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RESUMEN

Trichoderma viride se emplea ampliamente en la lucha contra hongos del suelo
con muy buenos resultados ya que no deja residuos toxicos. Por esta razon la
utilizacion del control biologico es una alternativa de manejo de enfermedades
gue causan dafios a los cultivos. El objetivo de este trabajo es establecer un
sistema de produccion de esporas de Trichoderma viride utilizando diferentes
sustratos y condiciones de incubacion.

Para la elaboracion de las matrices sélidas se utilizaron como ingredientes maiz
quebrado, garbanzo, trigo, sorgo, arroz, gandul, cascara de frijol y mezclas de
los mismos. En bolsa conteniendo 5009, éstos ingredientes se esterilizaron e
inocularon con suspension de Trichoderma viride incubando durante 15 dias.
Para seleccionar el mejor sustrato se evalu6 el nUmero de esporas por gramo de
sustrato. Esto mediante un Disefio completamente al azar, con seis repeticiones.
La matriz mas apropiada para el crecimiento del hongo fue la elaborada con maiz
guebrado y cascara de frijol dando como resultado una cobertura del 90 y 100 %
de crecimiento de Trichoderma sobre la matriz en un lapso de 10 dias, con
contenidos de esporas >1x108por gramo, estimadas mediante calculo de UFC
(p<0.05). Se obtuvieron respuestas favorables para la produccion de esporas en
matriz sélida de maiz quebrado. Por su parte, la cascara de frijol también dio
buen resultado, por lo que se mezcl6 con las semillas de maiz quebrado. Esto
significa que se cumpli6 el objetivo de producir esporas de Trichoderma viride en
cantidades >1x108 (UFC/qg).

vii



ABSTRACT

Trichoderma viride is widely used against soil fungi responsible of plant disease
with very good results since no toxic residues are involved, and therefore, is
friendly to the environment. For this reason, biological control is a new alternative
for managing diseases that cause damage to crops. Thus, the objective of this
work is to establish a large-scale production system for Trichoderma viride spores
using different solid substrates under sterile incubation conditions. For the
elaboration of the solid matrices, cracked corn, chickpea, wheat, sorghum, rice,
pigeon pea, dried bean husk and mixtures thereof were used as ingredients.
These ingredients were placed in bags containing 500g, in order to be sterilized.
Later, bags were inoculated with Trichoderma viride suspension, incubating for
15 days. After that, the number of spores per gram of substrate was evaluated.
This was evaluated using a completely randomized design, with six repetitions.
The most appropriate matrix for the growth of the fungus was the one made with
cracked corn and bean husks, resulting in a coverage of 90 and 100% growth of
Trichoderma on the matrix in a span of 10 days, with spore contents >1x108per
gram, estimated through CFU calculation (p <0.05).

Favorable responses were obtained for the production of spores in a solid matrix
that includes broken corn, in agreement with previous work. Bean husks also
gave a good result when mixed with the broken corn seeds. This means that the
goal of producing Trichoderma viride spores in amounts >1x108 (CFU/g) was met.
This methodology can be used by farmers for large scale spore production in

average farm facilities

viii
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l. INTRODUCCION

Trichoderma viride es un hongo anaerobico facultativo que naturalmente se
encuentra en diferentes habitats, especialmente los que contienen una buena
cantidad de materia organica. Algunas de sus especies tienen la habilidad de
producir enzimas que atacan o inhiben a hongos fitopatégenos, que lo hacen un
excelente agente de control biolégico [1].

Las enfermedades producidas por fitopatdgenos constituyen la mayor causa
de pérdidas en la produccion agricola [2]. Dentro de los principales grupos de
hongos fitopatdgenos que originan -pérdidas a nivel econébmico se encuentran:
Phytophthora, Rhizoctonia solani y Fusarium entre otros, que afectan muchos
cultivos de interés comercial como maiz, cebolla, tomate, frijol, trigo, etc. Estas
enfermedades han aumentado durante los ultimos afios debido a las practicas
agricolas; principalmente por el uso indiscriminado de plaguicidas contra

fitopatégenos del suelo, provocando resistencia, contaminacion y toxicidad [3].

Las exigencias de la agricultura moderna ocasionan malas practicas. Sin
embargo, el aumento de la conciencia social que se tiene ante el enorme
deterioro medioambiental que provoca la utilizacién indiscriminada de estos
compuestos quimicos, ha provocado un gran interés en la busqueda de
alternativas que sean amigables con el medio ambiente para el control de plagas
y enfermedades [4].

Por lo anterior, se busca elaborar estrategias para reducir el uso de
plaguicidas y mejorar los suelos. Entre ellas se encuentra la adicion de

organismos benéficos como es caso del hongo Trichoderma viride.

Con base en la problematica presentada, la finalidad de este trabajo de
investigacién es encontrar un sustrato econdmico y de facil adquisicién, en el
cual Trichoderma viride tenga un buen desarrollo y una elevada produccion de
esporas viables y establecer una metodologia que pueda ser utilizada por los

productores para llevarse a gran escala en condiciones de campo.



Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Establecer un sistema de produccién de esporas del hongo Trichoderma viride

con diferentes sustratos agricolas y condiciones de incubacion.

2.1 Objetivos especificos:

e Evaluar la produccién de esporas de Trichoderma viride sobre matriz
sélida compuesta por semillas de bajo costo.
e Determinar el tiempo 6ptimo de incubacion para la maxima produccion de

esporas de Trichoderma viride.



Il HIPOTESIS

e Los sustratos agricolas compuestos por semillas y rastrojos son
adecuados para la obtencién de esporas de Trichoderma viride



V. REVISION DE LITERATURA

El género Trichoderma spp. es un grupo de microorganismos que habitan
naturalmente en un numero importante de suelos agricolas, con abundante
materia organica en descomposicion y altas densidades de raices. Su desarrollo
se ve favorecido por la presencia de otros hongos que atacan a los cultivos.
Trichoderma viride se encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo,
ademas, se suelen hallar asociados a la superficie de plantas y cortezas de
madera descompuesta de diferentes zonas y habitats. El hongo Trichoderma
viride produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y esporas
(conidias). Tienen una pared celular compuesta por quitina, de rapido
crecimiento que puede utilizar una gran variedad de sustratos complejos como

celulosa, quitina, pectina y almidén como fuente de carbono [1, 2].

La presencia de Trichoderma spp. en los suelos agricolas y naturales en todo
el mundo es una evidencia de ser un excelente competidor por el espacio,
recursos nutricionales y plasticidad ecologica. Trichoderma compite por
nutrientes principalmente carbono, nitrato y hierro. Entre las cualidades que
favorecen la competencia de este hongo antagonista se encuentran la alta
velocidad de desarrollo que posee gran parte de sus aislamientos y la secrecion
de metabolitos de diferente naturaleza que frenan o eliminan a los competidores
en el microambiente. Este modo de accién influye en bloquear el paso al

patdgeno y resulta importante para la diseminacion del antagonista [3].

4.1 Caracteristicas de Trichoderma viride

El género Trichoderma spp. es un grupo de microorganismos que habitan
naturalmente la mayor parte de los suelos agricolas, sobreviven en suelos con
diferentes cantidades de materia organica, asi como en residuos de cultivos. Los
cuales son capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden

ser anaerobios facultativos [4].



Su desarrollo se ve favorecido gracias a la presencia de grandes cantidades
de raices a las cuales protege y coloniza rapidamente. Por otro lado, las colonias
de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que con el paso de los dias se

torna a verde oscuro, esto como consecuencia de una gran esporulacion [5].

Para su aislamiento e identificacion en cultivo in vitro se consideran
caracteristicas macroscoépicas entre las que se encuentran: crecimiento de
micelio con la presencia de anillos blancos, amarillos y verdes, mientras que el
reverso de las colonias es usualmente amarillo, o incoloro; asi mismo, generan

una gran cantidad de esporas como se puede observar en la Figura 1 [6].

Figura 1. Hongo Trichoderma viride.

Entre las caracteristicas microscépicas que ayudan a identificar especies de
este género, esta la presencia de conidiéforos hialinos, ramificacion principal con
estructura en forma de piramide y se encuentran de forma simple o en grupos;
hifas lisas, hialinas y septadas como se muestra en la Figura 2. Las condiciones
Optimas para su crecimiento son: temperatura, en un intervalo entre 25 — 35 °C,
siendo la 6ptima 25 °C; humedad relativa, del 20 al 80 %, con un 6ptimo de 70
%ypH;de6ab6.5[7,8].



Trichoderma viride

conidioforo

Figura 2. Fialide, conidio y conidiéforo de Trichoderma viride.

Uno de los organismos biocontroladores mas popular para controlar
patologias ejecutadas por patdgenos del suelo es el hongo mico parasito
Trichoderma viride entre las propiedades mas relevantes de este hongo se

encuentran las siguientes [9, 10]

% Esta de forma natural en un numero fundamental de suelos agricolas.

% Se puede hallar en diferentes regiones y habitats, en especial donde
existe materia organica o desperdicios vegetales en descomposicion, de

esta forma, como en residuos de cultivos.

% Su desarrollo se ve favorecido por la existencia de altas densidades de

raices las cuales coloniza velozmente.

+«+ Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo.

% La mayor parte de las colonias de Trichoderma en su inicio poseen color
blanco, luego se toma a verde oscuro amarillento, como resultado de una

densa esporulacion.



% Las esporas son las mas viables de los propagulos empleados en
programas de biocontrol. Trichoderma es el primordial producto a obtener

en la produccién comercial y/o artesanal.

% Es capaz de degradar sustratos bastante complicados como almidon,
pectina y celulosa entre otros, y emplearlos para su desarrollo gracias al
gran complejo enzimatico que tiene (enzimas hidroliticas como amilasas,

pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras).

¢+ Trichoderma es un hongo con una alta capacidad de soportar un extenso

rango de temperaturas, presentando una amplia reparticion ecolégica.

% Los valores 6ptimos para su desarrollo y esporulacion oscilan cerca de los
25 °C, un elemento fundamental a considerar a lo largo de la multiplicacion
es la conveniencia de periodos alternados de luz y oscuridad, que

favorezcan la colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos firmes.

4.2 Factores que influyen el crecimiento de Trichoderma

Los principales factores que influyen para un buen crecimiento de

Trichoderma son:
4.2.1 Temperatura

Es un factor importante que influye en la velocidad de crecimiento de estos
microorganismos, la temperatura Optima de crecimiento de Trichoderma es
diferente para cada especie; sin embargo, al igual que la gran mayoria de
hongos, estos se desarrollaran en rangos de temperatura entre 10 y 40 °C, pero
en la mayoria de los casos, la temperatura 6ptima se encuentra entre 25y 30 °C
[11, 12].



4.2.2 pH

El pH juega un papel importante en la regulacion de la produccion de enzimas
extracelulares. La mayoria de cepas de Trichoderma tienen la habilidad de crecer

en un amplio rango de pH de 6 y 6.5 [13].

4.2.3 Luminosidad

La mayoria especies del género Trichoderma son fotosensibles, esporulando
rapidamente sobre sustratos naturales en respuesta a la alternancia diaria de luz
y obscuridad [14].

4.2.4 Necesidades nutricionales de Trichoderma viride

Las necesidades nutricionales de Trichoderma viride son bien conocidas. Es
capaz de degradar sustratos bastante complicados como almidon, pectina y
celulosa entre otros y emplearlos para su beneficio gracias al gran complejo
enzimatico que tiene (enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas
y quitinasas, entre otras). Del mismo modo, Trichoderma asimila como fuente de
nitrdbgeno compuesto como por ejemplo aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y
sulfato de amonio (proceso de fermentacion sélida para la produccion de
Trichoderma desde los residuos agroindustriales cascarilla de arroz (Oriza

sativa) y residuos de papa (Solanum tuberosum)). [15, 16].



Figura 3. Trichoderma viride cultivado in vitro. a) Esporulacién sobre medio
PDA. b-d) Pustulas. e-i) Conidiéforo. j-I) Conidias.

4.3 Control biolégico

El control biolégico puede ser definitivo como la reduccion del inoculo o de la
actividad de un fitopatbgeno mediante la acciéon natural de uno o mas
microorganismos a través de la manipulacion del ambiente, del hospedero, del

antagonista o por una introduccién masiva de uno 0 mas microorganismos [17].

Las especies del género Trichoderma son las mas utilizadas para el control de
enfermedades de plantas causadas por hongos debido a que no afectan las
plantas superiores, son faciles de aislar, cultivar y rapido crecimiento en diversos
sustratos [18].

Trichoderma viride controla fitopatbgenos de parte aérea mediante la
colonizacién radicular, ya que induce la resistencia sistémica contra ataques en
otras partes de la planta. Otros estudios han demostrado que inocular las raices
con determinadas cepas de Trichoderma lleva a un aumento localizado en la

planta de las enzimas vinculadas a la resistencia a patégenos [19, 20].



El uso de Trichoderma viride como agente de control biolégico se da por la
identificacion precisa, adecuada formulacion y estudios acerca de los efectos
sinérgicos de sus mecanismos de biocontrol, ademas porque presenta otras
caracteristicas tales como ubicuidad, facilidad para su aislamiento y cultivo,
rapido crecimiento en un gran nimero de sustratos y porque no afecta a las

plantas superiores [21].

Trichoderma viride evita y reduce las patologias causadas por hongos como:
Rhizoctonia solanii, Fusarium, Alternaria, Phytophthora, Sclerotium, Pythium,
etcétera., y patologias causadas por bacterias de los géneros como por ejemplo

Pseudomonas y Erwinia [22].

Ademas controla ciertos tipos de nematodos patdégenos de las plantas y
actia como descomponedor de materia organica para entregarla en forma

asimilable a la planta, promoviendo su incremento y desarrollo [23].

4.4 Mecanismos de accioén directos de Trichoderma viride como agente de

biocontrol

Las diferentes especies de Trichoderma logran la colonizacién de un
determinado lugar, para lo cual ejercen mecanismos por competencia directa por
espacio y nutrientes, también la produccion de ciertos metabolitos que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos y el micoparasitismo. A continuacion, se

describen cada uno de ellos [24, 25].

4.4.1 Competencia por espacio y nutrientes

La inanicion es la causa mas comun de muerte para microorganismos, la
competencia por nutrientes resulta en un control bioldégico de hongos
fitopatdbgenos, antagonistas y micoparasitos [26, 27]. El mecanismo de
competencia que poseen algunas cepas de Trichoderma se considera esencial
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para la prevencion de enfermedades, pues la zona colonizada no podra ser

ocupada por ningun patégeno como observa en la Figura 4 [28,29].

e

R. solaniy
Trichoderma viride

Rhizoctonia solani Trichoderma viride

Figura 4. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani por Trichoderma

viride.

4.4.2 Antibiosis

Trichoderma viride actia sobre sus antagonistas produciendo ciertos
metabolitos o antibidticos como parte de su naturaleza que inhiben el crecimiento
de otros microorganismos como se muestra en la Figura 5 [30]. Estos metabolitos
pueden ser viridinas, gliotoxinas y otros. Los cuales actiuan directamente para

inhibir el crecimiento y desarrollo de otros organismos [31, 32].
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani por

gliotoxina producida por Trichoderma viride.

4.4.3 Micoparasitismo

El ataque directo de un hongo a otro es un proceso muy complejo que
involucra eventos secuenciales, incluye reconocimiento, ataque y penetracion
subsecuente y muerte al huésped [33, 34]. Trichoderma viride puede ejercer
control directo por el rango de micoparasitismo de hongo, detectando otros
hongos y creciendo sobre ellos [35]. El proceso de micoparasitismo ejercido por
Trichoderma se produce en varias etapas sucesivas como se observa en la
Figura 6. Inicialmente, luego de entrar en contacto la hifa de Trichoderma, ésta
ejerce una presion mecanica sobre la hifa del patdgeno. Después, hay una
generacion de metabolitos al reconocimiento del patégeno y da lugar a la
produccién de enzimas quitinoliticas para degradar la quitina de las paredes del
hongo patdgeno. Seguidamente hay mecanismos de absorcion del contenido
citoplasmatico del patdgeno por Trichoderma [36, 37].
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Estimulos del
hospedero

Trichoderma

o

Trichoderma..

b) Patogeno

Figura 6. Micoparasitismo de Trichoderma: a) Crecimiento en respuesta a
estimulos de la hifa del hospedero, b) Reconocimiento mediante
lectinas especificas y ¢) Adhesién o enrollamiento y penetracion al

hospedero mediante la produccidon de enzimas quitinoliticas.

4.5 Mecanismos de accion indirectos de Trichoderma viride como agente de
biocontrol

4.5.1 Efecto promotor del crecimiento en plantas
El género Trichoderma aparte de controlar enfermedades producidas por
diferentes patdgenos, tiene la capacidad de promover el crecimiento de las

plantas inoculadas con el mismo [38, 39].
Trichoderma viride presenta accion solubilizadora de nutrientes y minerales

del suelo, lo que conlleva a un aumento en el crecimiento de las plantas, ademas

de la disminucién de la actividad de organismos perjudiciales de la raiz, lo cual es
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un efecto indirecto que brinda proteccién a las mismas contra el ataque por

fitopatégenos [40].

Especies del género Trichoderma presentan una relacion simbidtica con las
raices de plantas que determinan un aumento considerable en el crecimiento de

las mismas y por lo tanto mayor tolerancia a situaciones de estrés [41, 42].

4.5.2 Solubilizacion de nutrientes minerales

Los nutrientes en el suelo se encuentran en diferentes formas quimicas, donde
muchas veces estos no se encuentran disponibles para las plantas. Ciertos
microorganismos pueden transformar las formas no solubles, o sea no

disponibles en disponibles para las plantas [43].

Trichoderma viride es un microorganismo con capacidad de solubilizar
nutrientes y minerales del suelo no disponibles para las plantas. La forma en que
lo hace es mediante tres mecanismos: acidificacion del medio mediante la
liberacion de &cidos organicos que secuestran cationes y acidifican el medio
alrededor de las raices, produccion de metabolitos quelantes que quelatizan Fe,

Fe3+y Cu2+ y actividad redox [44].

Debido a los mecanismos mencionados anteriormente es que, los fosfatos
principalmente de calcio, Fe2 O3, MnO2, Cu y Zn quedarian disponibles para las
plantas, lo que provoca incrementos en la altura y biomasa de las mismas [44,
45].

4.5.3 Induccion de resistencia
La resistencia se define la capacidad de un organismo para excluir o superar,
por completo o en algun grado, el efecto de un agente patdgeno o factor

perjudicial de otro tipo [46].
La induccién de mecanismos de resistencia a enfermedades, se activa por la

mediacion de sistemas de reconocimiento especificos por los cuales la planta

reconoce el ataque de un patégeno [47].
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La planta posee la capacidad de resistir una enfermedad o adquirirla en la
interaccion con el patégeno, esta puede ser de dos tipos: compatible cuando
ocurre enfermedad, e incompatible cuando la planta resiste [47, 48].

4.5.4 Resistencia sistémica inducida

La resistencia inducida se basa en que las plantas contienen informacion
genética para la resistencia contra las enfermedades. Hay agentes de biocontrol
como es el caso de Trichoderma harzianum que puede provocar que se activen

mecanismos antes que se dé la infeccidén por un patégeno [49].

Tanto la resistencia adquirida como la inducida pueden iniciarse como
respuesta a una herida local, actuando en forma sistémica en la planta, brindando
proteccién no solo el sitio donde ocurrié la induccion, sino también lugares

alejados del mismo [50].

Trichoderma viride es activo contra hongos presentes en la parte aérea
mediante la colonizacion radicular, induce la resistencia sistémica contra ataques

en otras zonas de la planta [51, 52].

4.6 Sustratos que se utilizan para la produccion de Trichoderma viride

El sustrato es la matriz donde crece el microorganismo. Es un elemento
importante de la fermentacion en estado soélido. El sustrato sélido no solo 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. El agua no esta en forma libre sino adsorbida sobre la superficie de
las particulas, y los poros intersticiales forman una red que permite el libre

intercambio gaseoso, necesario para el crecimiento aerdbico [53, 54].

La produccién de Trichoderma viride en sustratos se realiza con el fin de
mantener activas las cepas del hongo para que puedan ser procesadas en

residuos agricolas [55]. Una vez esporuladas en cajas Petri en medio PDA, son
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colocadas dentro de sustratos que contengan las substancias tales como

almidon, pectina y celulosa

Generalmente se utilizan compuestos procedentes de la agricultura,
subproductos de la agroindustria aunque se prefiere el desecho de compuestos
organicos debido a que suplen la demanda de nutrientes requeridos por los
microorganismos a un bajo costo. Los sustratos mas utilizados para la
produccion de esporas de Trichoderma spp. son los siguientes: arroz, cascarilla

de arroz, olote de maiz y cascarilla de algodén [56, 57].

4.7 Evaluacién de sustratos a partir de semillas y residuos organicos

Para la produccién de microorganismos, y que estos a su vez puedan realizar
de forma adecuada la sintesis celular y producir metabolitos cuando estos lo
necesiten, los sustratos empleados deben tener en lo posible todos los nutrientes
necesarios. El sustrato es el material donde crece el micelio y sus propiedades
fisicoquimicas son las que determinan los microorganismos pueden crecer en él.
En el cultivo de Trichoderma viride cuando se producen esporas el elemento que
en mayor cantidad se encuentra es el carbono, en tanto que el porcentaje de
nitrgeno se convierte en un factor que limita el crecimiento de los
microorganismos. Como en muchos procesos la relacién carbono nitrégeno es
fundamental, en la produccién de Trichoderma también es muy importante para

la formacion de esporas [58].

4.8 Estudios realizados de sustratos organicos para propagacion de

Trichoderma

De acuerdo a la literatura citada y consultada, el trabajo que lleva por titulo
Evaluacion de diferentes medios de cultivo y condiciones para la produccion de
conidios de Trichoderma spp. mediante fermentacion en el liquido y sdlido.
Usaron este hongo ya que se caracteriza por su capacidad de antagonizar
patogenos y evalud en los sustratos: arroz, puntilla — granza, puntilla — granza —

linaza y puntilla — broza, bajo diferentes condiciones teniendo como
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consecuencia que los superiores sustratos para esparcir son puntilla — granza —

linaza y puntilla — granza [59].

Por su parte otros autores hicieron un analisis sobre la determinacién de la
estabilidad y viabilidad de Trichoderma harzianum Rifai en cinco sustratos
usados para la elaboracion de un biofunguicida. Donde se analizaron 5 sustratos
para producir una cepa de Trichoderma harzianum y se uso cascarilla de arroz
mezclado con arroz partido entre otros, comprobandose que el equilibrio del
producto influye con el tipo de sustrato utilizado en la formulaciéon y la
temperatura, mostrando que el procedimiento mas eficaz es el sustrato de harina
de trigo [60,61].

Sin embargo otros autores trabajaron sobre los niveles de humedad y la
cantidad de sustrato arroz entero para la produccion de Trichoderma spp. y
determinaron que el valor que consigue a grado local, nacional y mundial el
cosechar usando agricultura organica conlleva a aprender diferentes
metodologias amigables con el medioambiente y aptas para la salud [62, 63]. De
esta forma, este analisis se hizo con diferentes volimenes de arroz como
sustrato y porcentajes de humedad a una temperatura de 20 °C con el objetivo
de obtener un biopreparado, en el que se hizo pruebas de concentracién de
esporas ufc/g, viabilidad, virulencia y pureza teniendo excelentes resultados y
dicen que los agricultores tienen la posibilidad de usar este producto desde un

microorganismo productivo y cultivar sin la utilizacion de agroquimicos [64, 65].

Para evaluar si la cascara de haba podia ser usada como sustrato para
esparcir Trichoderma harzianum, tuvieron como testigo un sustrato a base de
cascarilla de arroz [66,67]. Los resultados estadisticos presentaron que la
cascarilla de arroz tiene una viabilidad del 96,94 % y la cascara de haba, 92,76
%,; porcentaje menor por la rigidez de este grano que no posibilita la degradacion
completa por el hongo en cuanto a la consistencia quebradiza del sustrato

testigo, no obstante, recomiendan su uso [66, 67].
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion del sitio de estudio
El presente trabajo se realizo en las instalaciones del Instituto Tecnolégico El

Llano Aguascalientes Figura 7, en el laboratorio de Biotecnologia Aplicada.

Figura 7. Ubicacion geografica de las instalaciones del ITEL, donde se

realizo el trabajo de investigacion.

5.2 Actividades preliminares
5.2.1 Obtencién de las cepas

Como material biolégico se utilizé6 una cepa del hongo Trichoderma viride la
cual fue donada por el IPYCIT (Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica al Instituto Tecnologico El Llano.

5.2.2 Conservacion de las cepas

La conservacién en aceite mineral se realizdé una vez que las cepas fueron
cultivadas y mantenidas en medio papa dextrosa agar (PDA) y esporularan
pasadas las 72 h de incubacion fueron cubiertas completamente con aceite
mineral.
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5.2.3 Cultivo in vitro de Trichoderma viride

5.2.3.1 Preparacién del medio de cultivo (PDA)
El medio de cultivo con mejor efecto para el desarrollo y la multiplicacion del

hongo Trichoderma es PDA (papa, dextrosa y agar).

De acuerdo a las indicaciones del fabricante, se rehidrataron 39 g del medio
en un litro de agua destilada, dejando reposar de 10 a 15 minutos.
Posteriormente, se puso a calentar agitando frecuentemente hasta el punto de
ebulliciébn durante 1 minuto para que se disuelva por completo. Después se llevd
a esterilizar en autoclave durante 15 minutos. Por ultimo, se vacié en cajas de

Petri estériles.

5.1.3.2 Procedimiento de resiembra en el medio de cultivo PDA

Se tomé una caja con medio y otra con la cepa a utilizar. Para resembrar se
tomo una pequefia parte de una caja Petri esporulada con el hongo Trichoderma
viride con un palillo estéril y se coloco en el nuevo medio donde se propagara.
Por ultimo, se rotuld y sell6 con plastico Parafiim® para evitar que se contamine

con microorganismos del ambiente.

5.2.4 Preparacién de los sustratos

Se lavaron los sustratos con agua corriente: (semillas de arroz, frijol y gandul
con su respetivo rastrojo), se pesaron 500 g y se dejaron remojando en sacarosa
al 2 %, en el caso de las semillas de arroz después de lavarse se pusieron a pre-
cocer durante 1 hora a fuego medio a una temperatura de 70 °C. Después se
colaron y se pusieron a escurrir durante 30 minutos para embolsarse y por ultimo
se dispusieron en la autoclave para esterilizar Figura 8. Terminado este proceso
se llevaron las matrices a la camara de flujo laminar en donde se realizo la

siembra de Trichoderma viride como se puede ver en las

Para el segundo experimento se realizé el procedimiento anterior con los

sustratos: maiz, avena, sorgo, trigo y garbanzo. En este experimento se
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quebraron las semillas para exponer el almidon de la parte interna del
endospermo, las semillas se trituraron con ayuda de un molino como se observa

en la Figura 9.

Figura 8. Sustratos organicos: arroz, frijol y gandul y rastrojos

Figura 9. Sustratos organicos: maiz, avena, sorgo, trigo y garbanzo.

5.2.4.1 Siembra de Trichoderma viride en sustratos agricolas

Se prepar6 1 L de suspensién madre la cual se utilizé para inocular las
matrices, procediendo de la siguiente forma: se desinfectd la campana de flujo

laminar con alcohol y se encendi6é el mechero en donde se flameo el matraz y la
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espatula. Posteriormente se tomaron 30 cajas de Petri cultivadas con
Trichoderma viride que contenian cuerpos fructiferos con esporas maduras (con
un color verde intenso) y a cada cajita se afladieron 2 mL de agua destilada
estéril. Posteriormente, con una espatula se rasparon cuidadosamente todas las
esporas y se vacio el contenido en un matraz con 1 L de agua estéril, el cual se

agito para que las esporas se disolvieran muy bien como se muestra en la Figura
10.

Figura 10. Preparacion de la suspensién de Trichoderma viride.

Cada sustrato se prepara seis veces, poniendo en cada matriz 50 mL de la
suspension madre, se mezcld suavemente para que las esporas se dispersaran

por el sustrato tal como se muestra en la Figura 11y 12.

Figura 11. Siembra de Trichoderma viride en sustratos: arroz frijol y
gandul y rastrojos.
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Figura 12. Siembra de Trichoderma viride en sustratos: maiz, avena,
sorgo, trigo y garbanzo.

Posteriormente se rotularon y se llevaron a incubar durante tres dias en un
cuarto oscuro y al cuarto dia se expusieron a la luz blanca y ahi se dejaron hasta
que esporularan completamente a una temperatura de 25 +1 °C para su

crecimiento, durante 15 dias como se muestra en la Figura 13y 14.

Figura 13. Inoculacion e incubacion de Trichoderma viride: arroz frijol y
gandul y rastrojos.
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Figura 14. Inoculacion e incubacion de Trichoderma viride: maiz, avena,
sorgo, trigo y garbanzo.

5.3 Experimentos para la evaluacion de los sustratos

5.3.1 Experimento para evaluar los sustratos de arroz, frijol y gandul y
rastrojos

Se hicieron dos experimentos en los cuales se aplic6 un disefio
completamente al azar con seis repeticiones. En el primer experimento se usaron
los sustratos: arroz, frijol, gandul y sus respetivos rastrojos. Utilizadndolos tal cual
o haciendo mezclas basicas por pares (al 50 %) los experimentos se muestran
en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Tratamientos del primer experimento para determinar la
produccion de esporas de Trichoderma viride en condiciones de

laboratorio.
Tratamiento Descripcion

T1 Arroz
T2 QSA
T3 Frijol
T4 Tazole
T5 FQ+Tz
T6 Gandul
T7 RG
T8 GQ+RG

5.3.2 Experimento para evaluar los sustratos de maiz, avena, sorgo, trigo
y garbanzo

En el segundo experimento se utilizaron como sustratos: maiz, avena, sorgo,

trigo y garbanzo de nueva cuenta se aplicoé un disefio completamente al azar con

cinco tratamientos y seis repeticiones en el Cuadro 2 se mencionan los

tratamientos.

Cuadro 2. Tratamientos del segundo experimento para determinar la

produccion de esporas de Trichoderma viride en condiciones de

laboratorio.
Tratamiento Descripcién
T1 Maiz
T2 Avena
T3 Sorgo
T4 Trigo
T5 Garbanzo
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5.3.3 Experimentos para evaluar los mejores sustratos

Se realizaron diluciones decimales, colocando 1 g de sustrato de las matrices
en 10 mL de agua estéril, luego se agitaron utilizando un vértex hasta que las
esporas se desprendieran. Se tomd 1 mL de la suspensién y se vacié en tubo
Falcon® de 15 mL con 9 mL de agua estéril y se agitd con vortex para obtener
la primera dilucién o 101. De ésta se tom6 nuevamente 1 mL y se procedi6 de
manera subsecuente con el siguiente tubo hasta completar la operacion
previamente descrita. Este procedimiento fue repetido hasta obtener una

dilucién 10° tal y como se muestra en la Figura 15.

1 ml 1ml Tml

9 ml de medio
liguido en cada
u

diluciones 1:10 1:100

Figura 15. Dilucion de esporas de Trichoderma viride.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados de los estudios preliminares

Conservacion de cepas madre de Trichoderma viride

El aceite mineral se ha utilizado para la conservacion de diferentes hongos
entomopatdégenos como se muestra en la Figura 16. La viabilidad de la cepa de
Trichoderma viride conservada en aceite mineral es del 50 % a los 12 meses
estos resultados coinciden con los obtenidos por Bueno y Gallardo [68] quienes
conservaron en aceite mineral otras especies de Trichoderma por un periodo de

dos afios.

Figura 16. Conservacion de cepa de Trichoderma viride en medio de
cultivo PDA.

De acuerdo a la metodologia aplicada para el cultivo in vitro de Trichoderma
viride se obtuvo la esporulacion total del hongo en toda la caja de Petri como se
muestra en la Figura 17 ademas de que se control6 la asepsia y los cultivos no

se contaminaron.
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Figura 17. Resiembray esporulacion en PDA de Trichoderma viride.

6.2Resultados del experimento para evaluar los sustratos de arroz, frijol
y gandul y rastrojos

Todos los dias se reviso el crecimiento de Trichoderma viride. Al sexto dia se
observo:

A los seis dias de crecimiento del hongo Trichoderma viride, se observa el
crecimiento de este hongo en sustrato en la Figura 18.

( )

' g»_'"

Figura 18. Seis dias de crecimiento de Trichoderma viride en arrozy
cascara de frijol.

A los nueve dias de crecimiento del hongo Trichoderma viride, se observa
gue los sustratos estan invadidos por el hongo en estudio en la Figura 19.
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Figura 19. Nueve dias de crecimiento de Trichoderma viride en arrozy
cascara de frijol.

A los doce dias de crecimiento del hongo Trichoderma viride, se observa que
los sustratos estan invadidos tres cuartas partes por el hongo en estudio en la
Figura 20.

Figura 20. Doce dias de crecimiento de Trichoderma viride en arrozy
cascara de frijol.

A los quince dias de crecimiento del hongo Trichoderma viride, se observa
gue los sustratos estan invadidos en su totalidad por el hongo en estudio en la
Figura 21.
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Figura 21. Quince dias de crecimiento de Trichoderma viride en arrozy
cascara de frijol.

De los resultados obtenidos en esta investigacion se acepta la hipotesis
planteada que establece que si el hongo el Trichoderma viride se realiza en un

sustrato orgénico, entonces se podria usar para su reproduccion.

Los sustratos agricolas que contienen almidén tuvieron gran cantidad de
esporas pues es utilizado como principal fuente de alimentacion para
Trichoderma viride. En un primer experimento, se determin6 mediante
comparacion estadistica de medias de crecimiento de micelio como mejores al
tazole (cascara de frijol), semillas de arroz entero y arroz quebrado como se
muestra en la Figura 22. Sin embargo, solo el tazole llegé a un maximo que

apenas supera el 80 por ciento.

29



70

0 50 .
- N . 40 b
30
20 20 -
. < 10 <
10 0 = =1

c c c
< [ I i . . .
O a
Y R I I & & N &° 0"1\1 ob& ® &
d & K & v @ op >
& F & & & & (ao," & )
Dia 12 Din 23
80 S0 3
70 : 80
70
60
60 b
0 b b 50 b
40 40
30 i 20
20 cd «d 20 cd i «d
10 d 4 10 e d . I
0 = =i l I . 0 = £l .
ov ¢.,V‘ O NG B > QS” < ov (.,V’ O & AV > (<] (<)
& & P (;o“b 60& SR o,bob L 6013"

Figura 22. Evolucion del crecimiento de micelio de Trichoderma viride en
ocho matrices preparadas con semillas y rastrojos (p<0.05).

Este proceso de siembra de Trichoderma viride para propagacion en los
sustratos organicos en estudio, se realizd incubando a temperaturas de 25 °C a

30 °C para determinar en qué sustrato se propagé de manera 6ptima.

Se realizaron nueve repeticiones por cada tratamiento para el conteo de
esporas de cada sustrato desde el quinceavo dia de 24 a 48 horas de incubacién
se determiné que el mejor sustrato es el tazole (cascara de frijol) con 4.5 x 108
ufc/mL, seguido por las semillas de arroz QSA (quebrado de semillas de arroz)
con 3.7 x 108 ufc/mL con 3.11 x 108 ufc/mL.

En la Figura 23 se observa el crecimiento, teniendo la mayor cantidad de
esporas el tazole (cascara de frijol).
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Figura 23. Concentracion de esporas.

6.3Resultados del experimento para evaluar los sustratos de maiz,
avena, sorgo, trigo y garbanzo

En la Figura 24, se muestra la esporulacion de Trichoderma viride en el
segundo experimento que se realiz0, los tratamientos elaborados con maiz
quebrado, garbanzo, sorgo y trigo tuvieron un 100 % de crecimiento del micelio
de Trichoderma viride. Solamente el caso de la avena no result6 ser un sustrato
atractivo para este hongo. No obstante, se pudo apreciar que, en la evolucion
del crecimiento el primero en alcanzar el 100% de la cobertura fue el sustrato
elaborado con maiz quebrado. Durante la observacién que se realizé cada tercer
dia, en la combinaciéon de las mezclas de maiz quebrado se observo que el
crecimiento de Trichoderma viride es mas rapido que el resto, esporulando en
su mayoria a los 10 dias. Esto debido a la gran cantidad de almidén que contiene
el sustrato como se muestra en la Figura 13.
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Figura 24. Esporulacion de Trichoderma viride en sustratos de: a) maiz,
b) sorgo, c) trigo.

En la Figura 25 se observa el crecimiento acelerado de Trichoderma viride en
sustratos con mayor cantidad de almidon, teniendo la mayor cantidad de esporas

el maiz, sorgo, garbanzo y trigo al sexto, noveno, doceavo y quinceavo dia.
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Figura 25. Evolucién del crecimiento de micelio de Trichoderma viride en
cinco matrices preparadas con semillas.

De igual forma se realizaron nueve repeticiones por cada tratamiento para el

conteo de esporas de cada sustrato desde el quinceavo dia y de 24 a 48 horas

de incubacién se determiné que el mejor sustrato es el maiz con 6.6 x 108 ufc/mL,

seguido por el sorgo con 6.3.7 x 108 ufc/mL, garbanzo con 6.2 x 108 ufc/mL y

trigo con 5.9 x 108 ufc/mL como se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Concentracion de esporas / g

6.4Resultados de la evaluacion de los mejores sustratos para la
produccion de Trichoderma viride

Los andlisis estadisticos para determinar los mejores sustratos fueron
realizados en la paqueteria de office “Excel’, mediante un ANOVA vy
estadisticamente se demostr6 que hay diferencia significativa entre los
tratamientos. El que presentdé mayor crecimiento de Trichoderma viride del
primer experimento se encuentra el tazole (cascara de frijol), seguido de las

semillas de arroz enteras y quebradas como se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Comparacion de promedios en los tratamientos

Dia 6
Arroz QSA Frijol Tazole FQ+ Tz Gandul RG GQ + RG
16.15 7.47 9.13 38.62 8.02 9.15 16.02 7.13
9.17 48.75 5.42 42.56 4.31 11.31 14.31 5.47
35.74 17.3 7.05 55.32 6.03 13.55 10.03 7.33
44 33.6 6.11 57.21 5 8.13 13.07 13.45
49.61 41.79 7.18 49.65 6.07 10.14 8.05 6.07
16.67 25.58 5.34 51.89 4.23 9.79 10.33 9.17
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28.55667 29.08167 6.705 49.20833 5.61 10.345 11.96833 8.103333
Dia 9
Arroz QSA Frijol Tazole FQ+ Tz Gandul RG GQ +RG
18.57 12.4 9.35 44.21 8.24 9.28 17.24 7.35
15.46 55.98 5.42 55.36 4.31 12.98 21.31 8.31
41.21 24.23 7.52 59.89 6.41 17.93 12.41 9.58
50.6 36.2 6.11 65.86 5 8.13 13.25 17.84
57.82 55.32 7.23 58.87 6.12 11.54 8.34 9.83
21.86 30.13 5.34 66.43 4.23 13.44 10.58 15.46
34.2533333 35.71 6.8283333 58.436667 5.7183333 12.216667 13.855 11.395
Dia 12
Arroz QSA Frijol Tazole FQ+Tz Gandul RG GQ +RG
23.86 14.18 9.35 57.41 8.24 9.36 27.24 8.35
21.59 63.53 5.42 77.58 4.31 15.76 27.31 8.39
54.48 26.43 7.57 68.84 6.46 19.82 16.46 9.78
58.6 46.43 6.11 78.37 5 8.13 13.68 20.59
65.61 57.41 7.35 66.71 6.24 13.51 8.42 11.81
25.27 32.28 5.34 68.52 4.23 16.35 13.64 15.76

41.568 40.0433333 6.85666667 69.5716667

5.74666667 13.8216667 17.7916667 12.4466667

Dia 15

Arroz QSA Frijol Tazole FQ+ Tz Gandul RG GQ + RG
31.03 16.12 9.35 69.46 8.24 9.88 36.24 8.68
29.89 79.7 5.42 88.75 4.31 15.86 29.31 8.47
66.98 32.03 7.57 79.42 6.46 19.82 16.46 10.53
68.92 49.02 6.11 89.74 5 8.13 13.73 25.54
83.58 68.38 7.83 84.68 6.72 15.22 8.72 14.06
27.28 37.16 5.34 79.49 4.23 18.27 13.84 15.86
51.28 47.0683333 6.93666667 81.9233333 5.82666667 14.53 19.7166667 13.8566667
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Cada tercer dia se midio el porcentaje de crecimiento utilizando plantillas de
cartulina. Se dibuj6 una plantilla de cartulina en toda la superficie de las bolsas
plasticas indicando que es el total el 100%. En el transcurso de los dias (6, 9, 12
y 15) se dibujaron plantillas de acuerdo al crecimiento y se compard contra la

plantilla del 100% en base al peso para asi obtener el porcentaje de crecimiento.

Usar semillas de maiz, garbanzo, sorgo y trigo quebradas adicionandoles
sacarosa al 2 % ayuda a estimular la presencia de almidon considerablemente
durante el desarrollo y la esporulacién. De los dos experimentos presentados,
el sustrato mas adecuado para la matriz sélida para una buena y rapida
produccion de esporas de Trichoderma viride fue la elaborada con maiz
quebrado con un resultado de un 100 % de crecimiento de Trichoderma.
Eventualmente, se puede sustituir con tazole (rastrojo de frijol), dando por
resultado un 80 % de crecimiento de micelio, que se puede considerar una
opciébn muy buena para la utilizacién de rastrojos y con inversion de muy bajo
costo si se requiere hacer escalamiento bajo las condiciones de que disponen

los agricultores.

De acuerdo con la bibliografia consultada se establece que hay estudios en
donde se aisla el hongo Trichoderma viride para usarlo como controlador
bioldgico y evadir la utilizacion indiscriminado de agroquimicos, utilizando cepas

de microorganismos a partir de una muestra de suelo inoculada en agar PDA

Con el proposito de sustituir el grano de arroz, se han llegado a usar como
sustratos los residuos agricolas de cascarilla de arroz completa y molida, cascara
de cacahuate como fuentes nutritivas demostrando que se tiene un rendimiento
mayor a 1.10 x 108 conidios/mL de sustrato en los residuos agricolas que fueron

mezclados con arroz [68].

Otros autores usaron semillas de Artocarpus incisa (fruta de pan) y
desperdicios agroindustriales como cascarilla de arroz y algodon teniendo la
mejor produccion de esporas en el sustrato formado por cascarilla de algodon
(enriquecida con resoluciones de melaza) y semillas de Artocarpus incisa con

una concentracion de 2.1 x 108 conidios/mL, y 8.38 x 108 conidios/mL [69].
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Para decidir cuél es el mejor sustrato organico para producir Trichoderma
viride, se evaluaron el namero de conidias/mL tal y se siguid el mismo
procedimiento donde coincidieron los diversos estudios realizados con el

presente trabajo de investigacion [70].

De acuerdo con las investigaciones consultadas, se establece que la
temperatura influye en la propagacion de Trichoderma spp., quienes compararon
las curvas de incremento con el hongo Trichoderma harzianum en los diferentes
sustratos organicos, la temperatura ptima para el desarrollo es de 30 °C, y en
esta investigacion se concluye que de 25 a 30 °C es mayor la produccién de

esporas en los sustratos que se probaron.

37



VIl.  CONCLUSIONES

A partir de las evaluaciones realizadas se encontraron como mejores
sustratos para la produccién de esporas de Trichoderma viride del primer
experimento, tazole (cascara de frijol) y arroz. Del segundo experimento fueron
el maiz, trigo y garbanzo, el que mejor destaco fue el maiz alcanzando el maximo

crecimiento de este hongo en tan pocos dias.

Las cantidades éptimas para el crecimiento de Trichoderma viride en matriz
solida fueron las siguientes: sustrato 500 g, previamente remojado en 2 % de

sacarosa y 50 mL de la suspension madre de Trichoderma viride.

El tazole es una opcién de bajo costo con un 80% de crecimiento cuando no
se tiene suficiente capital para gastarlo en semilla como sustrato. Este material
es ideal para la produccion a gran escala de Trichoderma viride con el cual se
puede obtener una aceptable concentracion de esporas y mediante los
resultados obtenidos se puede mezclar con maiz ya que se demostré que es un

excelente sustrato para producirlo.

Se determiné que los sustratos con mayor cantidad de almidén son ideales
para la propagacion Trichoderma viride por lo que se puede reemplazar el uso

del arroz como sustrato.
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