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RESUMEN

Los hongos Trichodermas son de vital importancia para mantener los cultivos de plantas libres de
hongos fitopatdgenos, por ende, la presente investigacion permitié determinar el mejor sustrato
organico para la reproduccién masiva de Trichodermas, previamente identificadas de suelos
nicaragiienses. Utilizando sustratos como: Arroz (testigo), Maiz, Olote de maiz, Copra de coco y
Melaza , con 5 cepas de hongos que fueron identificados como Trichoderma harzianum (72TG-11),
Trichoderma harzianum (T3), Trichoderma harzianum (CVD-06), Trichoderma sp. (CIXD-11) y
Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12). Mediante fermentacion sélida y bifasica, se realizé la
produccién de esporas por 26 y 15 dias, respectivamente, obteniéndose que con olote de maiz se
produjo concentraciones de esporas muy cercanos a los obtenidos con el arroz; la adicién de melaza
a los sustratos, produjo un ligero aumento en la concentracién de esporas en comparacion a los
obtenidos sin melaza, excepto en las cepas T3 y CVD-06, lo cual aparentemente no muestra
diferencias apreciables en el nimero de esporas obtenidos. Por otro lado, el olote de maiz es el mejor
sustrato para la reproduccion masiva de hongos Trichodermas, ya que se obtienen resultados
satisfactorios en ambas fermentaciones y no compite con el alimento del ser humano.

Palabras claves: Accion antagénica, Trichodermas, sustrato organico, olote de maiz, copra de coco,
esporas.

ABSTRACT

Trichodermas mushrooms are of vital importance to keep plant crops free of phytopathogenic
fungi, so the present research consisted of finding the best organic substrate for the mass
reproduction of Trichodermas fungi, previously identified from Nicaraguan soils. Substrates
were used such as Rice in the control, Corn, Corn cob, Coconut Copra and Molasses as a
supplement to the before mentioned substrates, with 5 strains, previously identified as
Trichoderma harzianum (72TG-11), Trichoderma harzianum (T3), Trichoderma harzianum
(CVD-06), Trichoderma sp. (CIXD-11) y Trichoderma longibrachiatum (QIVD-12).
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Through solid and biphasic fermentation, the spore production process was carried out for
26 and 15 days, respectively; obtaining as a result that the corn cob substrate yielded spore
concentration very close to those obtained with the rice substrate. With molasses addition to
the different substrates, a slight increase of the concentration spores compared to those
obtained in substrates without molasses was obtained, except with the strains T3 and CVD-
06, where apparently there aren’t appreciable difference in the number of spores obtained. In
the other hand, corn cob substrate is the best substrate for mass reproduction of Trichodermas
fungi, since satisfactory results are obtained in both fermentations and there aren’t
competition with human being food.

Keywords: Antagonistic action, Trichodermas, organic substrate, corn cob, coconut copra, spores.
INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, se ha mostrado gran interés en estudiar el potencial de Trichoderma de parte de
varios investigadores y algunas empresas, caracterizando dicho hongo como un controlador bioldgico de
patdgenos del suelo. Los hongos del género Trichoderma sp. son un grupo de microorganismos que
habitan naturalmente en suelos agricolas, con abundante materia organica en descomposicion y alta
densidad de raices. Trichoderma sp. se encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo, y también se
encuentra en Nicaragua en grandes cantidades (Castillo, 2020).

Para la reproduccién de esporas de Trichodermas en medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA)
presenta un crecimiento colonial rapido de 3 dias entre 25-30°C. En este medio, las colonias son de aspecto
algodonoso que se compactan con el tiempo. Cuando su desarrollo es alternado con periodos de luz y
oscuridad, se aprecian las zonas de crecimiento correspondiente a cada periodo. En ausencia de luz el
micelio es de color blanco algodonoso y en presencia de luz se observa la esporulacién con tonalidades
verdosas, dando la apariencia de anillos en forma concéntrica. Al crecer en medio de cultivo, se observa
en el reverso de la placa petri, un color crema y en ocasiones una pigmentacion amarillenta (Windham, et
al., 1986).

Chévez, et al., 2009, probaron sustratos como: arroz 53% (p/p), arroz 53% (p/p)-melaza 3% (p/p) y arroz
53% (p/p)-melaza 10% (p/p), donde el porcentaje faltante es agua destilada. Los tratamientos se
sometieron a cambios en periodos de luz constante y fotoperiodos 24 h luz/24 h oscuridad durante 8 dias
con incubacién a 25°C. Los parametros estimados fueron densidad poblacional (conidios/mL),
germinacion de esporas a 24 horas y porcentaje de pureza. Los resultados indicaron que el proceso de
fermentacion sélida empleando como sustrato arroz-agua destilada a 25°C y la exposicion constante a la
luz permitié mayor recuperacion de conidios (40x10*® conidios/mL), con 92% de germinacion a 24 horas
y una pureza estimada de 92.30%. Por otro lado, Garcia, et al., 2006 y Agamez, et al., 2008, utilizaron
melaza para la reproduccion de biomasa de Trichodermas obteniendo valores entre 108 y 109, sin embargo,
para obtener un buen crecimiento adicionan levadura (Saccharomyces cerevisiae) y en otros casos Urea.
Finalmente, Michel, et al., 2008, utilizaron 15 sustratos organicos diferentes para la reproducir
Trichodermas obteniendo como resultado que el mejor sustrato es el olote de maiz con una concentracion
de esporas de 4.43x108 ml, ademas concluyeron que para el caso de la cepa Trichoderma harzianum
tiene una buena produccién en aquellos sustratos organicos que tienen alto porcentaje de humedad, bajo
contenido de minerales, proteina y grasa, y un porcentaje intermedio de fibra. Por otro lado, Vaillant, et
al., 2016; Campos, 2009, y Osuna, et al., 2012, realizaron el mismo procedimiento en fibra (copra) de
coco, donde se obtuvo un buen crecimiento de los hongos Trichodermas adicionando materia organica.

El presente trabajo, tuvo por objeto, la evaluacion de distintos sustratos para la reproduccion de
Trichodermas previamente aislados e identificados en el laboratorio de Biotecnologia del PIENSA-UNI,
procedentes de diferentes lugares de Nicaragua y con el fin de obtener el mejor de ellos en cuanto a
produccidn de esporas y por, sobre todo, que éste no fuese de consumo humano. Finalmente, que el
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producto obtenido se pudiera aplicar al campo para hacer uso de todos los beneficios que poseen estos
hongos analizando la incidencia de algunos factores ( luz, humedad, temperatura, etc.) que afectan
directamente el crecimiento de biomasa de una cepa de Trichoderma sp. en fermentacion sélida y bifasica,
utilizando los sustratos Arroz como testigo, Maiz triturado, Olote de maiz triturado y Copra de coco,
ademas utilizando melaza como suplemento para los mismos sustratos. Por otro lado, no se obtuvo
crecimiento en copra de coco, debido a que se necesitan otros nutrientes para que el hongo pueda
reproducirse satisfactoriamente, los hongos Trichodermas toman nutrientes de otros hongos (a los cuales
degradan) y de materiales organicos ayudando a su descomposicion, por lo cual las incorporaciones de
materia organica y el compostaje lo favorecen, por lo que en los casos donde se usa copra de coco como
sustrato, contienen la mayor proporcién de estos en su formulacion (Ramirez, 2006).

METODOLOGIA

Cultivo monospdrico y crecimiento radial

Primeramente, se realiz6 una siembra de los hongos Trichodermas identificados en placas petri con medio
s6lido Potato Dextrose Agar (PDA) con un periodo de crecimiento de 48 horas, esto es con el fin de
obtener cultivos metabdlicamente activos y con un desarrollo 6ptimo de crecimiento (Figura 1A).
Posteriormente, se realizan una serie de diluciones (Figura 1B) con el fin de obtener una sola espora
totalmente aisladas de las demas (French y Hebert, 1980) (Figura 1C), ademas analizar el crecimiento
radial del hongo cada 12 o 18 horas hasta llenar totalmente la placa petri (Gémez, et al., 2013) (Figura
1D).

Preparacion y esterilizacién de sustratos organicos

Este procedimiento se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Michel, et al., 2008, tomandose en
cuenta que cada uno de los sustratos se manipula de manera distinta, los sustratos utilizados fueron arroz
como testigo, maiz triturado, olote de maiz triturado y copra de coco triturada, de la cual se pesaron 100
gramos de cada uno para ambas fermentaciones (sélida y bifasica). Para la fermentacion sélida el sustrato
pesado se dejo en remojo durante 15 minutos y posteriormente, se secd encima de papel craft cambiandolo
periddicamente, mientras que para la fermentacién bifasica el tiempo de remojo fue de 45 minutos. Al
concluir la etapa de secado, se procedid a empacar los sustratos en bolsas plasticas, éstas fueron selladas
con cintas de tela de algodon, para permitir aireacion en el interior de la misma. Las bolsas debidamente
selladas fueron sometidas a autoclave por 15 minutos a 121°C y 103.5 kPa (15psi), finalmente, se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 13 horas aproximadamente, donde posteriormente fueron inoculadas
con los hongos (Figura 1E).

Fermentacion sélida

Una vez obtenida las placas Petri totalmente Ilenas y esporuladas con los hongos se le agregé 3 ml de
Tween 80 al 0.1% y 4 ml de antibiético (Amoxicilina MK 500 mg) (Figura 1F), luego con ayuda del asa
digralsky con un angulo de inclinacién de 45° se realizé un arrastre de esporas suavemente para obtener
una suspension concentrada (Figura 1G), donde posteriormente fueron inoculadas en las bolsas que
contenian los sustratos organicos estériles y se dejo crecer durante 21 dias (Michel, et al., 2008).
Fermentacion bifasica

En esta fermentacion, se tomo en cuenta la humedad, por lo que se les agregd mas liquido que en la
fermentacion solida y esto podia desfavorecer el crecimiento de los hongos. Cada sustrato organico
utilizado en el presente trabajo absorbia diferente cantidad de humedad por lo que el rango de melaza
empleada en cada bolsa era de 5-40 mL, cabe mencionar que la inoculacion tanto de la melaza y del hongo
se llevan a cabo el mismo dia y en el mismo momento. Una vez se terminaron de inocular todas las bolsas,
se dejaron en crecimiento durante 14 dias (Mas, et al., 2019).
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Cosecha de esporas

Finalmente, al tener el hongo completamente desarrollado en las bolsas se procedio a separar las esporas
del hongo, del material utilizado como sustrato de cada una de las bolsas que contenian las diferentes cepas
de Trichodermas, para asi cuantificar el valor de la concentracion de esporas que se obtuvieron en todo el
proceso de reproduccién masiva. Para la cosecha de esporas, se utilizé una mezcla que consiste en fécula
de maiz con gelatina simple, con el fin de que ésta absorbiera la humedad que aun pudieran presentar las
bolsas, de tal forma que se obtenga un polvillo mayormente de esporas correspondientes a la cepa
Trichoderma (Gomez, et al., 2013) (Figura 1H).

Cuantificacion de esporas

El conteo de esporas fue realizado en la cdmara de Neubauer Modelo doble, siguiendo el procedimiento
descrito por Gdmez, et al., 2013. Para ello, se pesaron 500 mg de cada muestra (Figura 11), se disolvieron
en 10 mL de agua estéril y se agité con la ayuda de un vortex (Figura 1J), posteriormente, se realizd
diluciones seriadas con el fin de disminuir la concentracion de esporas, luego se tomd una muestra de 10
uL de la altima dilucién (Figura 1K) y se colocé en la cdmara de Neubauer. Finalmente, se coloco la
camara de Neubauer en el microscopio y se contaron las esporas, tomando en cuenta todas las esporas que
se encuentran dentro del cuadrante y las que se encuentran en las lineas de borde superior e izquierda, las
esporas que se encuentran en las lineas de borde inferior y derecha no se toman en cuenta (Figura 1L).

El modelo matematico utilizado para la cuantificacién de esporas es la siguiente ecuacion (1) (Gomez, et
al., 2013):

M=104* (X) * (@) )

gramo

4 Y (g)

Figura 1. Metodologia utilizada para la reproduccién de hongos Trichodermas. A: Activacién metabdlica de
la cepa para el cultivo monosporico, B: Diluciones seriadas para obtener esporas separadas entre si, C:
Obtencion del cultivo monospdrico, D: Crecimiento radial del cultivo monosporico, E: Adicion de Tween 80
al 0.1% y antibi6tico, F: Arrastre de esporas con ayuda del aza digralsky, G: Preparacién de sustratos organicos,
H: Cosecha de esporas, I: muestra representativa para la cuantificacion de esporas, J: Agitacion en vortex de
la suspensién concentrada de espora, K: Suspension de esporas de las cepas en los diferentes sustratos organicos
y L: Cuantificacion de esporas mediante la cAmara de Neubauer.
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RESULTADOS Y DISCUCION

Los hongos utilizados para la reproduccion masiva fueron 5, los cuales fueron seleccionados
basandose en el lugar de procedencia y la especie de los Trichodermas (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los hongos seleccionados para la reproduccién masiva.

Cadigo del Lugar de E .
. ) . specie
Microorganismo procedencia
72TG-11 Terrabona, Trichoderma harzianum.
Matagalpa
T3 Ledn Trichoderma harzianum.
CVD-06 Ticuantepe, Trichoderma harzianum.
Managua
CIXD-11 Ticuantepe, Trichoderma sp.
Managua
La libertad- . . .
QIVD-12 Chontales Trichoderma longibrachiatum.

En el caso de las cepas 72TG-11, T3 y CVD-06 que corresponden a la especie de Trichoderma
harzianum, se tomaron en cuenta debido a que el lugar de procedencia son diferentes y a pesar de ser
una misma especie su comportamiento es diferente, tanto en su crecimiento en medio sélidos como
en sustratos organicos. Por otro lado, las cepas CIXD-11y QIVD-12, que corresponde a Trichoderma
sp. y Trichoderma longibrachiatum, se tomaron en cuenta por ser identificado a nivel de género y
una especie diferente de Trichoderma, respectivamente.

Cultivo monosporico y crecimiento radial

Echeverria, 2006, utiliz6 el procedimiento de cultivo monosp6rico para separar una espora de un
cultivo multiesporico, de tal forma que asegure la procedencia de la germinacién limpia y sin
contaminantes del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana. EI método de cultivo monosporico
garantiza la calidad del aislado y certifica que el mismo se encuentre libre de contaminacidn, esto fue
realizado con la finalidad de obtener un crecimiento puro a partir de una espora para cada hongo a
reproducir y analizar su comportamiento mediante el crecimiento radial a través del tiempo (Figura
2).
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Figura 2. Curva de crecimiento radial de todos los hongos Trichodermas utilizados en la reproduccion masiva.
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En la Figura 2 se puede observar las diferencias de crecimiento entre todas las cepas de Trichodermas
que se utilizaron para la reproduccion masiva. Siguiendo la leyenda que se encuentra en la parte
inferior de la gréfica, se observa que el tiempo de crecimiento hasta que los hongos CIXD-11
(Trichoderma sp.) y QIVD-12 (Trichoderma longibrachiatum) llenaron la placa petri fue de 72 horas,
por otro lado, los hongos T3, 72TG-11 y CVD-06 (todos identificados como Trichodermas
harzianum) el tiempo que tomaron en llenar toda la placa petri fue de 84 horas. En cuanto al
crecimiento radial se puede observar que el comportamiento de las cepas varia en dependencia de la
especie y del lugar de procedencia, por ejemplo, los hongos CIXD-11 y QIVD-12 a las 24 horas
después de inoculada la espora tienen un radio de crecimiento de 2.8 y 2.5 cm, respectivamente,
aungue la diferencia entre los radios es minima ambos tienen el maximo crecimiento radial de 8.5 cm
a las 72 horas. Por Gltimo, con respecto a las cepas T3, 72TG-11 y CVD-06 después de las 24 horas
de inoculada la espora tienen un radio de crecimiento de 2.1, 2.1 y 1.8 cm, respectivamente, donde el
maximo crecimiento radial de 8.5 cm fue a las 84 horas. Chavarria, 2016, analiz6 el ritmo de
crecimiento de aislados de Trichodermas spp. Concluyendo, que las especies de Trichodermas crecen
diferentes y tienen un rango de crecimiento de 60 a 72 horas, lo cual son valores cercanos a los
obtenidos en la presente investigacion, sin embargo, las diferencias en cuanto al tiempo de
crecimiento varian con el tipo de medio del cultivo que se utiliza para este fin, las condiciones de
crecimiento, lugar procedencia, etc.

La cinética de crecimiento radial de un hongo permite tener la informacion del comportamiento del
mismo en especifico, en las condiciones con las que se requiere trabajar, para que de esta forma, se
tenga un manejo total del hongo en cada etapa, para su méaximo aprovechamiento; entender cuando
esté totalmente desarrollado, en qué momento sus esporas estén en perfectas condiciones, etc. Las
caracteristicas del ritmo de crecimiento encontradas en los diferentes aislados utilizados en este
trabajo, concuerdan con lo expresado por otros autores en que los hongos Trichoderma son de facil
aislamiento y de crecimiento rapido en muchos medios de cultivos y sustratos (Sivan & Chet, 1989).
La cinética de crecimiento es una de las caracteristicas principales a tomar en cuenta, para evaluar un
agente de control bioldgico, el crecimiento rapido de un aislado es una caracteristica importante al
momento de realizar una reproduccion masiva del hongo en sustratos organicos y para la obtencién
de un producto formulado, con intenciones de uso en programas de control biol6gico de hongos
fitopatdgenos. Cabe recalcar que cada bolsa que contenia el sustrato organico fue inoculada con una
placa de hongo totalmente esporulada proveniente de una sola espora, esto se realizé con el fin de
reducir contaminacion por manipulacion. En congruencia con esto, se realizd la observacion al
microscopio de todas las esporas de cada cepa a reproducir, antes de ser inoculadas (Figura 3).
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Figura 3. Observacion microscopica con objetivo de 50x de las esporas de los hongos utilizados en la

reproduccion masiva antes de ser inoculadas. A: 72TG-11 (Trichoderma harzianum), B: QIVD-12 (Trichoderma
longibrachiatum), C: T3 (Trichoderma harzianum), D: CIXD-11 (Trichoderma sp.) y E: CVD-06 (Trichoderma harzianum).

En la Figura 3, las imagenes 3A, 3C y 3E corresponden a Trichoderma harzianum con los c6digos
72TG-11, T3y CVD-06, respectivamente, en el cual se puede observar que al tratarse de una misma
especie la concentracion de esporas vistas al microscopio varia grandemente entre ellas, lo que
significa que necesitan mas tiempo para su total crecimiento y esporulacion en placa petri. Por otro
lado, la imagen 3B que corresponde Trichoderma longibrachiatum con el cddigo QIVD-12 se observa
una concentracion de esporas menor que la imagen 3D que corresponde al Trichoderma sp. con el
cédigo CIXD-11, con la diferencia que un hongo se logré identificar a nivel de especie (QIVD-12) y
el otro hongo se identificd a nivel de género, cabe recalcar que ambos hongos su comportamiento es
similar en cuanto a su crecimiento en placa petri como en sustratos solidos, lo cual podria estarnos
indicarnos que son una misma especie.

Fermentacion sélida

A los 5 dias después de la inoculacion de las esporas provenientes de los cultivos monospéricos para
cada uno de los hongos (Figura 4A y B), en las bolsas con arroz y con maiz se observo crecimiento
mayormente de estructura micelar de color blanco caracteristico de los Trichodermas (Figura 4C),
por lo cual se rompieron estas estructuras (micelios) de forma manual para garantizar un crecimiento
homogéneo en toda la bolsa y de esta forma se lograr estresar al hongo para gque continte en la etapa
de esporulacion (Figura 4D), por otro lado en las bolsas con olote de maiz triturado, se observé menor
crecimiento en comparacién a las bolsas con arroz y con maiz. A los 12 dias de crecimiento con un
cambio constante entre luz y oscuridad, se observo que las bolsas con arroz y maiz de la cepa CVD-
06 (Trichoderma harzianum) tenian un color verde con blanco (Figura 4E), en la cepa 72TG-11
(Trichoderma harzianum) con los mismos sustratos tenian un color verde con blanco y amarillo
(Figura 4F), mientras que la cepa T3 (Trichoderma harzianum) con los mismos sustratos ya se podian
cosechar debido a que presentaban un color totalmente verde. En el caso de las bolsas con olote de
maiz de las cepas 72TG-11 (Trichoderma harzianum) y T3 (Trichoderma harzianum) se observé
bastante crecimiento de color verde, en cambio en la cepa CVD-06 (Trichoderma harzianum)
presentd un crecimiento de color blanco (Figura 4G), la cepa CIXD-11 (Trichoderma sp.) presentd
un crecimiento escaso y en la cepa QIVD-12 no hubo crecimiento. Por otro lado, en el sustrato copra
de coco no hubo crecimiento alguno de las cepas de Trichodermas. Es importante mencionar que a
los 19 dias después de inoculadas las cepas en las bolsas ya presentaban mucho crecimiento, sin
embargo, todavia presentaban altos contenidos de humedad, por lo que fue necesario secar
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constantemente el contenido de sustrato inoculado con bolsas de papel craft durante 7 dias (Figura
4H) las cuales absorbieron toda la humedad libre, también se utiliz6 una mezcla de fécula de maiz
con gelatina simple lo que permiti6 que el proceso de cosecha de esporas fuera exitoso (Figura 41),
para un tiempo de crecimiento y secado de 26 dias para esta variante.

U
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Figura 4. Crecimiento masivo de las esporas de los hongos en fermentacion sdlida. A: Inoculacién de las esporas en
los sustratos, B: Crecimiento a las 24 horas después de inoculado el hongo, C: Crecimiento mayormente de micelios de los hongos a los 5
dias después de inoculados, D: Destruccién de las estructuras de los hongos (micelio), E: Esporulacion del hongo y crecimiento de micelios
a los 12 dias después de inoculada la cepa CVD-06, F: Coloracién amarillenta del T. harzianum (72TG-11) en el sustrato maiz triturado,
G: Crecimiento del T harzianum (CVD-06) en el sustrato olote de maiz triturado, H: Secado del sustrato colonizado en bolsas de papel
craft e I: Adicion de la mezcla (fécula de maiz y gelatina simple) antes de su separacion.

Gomez, 2017, realiz6 el procedimiento de reproduccién masiva mediante fermentacion solida en
varios sustratos organicos siendo el principal de ellos arroz, el proceso de crecimiento y secado fue
durante 7 dias cada uno. Por otro lado, Michel, et al., 2008, realizé el mismo procedimiento en 15
sustratos organicos diferentes, entre ellos estan, arroz, olote de maiz triturado y maiz triturado, donde
se obtuvieron resultados excelentes en cuanto al crecimiento de los hongos, el periodo de crecimiento
fue de 21 dias. En ésta investigacion se tom6 mas tiempo de crecimiento y secado del hongo con
respecto a lo reportado por Gémez, 2017; y Michel, et al., 2008 debido a que la humedad en el sustrato
era elevada, también se debid a otros factores por ejemplo, temperatura del ambiente, agitacion
manual de las bolsas, técnica de aireacion en el interior de las bolsas (abrir las bolsas para eliminar
humedad) y principalmente la concentracién inicial del inéculo. Los autores antes mencionados
obtuvieron concentraciones de esporas entre 107 y 108, lo que coincide con lo obtenido en la presente
investigacion.

Fermentacion bifasica (sustratos organicos con melaza)
La fermentacion bifasica se observd de igual forma y constancia que la fermentacion sélida, a
los 5 dias pasados de inoculacion del hongo y la melaza ya se presentaban rastros positivos de un

crecimiento rapido en todas las bolsas de arroz, maiz (Figura 4D) y olote (Figura 4E) en todas
las cepas, sin excepcién, en comparacion a la fermentacién sélida. Esta variante en particular se
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cosecho a los 15 dias después de haber sido inoculadas todas las cepas (Figura 4F), no se realiz
el mismo proceso de secado en bolsas de papel craft gracias a que la humedad que presentaban
las bolsas de sustrato era moderada, pero si se utilizo la mezcla de gelatina simple con fécula de
maiz para la cosecha de las cepas.

w . o . 4
Figura 4. Crecimiento masivo de las esporas de los hongos en los sustratos con melaza. A: Inoculacién de la
melaza en el sustrato, B: Inoculacién del hongo en el sustrato con melaza, C: Crecimiento a las 24 horas después
de la inoculacion, D: Crecimiento mayormente de micelio de los hongos a los 5 dias después de la inoculacién,
E: Rotura de las estructuras de los hongos (micelio) y F: Sustrato totalmente colonizado con esporas listas para
ser cosechadas.

Gomez, et. al., 2013, realizan un método de produccién de Trichoderma spp., dénde preparan agua
destilada en bolsas de arroz con 2 gramos de urea por cada litro de agua. Las bolsas una vez
inoculadas, son llevadas a la sala de germinacion la cual tiene una temperatura entre los 24 y 27°C,
incubandose con variaciones de luz y oscuridad. Las bolsas son agitadas suavemente para favorecer
la oxigenacion del sustrato y se dejaron de 5 a 8 dias para completar su esporulacién. Finalmente se
abren las bolsas en el centro para secar el sustrato y asi bajar el contenido de humedad. La finalidad
de la reproduccidn es de tener la solucion directamente que se aplicara en el campo, por eso trabajan
con agua destilada, hacen el conteo de las esporas luego de tener esa solucién y lo aplican a los
cultivos. Por otro lado, Pineda, et al., 2017, realiz6 reproduccion masiva de Trichodermas en
diferentes sustratos organicos enriquecidos con melaza, demostrando que la humedad del sustrato
juega un papel muy importante y por ende se reduce el tiempo de esporulacién. En el presente trabajo
utilizé melaza al 5% como suplemento para todos los sustratos organicos (arroz, maiz, olote de maiz
y copra de coco) tomando en cuenta como factor importante la humedad ligada a los mismos, una vez
que el hongo se adapta a las nuevas condiciones de crecimiento el proceso de esporulacion es mas
rapido en comparacion a la variante sin melaza, lo antes mencionado coincide con lo descrito por
Pineda, et al., 2017. Por otro lado, Castro y Rivillas, 2012, presentan que para el desarrollo del
metabolismo de Trichoderma, este necesita fuentes de carbono dificilmente biodegradables, como
ligninas y celulosa; en el caso de la copra de coco posee cantidades de lignina y celulosa en menor
porcentaje que en el caso del arroz y el olote. Lo anterior indica que la copra de coco aln con melaza
no le entrega los suficientes nutrientes al hongo para su reproduccion en comparacién con los otros
tres sustratos. Por tanto, para la reproduccién masiva de Trichodermas en copra de coco es necesario
adicionar otro tipo de suplementos que disminuyan el contenido de fibra y a la misma vez que aporten
la humedad que el hongo necesita para su desarrollo como lo reporta Vaillant, et al., 2016.

Cuantificacion de esporas y evaluacion de sustratos
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Agamez, et al., 2008; Vegay Hernandez, 2020; Michel, et al., 2008; Cruz, 2007, Benites y Marroquin,
2015, utilizaron el método de conteo de esporas en Camara de Neubauer, siendo éste el mas sencillo
de aplicar y se obtienen resultados confiables. En la presente investigacién también se utilizo el
mismo método, cabe recalcar que en cada investigacion lo que varia es el modelo matematico
utilizado para el conteo de esporas, esto es debido al tipo y marca de la cAmara que se utilice. Los
resultados obtenidos en este trabajo, se denotan en la Tabla 2 donde se observan los valores
diferenciados para cada especie de hongo Trichoderma y cada sustrato utilizado, tanto con melaza, y
sin el uso de la melaza.

Tabla 2. Resultados de concentracion de esporas en conidios/g en todos los Trichodermas de trabajo

Sin melaza Con melaza
Hongo Sustrato Concentracion de Concentracion de

Esporas Esporas

Arroz 3.30*108 3.9*107

Trichoderma Maiz 2.49*10° 4.1*%107

harzianum (72TG-11) Olote 1.74*10° 9.3*108
Copra de Coco 0 0

. Arroz 2.44%107 2.5%107

| T“.%h"dﬁ?”:a Maiz 2.50*107 6.7%10°

ongibrachiatim Olote 0 2.16%107
(QIVD-12) Copra de Coco 0 0

Arroz 7.525*10° 2.4%107

Trichoderma sp. Maiz 2.84*107 2.06*107

(CIXD-11) Olote 6.00*10° 1.35*107
Copra de Coco 0 0

. Arroz 1.03*108 1.37*108

Trichoderma Maiz 1.29%107 8.1%107

ha”'%””m Olote 1.35%107 1.06*107
(T3) Copra de Coco 0 0

. Arroz 9.20*107 8.7%107

Trichoderma Maiz 3.70*107 5.7%107

Qgrvz'g”(‘)‘g)‘ Olote 3.30%10° 6.1%10°
Copra de Coco 0 0

En la Tabla 2. El valor de las concentraciones de esporas obtenidas en los diferentes sustratos y en
ambas fermentaciones estan dentro del rango establecido para su aplicacién al campo segun lo que
reporta Chiriboga, et. al., 2015, que para efectos préacticos de llevar soluciones de esporas de hongos
Trichodermas al campo lo importante recae en el exponencial de la concentracion de esporas, siendo
la indicada valores mayores a 1x10%. Por otro lado, con base en los resultados mostrados en la Tabla
2, se denota que la melaza aporta una variacion en cuanto al exponente en las concentraciones de
esporas lo cual indica que el uso de esta puede influir en obtener mejores concentraciones para una
mayor escala. También se debe a que la melaza influye en el tiempo de crecimiento y desarrollo de
los hongos, ya que en la fermentacion bifasica la cosecha de esporas se realizd a los 15 dias después
de inoculadas las cepas y en la fermentacién solida se realizo a los 26 dias después de inoculadas las
cepas. Es importante recalcar que el trabajar sin melaza reduce grandemente el riesgo de una
contaminacién al momento de la reproduccion masiva de los hongos, ya que es un sustrato en el cual
crecen una amplia variedad de microorganismos por lo que la utilizacion de este requiere de mayor
cuidado y un trabajo previo a dicha melaza antes de ser inoculada con los sustratos de reproduccion.

Finalmente, la importancia de la comparacion en la reproduccion masiva de Trichodermas, recae en
encontrar un sustrato que no sea competencia con el alimento de consumo humano como lo es el arroz
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y el maiz. Con los resultados obtenidos anteriormente se concluye que el arroz es, en si, el mejor
sustrato para reproduccion de esporas de Trichodermas, de igual forma la mejor cepa de reproduccion
es el Trichoderma harzianum con el cédigo T3, el cual crece en grandes cantidades para todos los
sustratos. Sin embargo, el olote de maiz por su parte es un desecho propiamente de la cosecha de
maiz, y en términos de concentracion de esporas, se obtienen resultados satisfactorios en cuanto a la
reproduccién de hongos Trichodermas, por lo que se concluye que el sustrato mayormente
recomendado para llevar a cabo la reproduccion masiva a escala de laboratorio y posiblemente en
niveles muy grandes de produccion es el olote de maiz triturado con la utilizacion de melaza,
basandose en los resultados mostrados en la Tabla 2 y considerando que este sustrato no significa
competencia alguna con la alimentacion humana.

CONCLUSIONES

Durante la reproduccion masiva de las diferentes cepas de Trichoderma y los distintos sustratos (arroz
como testigo, copra de coco, maiz y olote de maiz), se determiné que el olote de maiz arroja
concentraciones de esporas muy cercanos a los del arroz. Trichoderma harzianum (72TG-11), es
donde se obtiene (en fermentacion sélida) el valor de 3.30x108 esporas en arroz y 1.74x108 en olote,
mostrando que el olote es un sustrato ideal para la reproduccién de los hongos sin tener que utilizar
un alimento del ser humano (como en el caso del arroz). Con el uso de la melaza, el Trichoderma
harzianum (72TG-11), mostr6 estimulacién en su produccion de esporas ante arroz y maiz triturado,
e inclusive ante olote de maiz pasando de 10° sin melaza a 107 con melaza. Similares resultados se
obtuvieron para la mayoria de las variantes en estudio, salvo algunas excepciones como Trichoderma
harzianum (T3) para los cuales la adicion de melaza aparentemente no muestra diferencias
apreciables en cuanto al nimero de esporas obtenidas. Con el sustrato de copra de coco triturada no
se obtuvo crecimiento porque la copra de coco tanto en melaza, como sin melaza no aporta los
suficientes nutrientes para el desarrollo de cepas Trichodermas. Finalmente, se concluye gue la mejor
cepa de reproduccion es el Trichoderma harzianum con el codigo T3 y que el sustrato mayormente
recomendado para llevar a cabo la reproduccion masiva a escala de laboratorio y posiblemente en
niveles muy grandes de produccion es el olote de maiz triturado.
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