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RESUMEN

ABSTRACT

Con el objeto de mejorar la eficiencia en la produccién masiva de
Trichoderma harzianum Rifai se evalud la metodologia de produccion
por fermentacién liquida estatica en forma artesanal. Para ello se
utilizé6 como sustrato melaza de trapiche de cafia panelera fresca y
levadura panadera granulada (Saccharomyces cerevisiae). Se usa-
ron frascos de vidrio transparente de 500 mL donde se colocaron 100 mL
de soluciéon de melaza a 5%, se llevo a 200 mL con agua destilada y
se ajusto el pH a 5,5. Se esterilizaron en autoclave a 121°C y 15 PSI
por 20 min, se dejaron reposar 24 h y luego se agreg6 10 g de levadu-
ra (5%). Se inocul6 con 5 mL de suspensiones de conidios de
Trichoderma harzianum (1 x 10% ufc), se agitaron e incubaron en
forma estatica inclinada durante 14 dias hasta obtener la produccién
completa de conidios. Se encontré desarrollo de diferentes estructu-
ras o biomasa del hongo (micelio, conidios y clamidosporas) a partir
de dos dias. La produccion de conidios se completé entre 8-14
dias, de acuerdo con la cepa T ,= 1,8 x 10° ufc, T,= 5,8 x 10° ufc,
IUTE = 5,4 x 108 ufc, Natibiol = 4,2 x 108 ufc, T,= 5,8 x 108 ufc, Inprodi-
ca = 6,4 x 10%ufc, T,= 3,0 x 10%ufc, T, = 2,8 x 10° ufc, T, = 2,6 x 10° ufc
y Bioagricola = 5 x 107 ufc. Con este proceso se acelera la obtencién
de in6culo del hongo para el proceso de produccion, lo que se logra
antes de tres dias en relacion con la producciéon normal de conidios
por fermentacion sélida usados para resuspender y aplicar como
inéculo, el cual se alcanza entre seis y siete dias.

Palabras claves: biomasa, Trichoderma, fermentacién liquida

INTRODUCCION

La versatilidad, adaptabilidad y la facil manipulacién
de las especies del hongo Trichoderma permite su uso
efectivo en el control biolégico. Trichoderma spp. pro-
duce tres tipos de propagalos como son hifas, cla-
midosporas y conidios, que son activas contra
fitopatégenos en diferentes fases del ciclo de vida, des-

de la germinacién de las esporas hasta la esporulacién
[Fernandez-Larrea, 2002].

De acuerdo con Fernandez-Larrea (2002) existen dife-
rentes formulaciones de hongos antagonistas, las cua-
les se usan en dependencia del mecanismo de accién para

In order to improve the efficiency of Trichoderma harzianum massive
production a methodology by static liquid fermentation in handmade
form was evaluated. French brown sugar loaf cane molasses and
granulated Bakery yeast (Saccharomyces cerevisiae) were utilized
as substratum. In glass bottles of 500 mL were place 100 mL of 5%
molasses solution, it was added distilled water to 200 mL, and pH was
adjusted to 5.5. These were sterilized in autoclave at 121°C and 15
PSI for 20 minutes, putting at rest for 24 h and then were added 10 g of
yeast (5%). The inoculation was made with 5 mL of Trichoderma
harzianum conidia suspensions (1 x 10% ufc), shaked and incubated
in inclined static form during 14 days until getting complete production
of conidia. Develop of different structures or fungus biomass
(mycelium, conidia and clamidosphora) since two days was found.
Conidia production finished between 8 and 14 days, in accordance
with strain T,,= 1.8 x 10° ufc, T,=5.8 x 108 ufc, IUTE = 5.4 x 10°ufc,
Natibiol = 4.2 x 108 ufc, T,= 5.8 x 10°ufc, Inprodica = 6.4 x 10°ufc, T,=
3.0x108%ufc, T, =2.8 x 10° ufc, T, = 2.6 x 10° ufc and Bioagricola = 5 x 10"
ufc. With this process is speeded up the obtaining of fungus inoculums
for the production process, and it is obtained before three days with
regard to normal conidia production by solid fermentation used to
resuspend and apply as inoculums, which is reached between six
and seven days.

Key words: biomass, Trichoderma, liquid fermentation

uso comercial; pero el material seco es el preferido, de-
bido a que uno de los aspectos mas importante en la
comercializacion es el peso y la manipulacién de los pro-
ductos. Las hifas son poco resistentes al secado, por lo
que se trabaja en las formulaciones de las formas
reproductoras (conidios y clamidosporas) como polvos
humedecibles, polvos secos, formulaciones en aceite y
encapsulados que contienen el hongo.

Los conidios son mas resistentes que las clamidosporas
y se producen en mayor cantidad por diferentes vias:
sobre soporte sélido y en cultivos liquidos estaticos y
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agitados, aunque mas débil debido a que la pared celu-
lar es mas delgada, de tal manera que son menos resis-
tentes a las condiciones adversas del ambiente, como
los rayos ultravioletas del sol y a la tecnologia de apli-
cacién, ya que se puede romper mas rapidamente y
danarse antes de realizar su efecto de biocontrol.

Sin embargo, la produccién de Trichoderma liquido re-
presenta una alternativa para cuando la demanda es alta,
va que de esta manera se acelera el proceso de produc-
cién masiva y se obtiene el producto en un tiempo mas
corto, con mayor cantidad y variedad de propagalos, lo
cual indiscutiblemente aumenta su eficiencia.

Por otro lado, una de las formas de acelerar el proceso de
produccién es el uso de métodos combinados, es decir, a
través de fermentacién bifasica, en que se utiliza un pro-
ceso de fermentacién liquida para la obtenciéon de un buen
inéculo que luego se inocula sobre sustratos sélidos.

Estudios realizados por Wei Lin et al. (2006) demues-
tran que en el proceso de fermentacion liquida de T har-
zianum se obtienen sustancias promotoras de crecimien-
to (acido indolacético, acido giberélico, citoquininas y
vitaminas), las cuales son una clase de péptido. Cuan-
do aplicaron T. harzianum sobre la rizésfera de plan-
tas inoculadas con bacterias fijadoras de nitrégeno se
logré un aumento del tamaiio de los nédulos radiculares
y se produjo un incremento en la eficiencia de la fija-
ci6én de nitrégeno.

El método mas comiunmente utilizado en Venezuela
para la produccién masiva del hongo Trichoderma es
por fermentacién sélida monobasica, con el uso de
sustrato alimenticio s6lido tanto para la produccion de
in6culo como para la obtencion final del biopreparado.
En otros casos se obtienen formulaciones liquidas por
resuspension de los conidios proveniente de una fermen-
tacion sélida [Zambrano, 2005].

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar la meto-
dologia de produccién liquida estatica en forma
artesanal mediante el uso de melaza de cafia panelera,
obtenida en la zona (estado de Mérida), mas levadura
panadera como sustrato alimenticio liquido para la ob-
tencién del in6culo del hongo T. harzianum, a fin de
mejorar la eficiencia en tiempo y produccién de biomasa
dentro del proceso de produccién masiva.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 10 cepas de T. harzianum pertenecientes a
la Coleccién de Hongos Antagonistas del Laboratorio

296/fitosanidad

de Fitopatologia del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Agricolas del estado de Mérida (INTA-Mérida).

Para iniciar el trabajo se hizo una reactivacién de las
cepas; se sembré por duplicado en el medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 27°C de
tres a cinco dias. Las cepas de T. harzianum utilizadas
fueron siete no comerciales (7, T7,,T,, T,, T , T ,,
IUTE) y tres comerciales (Natibiol, Inprodica y
Bioagricola). La produccién del inéculo del hongo en
forma liquida se realizé a partir de una solucién de 100 mL
de melaza a 5%, que se afor6 a 2000 mL con agua des-
tilada, y se ajusté a pH 5,5. La solucién se dispensé en
frascos de vidrio de 500 mL, en una cantidad de 200 mL
por frasco y se esteriliz6 en autoclave a 121°C y 15 PSI
por 20 min, se dejaron reposar 24 h y entonces se le
aniadi6é 5% de levadura (Saccharomyces cerevisiae) en
forma aséptica bajo la camara de flujo laminar.

La produccién del hongo en forma liquida se llevé a cabo
a partir de una solucién de 100 mL de melaza de trapi-
che de cana panelera fresca a 5% que se diluy6 a 2000 mL
de agua destilada y se ajusté el pH a 5,5. La solucién se
dispensé en frascos de vidrio de 500 mL, a razén de 200
mL por frasco, se esteriliz6 en autoclave a 121°C, 15 PSI
por 20 min y se dejaron reposar 24 h; luego se le anadié
5% de levadura (Saccharomyces cerevisiae) en forma
aséptica bajo la camara de flujo laminar.

A las placas de Petri con los cultivos de Trichoderma se
les agregaron 10 mL de agua destilada estéril, se agité
un poco, se tomaron 5> mL de suspensiones de conidios
de cada cepa (1 x 10" ufc) y se inoculé en cada frasco
que contenia la solucién de melaza mas levadura.

Una vez inoculados los frascos con la melaza se taparon
con algodén y papel aluminio, y sellaron con parafilm
para proporcionarles condiciones asépticas. Se some-
tieron a agitacién y se incubaron en forma estatica in-
clinada durante 14 dias hasta obtener la producciéon
completa de conidios. Cada tratamiento se repitié diez
veces. Las observaciones se hicieron todos los dias para
detectar tipo de estructuras producidas y luego medir
las cantidades.

La determinacién de la concentracién de conidios por
mililitros se realiz6 en camara de Newbauer por medio
del microscopio 6ptico y un objetivo de 40X, en una di-
lucién de 10%, y se calculé por la férmula [Lecuona, 1996]:

Concentracién (ufc.mL = Niimero de conidios x 4 x 10°x dilucién)

Se realizaron observaciones directas al microscopio 6p-
tico de muestras tomadas a las 24 h de incubacién de
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las siembras realizadas en placas con PDA para des-
cartar las posibles contaminaciones. Los datos sobre

., .. . ,
concentracion de conidios se analizaron a través del
programa Estadistica 6.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observan los resultados sobre produc-
ciéon de biomasa de Trichoderma bajo fermentacion li-
quida. Se encontré que todas las cepas lograron produ-
cir biomasa del hongo a partir de dos dias. La produccién
de conidios se alcanzé entre 8-14 dias. Hubo alta pro-
duccién de micelios y clamidosporas, y ademas se en-
contré una alta concentracién de conidios que varié
desde 5,7x 10" en la cepa comercial Bioagricola hasta
1,81 x 10°ufe/mL. Se obtuvieron diferencias significa-
tivas entre las cepas en cuanto a produccién de conidios.
También se observaron diferencias en forma cualitati-
vas en cuanto a la produccién de micelios y clami-
dosporas.

De acuerdo con la prueba de medias de LDS a 5%, to-
das las cepas tuvieron diferentes comportamientos en
cuanto a produccién de conidios. La que presenté mejor
produccién fue T' ,, seguida de la comercial Inprodica,
T,y IUTE. Se encontraron también diferencias signi-

ficativas en el tiempo necesario para la obtencién final
de conidios. Estas mismas cepas alcanzaron la produc-

., . L. .
cién en solo ocho dias, que fue la mas rapida, seguidas
de T, T,y T, quelo lograron en diez. Las demas nece-
sitaron entre 12 y 14 dias.

Lo anterior indica que existe una alta variacién en cuan-
to ala obtencién final de estructuras reproductivas de
Trichoderma cuando se usa medio liquido, y que ello
estd estrechamente relacionado con el comportamiento
dela cepa a pesar de que todas son T. harzianum.

Trabajos similares se han realizado en Cuba para la
obtencién de Trichoderma por fermentacién liquida con
el uso de melaza de caiia de aziicar y levadura torula, y
selogré producir una concentracién de 2-3 x 10® conid./mL
[Fernandez-Larrea, 2002; Fernandez-Larrea et al., 1992;
Stefanova et al., 1999].

Asimismo Prakash y Lumsden (2006), con el objeto de
obtener un preinéculo liquido de especies de Tricho-
derma utilizaron 0,3 g melaza y 0,05 g extracto de leva-
dura en 100 mL de agua, y lograron una produccién de
10°-10° ufc. En tanto, en el proceso de produccién de
biomasa, cuando utilizaron 2,5 g de extracto de leva-
duray 500 mL de melaza en 1 L de agua, lograron una
produccién de 10° a 107 clamidosporas/mL.

Tabla 1. Produccion de biomasa y conidios de diferentes cepas de T. harzianum

bajo fermentacion liquida

Produccién | Tiempo | Produccién de | Tiempo | Produccién | Tiempo
Cepas . 1. , . , .1 ,
de micelios (dias) clamidosporas | (dias) | de conidios | (dias)
T2 +++ 2 ++ 7 1,81 x109 a 8
tepa comercial + 2 + 8 |64x108b| 12
Inprodica
Ts ++ 2 ++ 5,8x108 ¢ 10
Ts +++ ++ 5,8x108 ¢ 10
IUTE ++ ++ 5,4x108d 8
C(?pa ?omercml ++ 3 + 8 5,0x107 e 14
Biogricola
Cepa comercial ++ 3 ++ 8 4,2x108¢ | 14
Natibiol
T, +++ + 3.0x108 g 10
Th ++ + 2,8x 108 h 14
T, ++ + 10 2,6 x108 i 14
CV 4.4%
Sx 0,378

Letras distintas son diferentes en la prueba de LSD con probabilidad menor o igual a 5%.
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CONCLUSIONES

* Laproduccién de biomasa del hongo T. harzianum a
través del proceso de fermentacién liquida es varia-
ble, depende del comportamiento de la cepa, por lo
que se requiere realizar pruebas preliminares antes
de aplicar este método para reproducciéon de una cepa
en forma masiva.

* La melaza de trapiche panelera fresca y levadura de
cerveza, probada por primera vez en Venezuela como
suplementos nutricionales de T. harzianum para la ob-
tencién de biomasa por fermentacién liquida, result6
exitosa. Se desarrollaron estructuras reproductivas del
hongo: micelio, clamidosporas y conidios. Se requiere
validar el método a mayor escala.

* Debido a la alta cantidad de estructuras reproduc-
tivas obtenidas por este método de fermentacion li-
quida, se puede recomendar su utilizacion en la fase
de preparacién de inculo dentro del proceso de pro-
duccién para agilizarlo, asi como para la produccién
final de propdgalos a utilizar en campo para el
biocontrol de enfermedades de plantas.
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