harzianum pueden producirse mediante fermentacion liquida, estas
formas fungicas se producen a menudo con bajo rendimiento, falta de estabilidad al
almacenamiento o persisten mal en el suelo. Si bien estudios previos con otros hongos de

biocontrol han demostrado que los microesclerocios (MS) de Colletotrichum truncatum,
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Mycoleptodiscus terrestris y Metarhizium brunneum pueden producirse rapidamente en
cultivo liquido (Jackson & Schisler 1995; Jackson & Jaronski 2009, 2012; Behle & Jackson
2014), no se habian encontrado informes de formacién de esclerocios en el género
Trichoderma, hasta una reciente investigacion, donde Kobori y colaboradores (2015),

reportan éstas estructuras en cultivos liquidos de Trichoderma.

Los MS fungicos son propagulos preferibles para su aplicacion en el suelo ya que son
estructuras resistentes a hibernacion, con la capacidad intrinseca de sobrevivir a condiciones
de estrés, tales como la desecacion y la fungistasis del suelo (es decir, la competencia con

otros microorganismos del suelo) (Kobori et al., 2015).

Ademas, reportan que los cultivos de T. harzianum crecieron en medios liquidos con una alta
concentracion de carbono y fuentes apropiadas de nitrogeno y carbono diferenciadas para
formar MS y que estos granulos secos de MS produjeron altas concentraciones de conidios
aereos cuando se rehidrataron. Asimismo, MS de T. harzianum fueron altamente eficaces
como un tipo de propagulo para introducir el antagonista en la mezcla de envasado con el fin
de reducir la enfermedad (Kobori et al., 2015).

Los agentes fungicos de control bioldgico destinados a ser utilizados como biopesticidas
deben sobrevivir al secado y tienen una vida util prolongada a temperatura refrigerada vy,
preferiblemente, a temperatura ambiente. Como propagulo de hibernacién, se espera que los
MS de hongos filamentosos tenga la capacidad de sobrevivir mas tiempo que los conidios

producidos asexualmente en condiciones naturales (Kobori et al., 2015).

Jin y colaboradores (1996) encontraron que la conidiacion en medio liquido se intensifica a

las 68 horas de fermentacion y el incremento en biomasa se da a partir de las 96 horas.

Vasquez (2010), utilizando harina de arroz como medio de cultivo con un indculo 1 x 108
conidios/ml, obtuvo una produccion de 1,35 x10° conidios/ml para T. harzianum y 2,21 x 10°
conidios/ml para T. viride como méaxima esporulacion al octavo dia de fermentacion,
evidenciando que la esporulacion va a ser afectada tambien por la especie con la que se

trabaje.
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Dado que no se alcanzaron las concentraciones requeridas de conidios y que la fermentacion
liquida, tanto con los medios liquidos y los medios semi-sélido, no favorece la produccion
de los conidios, sino mé&s bien la produccion de biomasa o micelio y clamiddsporas (Ver
figuras 7 y 8), es recomendable utilizar este tipo de fermentacion para la produccion de
metabolitos o bien MS. Otra problematica es la contaminacion bacteriana que la hace poco

viable para la produccion a gran escala.

Por otro lado, ya que la fermentacion liquida no fue exitosa se decidié continuar con la
fermentacion solida y enfocarse por completo en la misma con el fin de optimizar las

condiciones de cultivo en la misma.

2. Fermentacion Soélida

Los métodos de control de plagas que utilizan la fermentacion en estado sélido para cultivar
patdgenos de insectos y hongos parasitos estan aumentando la atencién. Los costos de
produccion podrian ser grandemente reducidos y la virulencia a las plagas de insectos
aumentd grandemente. El cultivo de hongos como Beauveria bassiana o Colletotrichum
truncatum con capacidad insecticida es una de las formas mas eficaces. La tecnologia de
fermentacion de doble estado dinamico de gas inventada por el Instituto de Ingenieria de
Procesos de la Academia China de Ciencias, se ha aplicado con éxito en la produccion
industrial de plaguicidas mediante el cultivo de Bacillus thuringiensis y la virulencia podria
alcanzar 10.000 1U / mg (Chen & He, 2012).

Otra aplicacion importante de la fermentacion en estado sélido en la proteccion del medio
ambiente, es la biotransformacion de cultivos y residuos para mejorar su valor nutricional
(Chen & He, 2012).

Las caracteristicas del sustrato portador nutricional de fermentacion en estado sélido se
pueden reconocer tanto desde aspectos macro como microscépicos. Macroscopicamente, los
pesos secos y la permeabilidad al aire del sustrato son dinamicos durante el proceso de
fermentacion. Los aspectos microscopicos incluyen principalmente el crecimiento de
microorganismos, la adhesién sobre la superficie del sustrato, asi como la descomposicion
por el microbio (Chen, 2013).
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Desde el punto microscépico de crecimiento de hongos en el sustrato solido, éste esta
limitado por la tension superficial del agua, por lo que el crecimiento se concentra
principalmente en el poro y el borde de la pelicula liquida. Un tamafio de poro grande es
adecuado para un suministro de oxigeno adecuado, pero al mismo tiempo, los contactos con
nutrientes estarian impedidos por el gran impedimento estérico. Las pequefias particulas
tienen un pequefio impedimento estérico, que es adecuado para el contacto total del
microorganismo y el nutriente, pero la difusion del oxigeno se ve afectada (Chen, 2013).

El tamafio de la particula del sustrato P-G y P-G-L era mucho menor visiblemente que el
tamafo del Arroz y del P-B, resultado ser mejor un menor tamafio de particula con poco
impedimento estérico de forma que el contacto entre el hongo y los nutrientes sea mas
efectivo que el mayor suministro de oxigeno que se proporciona con un tamafio de poro mas

grande.

2.1. Justificacion de los sustratos utilizados

La fermentacion en estado sélido es importante para resolver la crisis energética y la
contaminacion ambiental (Chen & Qiu 2010, Chen & He 2012). Los residuos agricolas son
a menudo ricos en nutrientes, proporcionando un habitat ideal para el crecimiento de
microorganismos Por lo tanto, la gente tiende a utilizar residuos agricolas para producir
productos de alto valor. La fermentacion en estado sélido se ha aplicado con éxito para
biocombustibles, biopesticidas, biotransformacién, desintoxicacion biologica vy
biorremediacion (Chen, 2013).

El sustrato es un elemento importante de la fermentacién en estado sélido. Como se ha
descrito, el sustrato s6lido no s6lo sirve como soporte para la fijacion de microorganismos,
sino que también proporciona una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, factores de

crecimiento y otros nutrientes.

En el siguiente cuadro se observa el contenido de nutrientes que presenta cada uno de los

sustratos que se utilizaron en la fermentacion solida.

Cuadro 28. Informacion nutricional de macro y micronutrientes presentes en los sustratos

utilizados.
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Sustrato | Azucares | N K Ca (Mg |P Cu Zn Mg Fe
% % |% |% |% |% |mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Arroz 0,56 1,10 { 0,17 | 0,07 | 0,03 | 0,06 | 4 26,2 |15 32
Puntilla | 1,28 1,19 { 0,20 | 0,07 | 0,04 | 0,08 | 5 28,3 |11 37
Granza 0 0,31|0,16 | 0,07 | 0,02 | 0,02 | 2 7,4 66 72
Linaza 4,40 2,65(1,02|0,36|0,34 0,37 | 11 776 |98 147
Broza 0,96 1,74 | 3,74 10,41 | 0,14 | 0,10 | 13 13,8 | 38 255
Puntilla-

Broza-

Cascarilla | 1,37 1,54 2,62 |0,43 0,13 0,08 | 14 17,7 | 62 728

Fuente: Laboratorio Quimico del ICAFE (2016)

La mayoria de los biopesticidas basados en Trichoderma se compone principalmente de
conidios aéreos que se producen utilizando fermentacion de sustrato sélido sobre granos
humedecidos (Bettiol 2011, Woo et al., 2014).

En el ICAFE cuentan con grandes cantidades de desechos de broza de café, por lo que se
decidi6 evaluar el desecho como sustrato para darle una utilidad al mismo y ademas sustituir

al arroz como sustrato principal para la produccion de Trichoderma.

Jackson y colaboradores (1991), reportan que 3,28 mg/L de Fe, en un medio basal son
suficientes para un 6ptimo crecimiento de biomasa, mientras que mas de 164 mg/L resultan

ser toxicos para el crecimiento de Trichoderma spp.

Un dato importante del cuadro 28 es la cantidad de Hierro que contiene la Broza y la PBC,
lo que indica que altas cantidades de hierro pueden inhibir la conidiacion de Trichoderma,
dado que los resultados en estos sustratos a lo largo de la investigacion fueron menores a 1,0

x 10° conidios/ml, exceptuando el tratamiento donde se utilizd una temperatura de 30°C.

La puntilla de arroz, tiene un costo menor al arroz 80/20, ademas que, por consecuente, tiene
un tamafio de particula mas pequefio lo que implica una menor porosidad dificultado la

aireacion, no asi la conduccion del agua por la cercania de las particulas. Esta puntilla,
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siempre se complemento de forma que 80% del sustrato era puntilla y 20% granza o ya bien

broza.

La granza por su parte, tiene la funcion principal de soporte y fijacion, como se aprecia en el
cuadro 28, su contenido de macronutrientes es bajo, mientras que si tiene cantidades
considerables de magnesio y hierro, lo que hacen de la granza, un sustrato que también

complementa la parte nutricional con los micronutrientes.

Otra combinacion de sustratos que resulto ser 6ptima, fue la de 80% puntilla, 16% granza y
4% linaza, donde la linaza juega un papel fundamental en el aporte de nitrégeno al medio,

como se muestra en el Cuadro 28.

2.2. Evaluacién de sustratos

En una primera etapa se evaluaron siete tipos de combinaciones de sustratos, de los cuales
cuatro fueron seleccionados como los mejores, para las siguientes etapas de la investigacion,
tomando en cuenta ya otras variables. Al realizar la prueba de Tukey (Ver Cuadro 5) el
sustrato A como el P-G-L fueron los mejores sin presentar diferencias significativas entre si,
seguido de estos dos sustratos se encuentra el P-G y el P-B 80/20, siendo ambos
estadisticamente iguales; mientras que el P-B 80/20 y el P-B 50/50 comparten también una
letra sin presentar diferencias estadisticas. Aunque el sustrato P-B 80/20 alcanz6 una mayor
concentracion, se eligio el sustrato P-B en proporcion 50/50 ya que de esta forma se utilizaria
una mayor cantidad de broza y una menor cantidad de puntilla reduciendo asi los costos de
produccién. En consecuencia, los cuatro sustratos seleccionados para las siguientes etapas
fueron: A, P-G-L, P-G, P-B.

2.3. Otros parametros evaluados

2.3.1. Diferentes concentraciones de inoculo

Un menor inoculo requiere mas tiempo para que las células se multipliqguen en nimero
suficiente para utilizar el sustrato. Un aumento en el numero de esporas en el indculo
aseguraria una rapida proliferacion y sintesis de biomasa. Despues de un cierto limite, la

actividad metabdlica podria disminuir debido al agotamiento de nutrientes debido a la
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biomasa mejorada, lo que daria como resultado una disminucion de la actividad (Kashyap et
al., 2002).

Se determind que utilizando un mayor inéculo (2,50 x 10° conidios/ml) se alcanza una mayor
concentracion, siendo los mejores sustratos P-G y P-G-L (estadisticamente iguales). El hecho
de utilizar una mayor cantidad de conidios a la hora de inocular influye en el crecimiento y
conidiacion de Trichoderma, bajo condiciones ambientales. Al ser una mayor cantidad de
conidios los del inicio, fomenta que una vez que se adapten al medio y sus condiciones, el

hongo cuente con mas estructuras para iniciar su reproduccién por medio de conidios.
2.3.2. Fotoconidiacion.

Es importante remarcar que, la conidiacién es esencial para la supervivencia de muchas
especies de Trichoderma en el ambiente y por lo tanto se podria esperar un alto grado de
conservacion en como funcionan los genes de conidiacion y se regulan. Sin embargo, se ha
demostrado que las respuestas conidiales bajo las mismas condiciones controladas varian
mucho entre especies. Puede ser que los genes mismos funcionen de la misma manera, pero
las adaptaciones metabdlicas especificas de la especie al ambiente alteran los umbrales de la
respuesta y por lo tanto la respuesta conidial, enmascarando la semejanza en la regulacion
(Steyaert et al., 2013).

La exposicion a la luz puede estimular la reproduccion asexual y sexual en multiples especies
de hongos. En Trichoderma, la conidiogénesis es estimulada por la energia luminosa desde
el ultravioleta cercano (UVA) a la parte azul del espectro (320-500 nm), lo que define a este

género como hongos de "luz azul" (Betina y Farkas, 1998).

Horwitz y colaboradores registraron corrientes eléctricas en la membrana plasmatica de
Trichoderma, de 60 a 150 minutos después de la aplicacion de un pulso de luz azul (Horwitz
et al., 1984c); Gresik et al. (1988) detecté hiperpolarizacién de la membrana plasmatica
después de la aplicacion de luz, asi como un aumento en el nivel intracelular de ATP y una
rapida disminucion de adenosina monofosfato ciclico (CAMP), seguido de un segundo pulso
de AMPc que disminuy6 lentamente. Estas observaciones sugirieron la participacion de una

proteina de membrana, probablemente asociada con proteinas G (Gresik et al., 1988).
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En total oscuridad este género crece solamente como micelio, sin embargo, si se le aplica luz

azul induce una cascada de respuesta que conduce a la conidiacion (Horwitz et al., 1985).

Mufioz (2012) reporta que al aplicar luz azul se estimula la conidiacion encontrando la

expresion de proteinas relacionadas con este proceso.

En este trabajo viendo el cuadro 9y el cuadro 12, no se estimula en gran medida la produccion
de conidios, tanto en la luz azul como en la luz blanca, esto puede deberse a varias razones.
Primero no se conocia la longitud de onda aplicada, tan solo se utiliz6 una lampara que
visiblemente era luz azul, segundo se utiliz6 un fotoperiodo de 12 horas luz-12 horas
oscuridad, segin Mufioz (2012) es posible que aplicando unos minutos un impulso de luz

azul sea suficiente, mientras que la luz constante puede llegar a inhibir la conidiacion.

Por otra parte, se refleja en los resultados que la germinacién se ve afectada negativamente
por la presencia de luz, siendo mucho menor a los 7 dias que a los 14 dias donde se dio el
proceso de secado en ausencia de la luz directa. Como se ha descrito la luz constante puede
ser inhibitorio para la conidiacion Mufioz (2012), siéndolo también para la germinacion de
las esporas, de forma que el estrés es tal que impide la aparicion del tubo germinativo de
forma que el porcentaje de germinacion disminuye, una vez que se elimina la exposicion

directa de la luz, durante 7 dias, el porcentaje de germinacién aumenta.

2.3.3. Tiempo de aireacion.

Se determiné que el tiempo ideal para abrir la bolsa es al segundo dia de fermentacién, lo
cual indica que el hongo necesita primeramente adaptarse a las condiciones de cultivo y
colonizar el sustrato durante los primeros dos dias, a partir del dia dos, es necesario que la
fase gaseosa se expanda, de modo que se abre la bolsa permitiendo una mayor oxigenacién

para asi empezar el proceso de conidiacion.

Hernandez-Ofiate y colaboradores (2012), sefialan que la conidiacién es inducida por una
lesion mecanica, sugiriendo que las hifas filamentosas surgen de las células vecinas y las
puntas de las nuevas hifas se diferencian en conidioforos. Siendo de este modo la agitacion

de la bolsa de vital importancia para la conidiacion.
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La diferenciacion en las células vecinas sugiere la liberacion de moléculas de sefializacion
desde el sitio de dafio, que es percibido por un receptor hipotético en las células adyacentes
(Ver figura 21). El peroxido de hidrogeno (H202) es una molécula de vida moderada que es
capaz de difundirse a traves de las membranas celulares, una caracteristica que es consistente
con su papel como molécula de sefializacion (Vandenbroucke et al., 2008). Se ha propuesto
que el H20 acttia como la supuesta molécula de sefializacion de lesiones y se cree que activa
diferentes cascadas de sefalizacion, incluyendo las proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPKS) implicadas en la adaptacion al estrés (Hernandez-Ofiate et al., 2012).
Por lo anterior es necesario que el oxigeno procedente de la fase gaseosa este en contacto con

el hongo para permitir la produccion de H2O-.
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Figura 21. Sefializacion de las células vecinas ante un dafio mecanico para inducir la

conidiacion. Fuente: (Steyaert et al., 2013)
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Aunque la mayoria de los hongos de crecimiento aerdbico usan oxigeno molecular como
aceptor de electrones terminal durante la respiracion, se ha reconocido que el oxigeno puede
ser potencialmente toxico, principalmente debido a la produccion de radicales libres
colectivamente referidos a especies reactivas de oxigeno (ROS) (Li et al., 2009). A nivel
celular, los efectos de ROS pueden variar desde la muerte celular a efectos mas sutiles en el
metabolismo celular, la morfologia o vias de sefializacion. En las células fangicas, la
produccion de ROS es inducida por multiples factores ambientales como la inanicion, la luz,
el dafio mecanico, asi como la interaccion con otros organismos vivos (Aguirre & Lambeth,
2010).

Otro factor importante, es que, al abrir la bolsa al primer dia es posible que el hongo no haya
colonizado la mayoria del sustrato, permitiendo de este modo que otros microorganismos

interactlen y compitan por espacio y nutrientes.
2.3.4. Temperatura.

La temperatura es uno de los factores mas influyentes que afectan el crecimiento y a la
supervivencia de microorganismo. Los valores absolutos de las temperaturas minimas o
maximas varian mucho entre los organismos y sus especies. La temperatura a medida que se
eleva las reacciones quimicas y enzimaticas de la célula son mas rapidas y por ende el
crecimiento se acelera. Sin embargo, por encima de cierta temperatura algunas proteinas
particulares se desnaturalizan o sufren dafios, afectando el metabolismo de forma
irreversible. La temperatura 6ptima de un microorganismo estd siempre mas cerca de la
maxima que de la minima, en una fermentacion se busca de encontrar la temperatura éptima,
donde las reacciones enzimaticas se den a velocidades en constante aumento, promoviendo

el crecimiento o en dado caso metabolitos (Madigan et al., 2004).

En el cuadro 18 se aprecia que la temperatura de 25°C no estimula en gran medida la
conidiacion, por otro lado, en el cuadro 21 se muestra que la temperatura de 30°C aumenta
considerablemente la produccion de conidios en el medio P-B alcanzado 1,08 x 10°
conidios/ml, concentracidn que tan solo se logra en este sustrato que contiene broza, con la
utilizacion de la temperatura de 30 °C y un indculo de 2,5 x 106 conidios/ml. El contenido de
humedad es alrededor del 4% mejorando el proceso de secado con respecto al resto de
tratamientos. Esto sin afectar la germinacién de las esporas (Ver cuadro 22).
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Al utilizar una temperatura de 30°C la humedad contenida en los sustratos se evaporaba con
gran facilidad, una de las razones por las que el sustrato P-B se vio favorecido es porque
contenia mas humedad que el resto de los sustratos, por el tratamiento previo que se le

realizaba con agua.

Segn Madigan y colaboradores (2004), la temperatura 6ptima no es completamente fija,
puede ser modificada por otros factores ambientales, en particular la composicion del medio

de cultivo.

2.3.5. Iné6culo micelial

Garcia y colaboradores (2006), recomiendan la produccion de biomasa en fermentacion
liquida, para ser utilizado posteriormente como indculo, ademas reportan una gran cantidad
de estructuras producidas en la fermentacién liquida, que permiten la colonizacién posterior
en el sustrato en la fermentacién sélida. Entre las principales ventajas destacan la reduccion

de tiempos en la obtencion del indculo.

La fermentacion de in6culo micelial o bifasica, tiene la principal ventaja de acortar tiempos,
ya que para llegar a producir el in6culo conlleva sembrar en la placa Petri el hongo y esperar
durante 8 dias para que esté completamente esporulada. En cambio, si se inocula micelio,
este se fermenta en un medio de cultivo liquido durante dos dias reduciendo asi los tiempos

de produccidn de en 6 dias, esto en caso de no contar con placas esporuladas de Trichoderma.

En esta investigacion se encontrd que realizar la produccion de conidios en dos fases, una
liquida y otro solida es la mejor alternativa, ya que a los 2 dias de crecimiento en medio
liqguido como micelio (biomasa), se puede proceder con la otra fase en sustrato sélido que, a
los 5 dias de fermentacidn, alcanza las concentraciones ideales, acortando los tiempos de

produccién y reduciendo la mano de obra.

Por otro lado, se encontrd que el mejor sustrato es el P-G-L (Ver cuadro 24) alcanzando 1,75
x 10° conidios/ml a los 7 dias, esto utilizando el medio liquido azlcar y extracto de levadura
de la primera fase, lo anterior puede ser debido a que la melaza, segin Véasquez (2010),

contiene sustancias que inhiben el crecimiento de Trichoderma.
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En los demas tratamientos se alcanzaban las méximas producciones de conidios en el dia 7
de fermentacion en sustrato solido, mientras que en el que se implementa la metodologia de
indculo micelial , las maximas concentraciones se alcanzan en el dia 5, en el mejor sustrato
P-G-L se consigue una concentracion de 2,10 x 10° conidios/ml a los 5 dias de fermentacion
en sustrato sélido, por lo que se recomienda que al utilizar la fermentacion bifasica, a los 5

dias de la segunda fase, se pase al proceso de secado.

2.4. Comparacion de fermentacion liquida con respecto a la fermentacion sélida.

Chavés-Garcia y colaboradores (2008), comparan la fermentacion sélida con la liquida y
obtienen una mayor cantidad de conidios, pureza y germinacion en la fermentacion solida,

demostrado que la fermentacion liquida presenta claras desventajas.

En este trabajo las caracteristicas de la fermentacion sélida y la fermentacién liquida hacen
de la primera un sistema Optimo para la produccion de conidios tal y como lo demuestran los
resultados, en el siguiente cuadro se muestran las caracteristicas principales de cada
fermentacion de modo que a forma de comparacién la fermentacion sélida presenta las
ventajas de poco consumo de energia, menos contaminacion, menos desperdicio de materia

organica, alta tasa de produccion entre otros.

Cuadro 29. Comparacion detallada de la fermentacion sélida con respecto a la fermentacion

liquida

Fermentacién Solida Fermentacion liquida

No hay agua libre, y el agua contenidaenel EI agua es el m&ximo componente del

sustrato es poca. cultivo.

Los microorganismos absorben nutrientes Los microorganismos absorben nutrientes
del sustrato s6lido humedecido; existe un del cultivo liquido, no hay un gradiente de

gradiente de concentracion de nutrientes. concentracion.
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El sistema de cultivo consiste de tres fases
(gaseosa, liquida y sélida), y el gas es la fase

continua.

El requerimiento de oxigeno se obtiene de

la fase gaseosa, poco consumo de energia.

Los microorganismos adsorben o penetran

el sustrato sélido

Al final de la fermentacion, el medio es un

sustrato de estado humedo, y las

concentraciones de productos son altas

Alta tasa de produccion y alto rendimiento

del producto

La mezcla es dificil y el crecimiento de
microorganismos esta restringido por la

difusion de nutrientes

La eliminacion del calor metabdlico es
dificil.
Heterogeneidad

El proceso de extraccion es simple vy

controlable; hay poco desperdicio de

materia organica

Simple contenedor de fermentacion

El sistema de cultivo consiste de liquido, y

el liquido es la fase continua.

Se requiere de un dispositivo que inyecte
aire al medio, y que el oxigeno del aire se

disuelva en el medio.

Los microorganismos se distribuyen en el

sistema de cultivo

Al final de la fermentacion, el medio es
liquido y las concentraciones de productos
son bajas

Baja tasa de produccion y bajo rendimiento

del producto

La mezcla es fécil y el crecimiento de
microorganismos no esté restringido por la

difusion de nutrientes

El control de la temperatura es facil.

Homogeneidad

El proceso de extraccion suele ser complejo;
Hay una gran cantidad de residuos de agua

organica

Bioreactor de fermentacion sellado

Fuente: Chen and Xu (2004)
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CONCLUSIONES

La fermentacion en sustrato sélido favorece el proceso de conidiacion, ademas es una

alternativa més limpia, evitando el desperdicio de agua y materia orgénica.

Usando como inéculo micelio de Trichoderma spp. se reducen los tiempos de
fermentacion, alcanzando la maxima concentracién a los 5 dias de la inoculacion,

consiguiendo hasta 2,10 x 10° conidios/ml en el sustrato puntilla-granza-linaza.

La puntilla-granza y la puntilla-granza-linaza predominan como los mejores sustratos en

todas las condiciones evaluadas.

Cuando la FSS se mantiene a 30°C se logra una deshidratacion mayor del sustrato puntilla-

broza, lo que promueve una buena produccion de conidios.

75



RECOMENDACIONES

Realizar un anélisis de costos-beneficios con el fin de determinar cual sustrato es el menos

costoso, valorando también cual es el 6ptimo.

Probar aplicar mayores porcentajes al 30% de humedad, cuando se manejan temperaturas de
30°C con el fin de evaporacion temprana.

Evaluar si la fermentacion en medio liquido promueve la produccion de metabolitos de
Trichoderma evaluando al mismo tiempo la bioeficacia de los mismos, con el proposito de

lograr un mayor control de las enfermedades que afectan el café.

Acelerar el proceso de secado mediante la utilizacion de los calentadores para conseguir
temperaturas de entre 25°C a 30°C, ya que se comprobd que las mismas no afectan la
germinacién de las esporas, ademas de que los sustratos contienen menos porcentaje de

humedad lo que aumenta la vida dtil del producto.

Verificar la longitud de onda aplicada con la luz azul, con el fin conocer si la longitud de
onda que se utilizaba era la recomendada por la literatura.

Evaluar la bioeficacia de los conidios u otras estructuras producidos, bajo la fermentacion
liquida a nivel de campo para poder realizar una comparacion con respecto a los conidios

producidos en la fermentacion solida.

Estandarizar el tratamiento previo realizado al medio puntilla-broza de modo que siempre

sea el mismo porcentaje de humedad aplicado.

Optimizar la fermentacidn bifasica de modo que se ajusten las condiciones para la maxima
produccion de conidios, siendo una metodologia prometedora, acortando tiempos de

fermentacion y evitando la utilizacion de placas petri como inéculo.
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