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Resumen

El género de hongos filamentosos, conocido como Trichoderma, ha suscitado un creciente interés
en la esfera de la agricultura debido a su potencial, tanto como agente de control biolégico, como
promotor del crecimiento de plantas. Este interés surge a raiz de la necesidad imperante de
encontrar alternativas para combatir las enfermedades fungicas, sin poner en peligro la salud
humana ni el entorno ambiental. La utilizacién de Trichoderma spp. como una herramienta de
control bioldgico ha abierto nuevas perspectivas en la agricultura ecoldgica. Lo mas destacado de
su aplicacion es su capacidad para fomentar practicas agricolas sostenibles. Al mismo tiempo, su
uso puede reducir la dependencia de pesticidas quimicos, minimizando, de esta manera, los
impactos ambientales asociados con su utilizacion. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de los sustratos organicos y el porcentaje de humedad en la produccion de conidios de
Trichoderma spp. Se emplearon productos agricolas como el arroz en grano, arrocillo, el maiz en
grano y el maiz molido, a diferentes porcentajes de humedad. Los resultados obtenidos demuestran
que los sustratos de arroz grano entero y arrocillo a 30% de humedad obtuvieron los mejores
resultados en la produccion de conidios. Este enfoque prometedor puede contribuir
significativamente a la agricultura sostenible y al bienestar del medio ambiente.

Palabras Clave: Trichoderma; Fermentacion; Antagonista; Sustrato solido.

Abstract

The genus of filamentous fungi, known as Trichoderma, has sparked growing interest in the
agricultural sphere due to its potential, both as a biological control agent and as a plant growth
promoter. This interest arises from the prevailing need to find alternatives to combat fungal
diseases, without endangering human health or the environmental environment. The use of
Trichoderma spp. As a biological control tool it has opened new perspectives in organic agriculture.
The highlight of its application is its ability to promote sustainable agricultural practices. At the
same time, its use can reduce dependence on chemical pesticides, thus minimizing the
environmental impacts associated with its use. The objective of this research was to evaluate the
effect of organic substrates and the percentage of humidity on the production of conidia of
Trichoderma spp. Agricultural products such as grain rice, rice, grain corn and ground corn were
used, at different percentages of humidity. The results obtained demonstrate that whole grain rice

and rice substrates at 30% humidity obtained the best results in the production of conidia. This
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promising approach can significantly contribute to sustainable agriculture and environmental well-
being.

Keywords: Trichoderma; Fermentation; Antagonist; Solid substrate.

Resumo

O género de fungos filamentosos, conhecido como Trichoderma, tem despertado crescente
interesse no ambito agricola devido ao seu potencial, tanto como agente de controle bioldgico
quanto como promotor de crescimento vegetal. Este interesse surge da necessidade prevalecente
de encontrar alternativas para combater doengas fingicas, sem colocar em risco a satde humana
ou 0 meio ambiente. O uso de Trichoderma spp. Como ferramenta de controle bioldgico abriu
novas perspectivas na agricultura organica. O destaque da sua aplicacdo € a sua capacidade de
promover praticas agricolas sustentaveis. Ao mesmo tempo, a sua utilizacdo pode reduzir a
dependéncia de pesticidas quimicos, minimizando assim os impactos ambientais associados a sua
utilizacdo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de substratos organicos e do percentual de
umidade na producdo de conidios de Trichoderma spp. Foram utilizados produtos agricolas como
arroz em gréo, arroz, milho em grao e milho moido, em diferentes percentuais de umidade. Os
resultados obtidos demonstram que o arroz integral e os substratos de arroz com 30% de umidade
obtiveram os melhores resultados na producdo de conidios. Esta abordagem promissora pode
contribuir significativamente para a agricultura sustentavel e o bem-estar ambiental.

Palavras-chave: Tricoderma; Fermentacdo; Antagonista; Substrato solido.

Introduccion

La aplicacion de Trichoderma como un medio de control biolégico ha generado nuevas
oportunidades en el ambito de la agricultura ecoldgica. (Nur A & Noor A., 2020) Uno de los
aspectos mas atractivos del uso de Trichoderma en la agricultura es su potencial para fomentar
practicas agricolas sostenibles. (Lorito, Woo, Harman, & Monte, 2010), ademas destaca que el uso
de Trichoderma como agente de control biologico puede reducir la dependencia de pesticidas
quimicos y, por ende, minimizar los impactos ambientales asociados a su uso.

El género Trichoderma, que pertenece a la familia Hypocreaceae, se encuentra distribuido
ampliamente en todo el mundo y se ubica en diversos habitats como suelos, madera en

descomposicion y materia vegetal en descomposicion. Estos hongos filamentosos muestran una
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gran diversidad en sus modos de vida y en sus interacciones con otros hongos, animales y plantas.
(Tyskiewicz, Nowak, Ozimek, & Jaroszuk-Scisel, 2022)

La taxonomia de Trichoderma sigue siendo un area en desarrollo y la diferenciacion de especies es
compleja (Mesa-Vanegas, Marin, & Calle-Osorno, 2019). Desde el punto de vista morfolégico,
Trichoderma se caracteriza por tener conidiéforos delgados y ramificados que se asemejan a
pequefios arboles, con mechones densos en forma de anillos y ramas piramidales irregulares que
terminan en esporas o conidios asexuales. Ademas, producen clamidosporas intercalares y
terminales, asi como propagulos de tres tipos: hifas, clamidosporas y conidios. Como mecanismo
de resistencia, estos hongos pueden formar clamidosporas que se producen en diferentes partes del
micelio, incluyendo zonas intermedias y finales del micelio. Estas clamidosporas son consideradas
estructuras de supervivencia que pueden perdurar en el tiempo. (Martinez , Infante, & Peteira,
2015)

Es importante destacar que el andlisis basado en la forma y estructura es propenso a errores, y
aproximadamente el 50% de las clasificaciones de Trichoderma sp. realizadas mediante este
enfoque resultan ser incorrectas. (Hernandez-Fernandez, Pérez, & Pifieros-Castro, 2018).

La basqueda de estrategias alternativas para el control de enfermedades fungicas ha sido motivada
por la imperante necesidad de incrementar la productividad agricola sin poner en peligro la salud
humana ni el entorno ambiental. (MENA-BAHENA, AYVAR-SERNA, FLORES-YANEZ, &
CATALAN-LUCENA, 2020). Se estima que el suelo, uno de los habitats microbianos con mayor
biodiversidad en la naturaleza, contiene entre 10 x 10* y 10 x 10° de microorganismos y especies
diferentes por gramo de suelo y es la base de la agricultura. Por ello, se han impulsado tecnologias
amigables con el medio ambiente como el uso del control biol6gico (CB) como parte del manejo
integrado de plagas (MIP). (Viera-Arroyo , y otros, 2020). Por lo tanto, Trichoderma se utiliza
ampliamente como un biofertilizante en una amplia gama de cultivos agricolas, ya sea en
combinacion con la aplicacion de fertilizantes quimicos o de manera independiente. (Andrade-
Hoyos, y otros, 2023)

La importancia del género Trichoderma se centra en su destacada eficacia para combatir diversas
enfermedades, un hecho que ha sido documentado en multiples ocasiones. Se ha investigado
especificamente su influencia en la prevencion de la pudricion de las raices, una problematica que
figura entre las afecciones responsables de considerables pérdidas economicas en diversos cultivos

agricolas. (Antomarchi Obregon, Tamayo Rosales, Guerra Buenafio, Mas Diego, & Barrera
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Antomarchi, 2023) A pesar de que los productos quimicos siguen siendo la principal opcién para
enfrentar estas enfermedades, los agentes bioldgicos ofrecen una alternativa muy eficiente para
controlar de forma mas rapida y segura. (Andrade-Hoyos, y otros, 2019)

Las propiedades antagonistas de Trichoderma contra los hongos patégenos se fundamentan en la
activacion de una serie de mecanismos diversos. Estos incluyen la competencia por recursos como
nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la produccion de sustancias antibioticas, la promocion del
crecimiento de las plantas hospedantes y la induccion de respuestas de defensa en las mismas. En
el proceso de micoparasitismo, Trichoderma secreta enzimas que descomponen la pared celular de
los hongos que parasita, destacandose entre ellas las proteasas, las quitinasas y las glucanasas. Esta
accion provoca la retraccion de la membrana plasmaética y la desorganizacion del citoplasma en los
hongos afectados. Ademas, Trichoderma inhibe la germinacion de esporas y la elongacién del tubo
germinativo de los hongos patdgenos. (Hernandez-Melchor, Ferrera-Cerrato, & Alarcon, 2019)
La produccion de Trichoderma se puede llevar a cabo de dos maneras: mediante la fermentacion
sumergida (en liquido) o mediante la fermentacion en estado s6lido. Ambos métodos tienen sus
ventajas y desventajas, pero los procesos sumergidos son mas sencillos de manejar y automatizar.
En la mayoria de las fermentaciones liquidas, la concentracidn del sustrato se sitla generalmente
dentro de un intervalo que va desde un 0,5% hasta un 6%. Esta concentracion especifica depende
de factores como la densidad del sustrato y las posibles complicaciones reoldgicas que puedan
surgir. (Chavez-Garcia, y otros, 2008)

Los cultivos sumergidos de Trichoderma spp. se han realizado utilizando el medio Czapek Dox o
sus variantes con concentraciones variables de sacarosa (10-30 g/L), asi como fuentes de sacarosa
como la melaza, y la adicion ocasional de extracto de levadura/peptona extra (1-5 g/L). Estos
cultivos han logrado alcanzar concentraciones de peso seco de biomasa de Trichoderma spp. que
oscilan entre 2 y 15 g/L en un periodo de cultivo de 4 a 7 dias. Mientras que el extracto de malta
es comun en otros tipos de cultivos, su aplicacion en cultivos sumergidos de Trichoderma spp. ha
sido poco frecuente hasta la fecha.

El presente trabajo de investigacion se plantea como objetivo evaluar el efecto de los sustratos

organicos y el porcentaje de humedad en la produccion de conidios de Trichoderma spp.

Metodologia

1. Seleccion de Sustratos Organicos
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e Se seleccionaron cuatro sustratos
0rgénicos comunes: arroz en grano,
arrocillo, maiz en grano y maiz
partido

e Se adquirieron los sustratos de
proveedores locales y se almacenaron

en condiciones adecuadas hasta su

uso.
2. Preparacion de Sustratos Orgénicos
e Se colocaron los  diferentes
tratamientos en bolsitas plasticas con
100 gramos cada una, se trabajé en
camara de flujo.
e Los sustratos se enfriaron a
temperatura ambiente antes de su uso.
o Cada sustrato fue sometido a un
proceso de esterilizacion mediante, | , :
autoclave a 121°C durante 20 % - :

minutos.

3. Disefio Experimental N = 4‘(

o Se llevd a cabo un disefio completamente al azar (DCA) con 3 repeticiones por
tratamiento.
» Cada tratamiento consistié en la combinacién de un sustrato organico especifico y

un porcentaje de humedad determinado

Tabla 1
Descripcion de los diferentes tratamientos y los porcentajes de humedad
TRATAMIENTOS
Arroz grano Arrocillo Maiz grano Maiz molido
T1 10%

Pol. Con. (Edicion num. 85) Vol. 8, No 11, Noviembre 2023, pp. 306-319, ISSN: 2550 - 682X



Efecto de sustratos organicos y porcentaje de humedad en la produccion de conidios de Trichoderma SPP

T2 10%

T3 10%

T4 10%
T5 20%

T6 20%

T7 20%

T8 20%
T9 30%

T10 30%

T11 30%

T12 30%

4. Preparacion de Trichoderma spp.
e EIl cultivo de Trichoderma spp. se
mantuvo en placas de agar PDA
(papa-dextrosa-agar) a 25°C en

incubadora durante 7 dias para |

obtener colonias puras.

e Se prepararon suspensiones de %:

esporas de  Trichoderma  spp. ?

v '-:‘, : 3" %
& 1

frascos de vidrio esterilizados en un medio de cultivo liquido a base de melaza y

mediante la siembra de colonias en

agua destilada en relacion 1:4.

5. Inoculacion de Sustratos
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e Se inocul6 cada sustrato con los
diferentes niveles de humedad, con la
suspension de esporas de Trichoderma |
spp., Se aseguré una distribucion
uniforme.

6. Condiciones de Cultivo

e Los sustratos se mantuvieron en

condiciones controladas de
temperatura 25°C y fotoperiodo 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
7. Variables a medir
e Las variables a medir incluyeron la cantidad de conidios producidos a diferentes
porcentajes de humedad.
o Los tratamientos se evaluaron a los 21 dias después de la inoculacién, para
determinar la produccién de conidios de Trichoderma spp.
e Los sustratos con Trichoderma se homogenizaron y se extrajo un gramo y se lo
disolvi6 en 100 ml de agua destilada, utilizando el agitador magnético.
e Los conidios se contabilizaron mediante la utilizacion de la cdmara de Neubauer,
en microscopio optico.
8. Analisis Estadistico
o En cuanto al andlisis estadistico de los datos, se optd por utilizar la prueba de
Kruskal-Wallis, estadistica no paramétrica, con el fin de realizar comparaciones
entre las medianas de los diferentes tratamientos. Esta eleccion se fundamenté ya
que los datos no cumplian los supuestos de normalidad en la distribucién de los
datos y homogeneidad en la varianza. La prueba de Kruskal Wallis es una
alternativa no paramétrica al test de ANOVA para datos no pareados, que emplea
rangos para comparar la hipétesis de las muestras obtenidas de una misma
poblacion.
o Se utiliz6 un nivel de significancia de a = 0.05 para todas las pruebas estadisticas.
9. Software Estadistico

o Se utilizo el software Infostat para llevar a cabo los analisis estadisticos.
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Resultados y discusion

Al analizar la produccion de conidios de Trichoderma en diversos sustratos solidos y a diferentes
porcentajes de humedad, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos tratamientos, como se detalla en la Tabla 1. En términos generales, el hongo demostro la
capacidad de producir conidios en todos los tratamientos estudiados. No obstante, se destacaron de
manera significativa los tratamientos 9 y 10, que utilizaron como sustrato el arroz y arrocillo, ya
que arrojaron valores notables de produccion de conidios, alcanzando 1.2 x 10"y 1.1 x 10’ conidios
por gramo de sustrato. Por otro lado, el valor mas bajo en la produccion de conidios se observo en
el tratamiento nimero 2 con una produccion de 5.4 x 10°.

En un contexto de produccion artesanal, los hongos entomopatdgenos cultivados sobre sustrato de
arroz en bolsas plasticas han logrado obtener notables rendimientos que se sittan en el rango de
10%° conidios por gramo de sustrato. No obstante, en la mayoria de las especies de hongos
entomopatdgenos, los valores mas habituales de produccion oscilan alrededor de 10° conidios por
gramo de sustrato. Estos resultados resaltan la efectividad y el potencial de este método de cultivo,
lo cual puede resultar en una produccién considerable de conidios y, por consiguiente, en un
aumento en la disponibilidad de agentes de control biolégico para su implementacidn en el manejo

de plagas agricolas. (Sahayaraj & Karthick, 2008)

Tabla 2
Concentracion de esporas en sustratos solidos evaluados a diferente porcentaje de humedad.
TRATAMIENTO % HUMEDAD CONCENTRACION DE ESPORAS
T10 30 % 1.2 x 107
T9 30 % 1.1x 107
T6 20 % 6.3 x 10°
T11 30 % 4.4 x 106
T12 30 % 2.9 x 106
T5 20% 2.2 x 10°
T8 20 % 2.0 x 106
T7 20 % 1.4 x 10°
T4 10 % 7.3x10°
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T1 10 % 6.8 x 10°
T3 10 % 5.8 x 10°
T2 10 % 5.4 x 10°

Mediante el analisis de varianza, prueba de Kruskal — wallis, se puede observar que el p-valor de
los tratamientos, los valores resultaron ser inferiores al nivel de significancia 5 %, por lo que existen
diferencias estadisticas significativas en al menos un tratamiento. La variable produccion de
conidios presento el mayor valor en el tratamiento T10 y T9 con 1.2 x 10"y 1.1 x 10’
respectivamente; el valor minimo se encontrd en el T2 con 5.4 x10°, como se observa en la Tabla
3.

El arroz y arrocillo se destacan como los sustratos de preferencia en la produccién a gran escala
de hongos entomopatdgenos debido a su capacidad para mantener las condiciones fisicas ideales.
Ofrece una superficie efectiva adecuada para el crecimiento micelial, un equilibrio nutricional
apropiado y condiciones especificas que se ajustan a los requisitos del aislamiento, incluyendo una
Optima aireacion y un contenido de humedad adecuado. (Bhana Prakash, Padmaja, & Siva Kiran,
2008)

Tabla 3.

Prueba estadistica
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Prueba de Kruskal Wallis

Variable TRATAMIENTO N Medias D.E. Medianas H <)
PROMEDIO T1 3 683333,33 300347,02 700000,00 32,29 0,0007
PROMEDIO T10 3 12158333,33 2200047,35 11200000,00
PROMEDIO T11 3 4383333,33 2508028,77 3075000,00
PROMEDIO T12 3 2866666,67 493288,29 3100000,00
PROMEDIO T2 3 541666,67 146486,63 600000,00
PROMEDIOC T3 3 583333,33 212622,51 575000,00
PROMEDIO T4 3 725000,00 241091,27 €25000,00
PROMEDIO TS5 3 2233333,33 1287034,71 1825000,00
PROMEDIO Té 3 6266666,67 1307749,34 5575000,00
PROMEDIO T7 3 1383333,33 582201,28 1125000,00
PROMEDIO T8 3 2008333,33 246644,14 2125000,00
PROMEDIO T9 3 10891666,67 1473586,89 11100000,00
Trat. Ranks

T2 5,33 A

T3 5,67 A

T3 7,50 A B

T4 8,00A B C

T7 14,50 A B C D

T8 18,33 A B C D E

T5 19;33 4 B € D E

T12 23,33 B C D E

Tl1 24,67 c D E

T6 28,33 D E

T9 33,00 E

T10 34,00 E

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