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RESUMEN

ABSTRACT

La produccion y empleo de bioplaguicidas es una de las vias prin-
cipales para reducir el consumo de plaguicidas en la agricultura. EI
antagonista Trichoderma harzianum Rifai A-34 es ampliamente utilizado
para el control de patégenos de suelo, el cual es producido de forma
artesanal en estado solido, liquido estatico y bifasico liquido-sélido. En
nuestro pais se utilizan el bagazo de cafia y la cabecilla de arroz para
su produccion. En este trabajo se utilizaron residuos agroindustriales
de buena disponibilidad y bajo costo en el mercado, aserrin de pino
blanco y afrecho cervecero, sustratos que ademas de servir de soporte
al hongo para su crecimiento aportan los nutrientes necesarios para su
adecuado desarrollo. Estos residuales constituyen fuentes potenciales
de contaminacion, por lo que su uso preserva la integridad del medio
ambiente. Se probd la pureza microbiolégica (%), la viabilidad por tubo
germinativo (%), concentracion (células « g de sustrato™), el antagonismo
frente a Fusarium oxysporum Cooke. Trichoderma harzianum Rifai A-34
incrementé significativamente en un 34 % el conteo de conidios sobre
aserrin de pino blanco y afrecho cervecero con respecto a Trichoderma
harzianum Rifai A-34 producido en bagazo de cafa enriquecido con
cabecilla de arroz. Se concluye que estos sustratos pueden ser emplea-
dos como una alternativa para la produccion masiva de Trichoderma
harzianum Rifai A-34.

Palabras claves: control biolégico, Trichoderma harzianum Rifai A-34,
fermentacion sélida, sustratos alternativos.

In the establishment of the new agricultural model in which Cuba is
engaged, one of the most urgent tasks is to find ways to reduce the
use of synthetic pesticides for the management of pests. One of these
alternatives is biological control, which, besides reducing the environ-
mental impact on agricultural activity, allows agricultural sustainability.
Among the methods of biological control, is the use of Trichoderma
harzianum Rifai A-34 as a fungicide, for its antagonistic activity against
phytopathogens. It is produced in solid state, static liquid and two-phase
liquid-solid fermentation. In our country, sugarcane bagasse and rice rind
are used for its production. In this work agroindustrial residues of good
availability and low cost were used: white pine sawdust and beer bran.
Besides supporting the fungus for its growth, these substrates provide
the necessary nutrients for its proper development. These residuals are
potential sources of contamination, so their use preserves the integrity
of the environment. Microbiological purity (%), viability by germinative
tube (%), concentration (cells « g of substrate”) and antagonism against
Fusarium oxysporum Cooke were tested and the quality control was
guaranteed. Trichoderma harzianum Rifai A-34 significantly increased
by 34% the count of conidia on white pine sawdust and beer bran com-
pared to Trichoderma harzianum Rifai A-34 produced on sugarcane
bagasse enriched with rice rind. It is concluded that these substrates
can be used as alternatives for the mass production of Trichoderma
harzianum Rifai A-34.

Keywords: biological control, Trichoderma harzianum Rifai A-34, solid
fermentation, alternative substrates.

INTRODUCCION

Hace mas de sesenta afios se comenzaron a producir y
comercializar los plaguicidas de sintesis quimica para
encontrar una solucion a los problemas existentes en
la agricultura. El uso intensivo de estos productos
produjo un impacto negativo en los ecosistemas, se
contaminé el agua y afecté a los microorganismos
y a la salud humana, por lo que constituye esto uno
de los problemas mas criticos que enfrentan hoy los
agricultores a nivel mundial.
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En la actualidad han surgido nuevas alternativas
de soluciones que tratan de reducir este impacto
mediante el uso de agentes biolégicos para el control
de plagas (Vinale et al., 2014). Entre los métodos de
control biolégico se encuentra la utilizacién de hongos
entomopatégenos. Su produccién ha sido desarrollada
en varios paises de América Latina como Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba y
Venezuela, entre otros (Bettiol et al., 2014). En este
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grupo de hongos se encuentran las especies de Tricho-
derma, género muy utilizado debido a la gran gama de
usos agricolas que posee. Puede ser facilmente aislado
y cultivado debido a su rapido crecimiento en un gran
numero de sustratos, por lo que para su producciéon se
necesita entre otros factores la seleccién de sustratos
idéneos donde pueda crecer de forma rapida y viable
(Valdés, 2014; Srivastava et al., 2015). Varios autores
evaldan la producciéon de este hongo en sustratos al-
ternativos provenientes de residuos agroindustriales
(Garciaet al., 2006; Agamez Ramos et al., 2008; Sivila
et al., 2017).

En nuestro pais se utiliza como fuente de nitrégeno
para producir este hongo la cabecilla de arroz, sub-
producto derivado de la industria arrocera. Debido a
la tecnificacién del proceso de molinaje de este cereal,
se ha visto afectada la obtencion de este residuo, el
cual no esta disponible en cantidades suficientes.
Santiago de Cuba no es una provincia productora de
arrozy tiene que transportar este subproducto, lo que
encarece el proceso. Es por ello que este trabajo tiene
como objetivo producir Trichoderma harzianum Rifai
A-34, en cantidad suficiente, con nuevos sustratos dis-
ponibles que le aporten los nutrientes necesarios para
su rapido crecimiento y desarrollo. De esta manera
también se minimiza el impacto negativo que tienen
estos desechos de la industria al medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron cuatro subproductos: bagazo de cana
y aserrin de pino blanco como fuentes carbonadas, y
cascarilla de arroz y afrecho cervecero como fuentes
nitrogenadas. La produccion de T. harzianum Rifai

Tabla 1. Factores y dominio experimental
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A-34 se realiz6 en el Laboratorio Provincial de Sa-
nidad Vegetal de Santiago de Cuba (LAPROSAV),
segtiin metodologia descrita para la reproduccién por
fermentacién en estado sélido en Marquez Gutiérrez

et al. (2010).

Se tom6 como resultado de referencia el obtenido
con el sustrato formado por el 86 % de bagazo de
cafa y el 14 % de cabecilla de arroz, ya que esta es la
composicion empleada actualmente en los centros de
reproduccién de Santiago de Cuba.

Se empled un diseiio experimental factorial 2° (Tabla 1)
con cuatro réplicas de cada uno de los experimentos
para un total de 16 unidades experimentales. Se
realizo el control de calidad de este hongo mediante
las pruebas de pureza microbiolégica (%), viabilidad
(%), concentracién (conidios-* g de sustrato”) y an-
tagonismo por cultivo dual (%). Para el antagonismo
se enfrent6 T. harzianum A-34 a Fusarium oxysporum
Cooke, microorganismo perteneciente al Banco de
Cepas del Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal
(Fernandez Barbosa and Suarez Meza, 2009).

Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete
estadistico Statgraphics Centurion, versién 15.2.14
(2007). La prueba empleada fue la comparacion de
medias para grupos homogéneos mediante un analisis
de varianza (ANOVA) simple (p < 0,05) seguido por
pruebas de rangos multiples, procedimiento de HSD
(Honestly-Significant-Difference) de Tukey, después
de efectuadas las pruebas para comprobar la norma-
lidad y homogeneidad de las varianzas (Montgomery,
2017). Las barras de error de los graficos y los inter-
valos que aparecen en las tablas estan referidos a la
desviacién estandar de los datos experimentales.

Dominio experimental

Factores

Nivel 1

Nivel 2

X,: Fuentes de carbono

Bagazo de cafia (-1)

Aserrin de pino blanco (+1)

X2: Fuentes de nitrégeno

Cabecilla de arroz (-1)

Afrecho cervecero (+1)

RESULTADOS Y DISCUSION

Al cabo de siete dias, el color de T. harzianum A-34
cambié de blanco a blanco-verdoso, y hacia el final de
la fermentacion a un color verde oscuro opaco, lo que
coincide con lo reportado por Schuster and Schmoll
(2010). Al realizar la observacion al microscopio 6ptico
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se distinguen los conidios tipicos de la especie (Gams
and Bissett, 1998). La pureza microbiolégica fue de
un 100 % para todas las muestras.

Cuando se analizan los resultados obtenidos para la
viabilidad (Fig 1), se observa que los mayores valores
corresponden a los experimentos en los que se utilizaron
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aserrin de pino blanco y afrecho cervecero. El afrecho
cervecero esta compuesto por un 4,6 % de nitrégeno
(Arias Lafargue and Reyes Yola, 2010), superior a la
proporcién presente en la cabecilla de arroz (1,24 % de
nitrégeno), segin reportan Figueroa and Sanchez (1997).
Este nutriente es esencial para el crecimiento y desarrollo

98,00+

de Trichoderma (Jackson et al., 1991), y al combinarlo
con aserrin de pino blanco (0,10 % de nitrégeno), segin
Guyat Dupuy et al. (2005) el aporte total de nitrégeno
es mayor que el suministrado por el medio compuesto
por bagazo de cana (0,23 %, segin Garcia-Torres et al.
(2011), enriquecido con cabecilla de arroz.
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Figura 1. Efecto de diferentes sustratos en la viabilidad de Trichoderma harzianum A-34.

Serpa Barahona (2015) obtuvo el 98,0 % de viabilidad
en el tratamiento con cascarilla de arroz humedecida
por 24 h. Arévalo et al. (2017) realizaron mezclas de
residuos agricolas para optimizar la produccion de
conidios de 1. harzianum. El porcentaje de germina-
ciéon de conidios mostré niveles superiores al 85 %.
Al incrementar la humedad del sustrato al 50 %, los
valores fueron superiores al 90 %.

Se observé que T. harzianum A-34 producido con
aserrin de pino blanco y afrecho cervecero tuvo una
mayor actividad antagonista frente a F. oxysporum que
el producido sobre bagazo de cafia y cabecilla de arroz
(F1g. 2). Hay influencia significativa de las fuentes de
nitrégeno sobre las fuentes de carbono en el desarrollo
de las estructuras infectivas de este microorganismo.
Jackson et al. (1991) reportaron la influencia decisiva
de la presencia de una fuente de nitrégeno organico
en la esporulacion de T. pseudokoningii, 1. viride (IMI1

322659) y Tviride (IM1 322663).

Agamez Ramos et al. (2009) evaluaron la capacidad
antagénica de nueve aislados de Trichoderma y su

produccién de conidios en medios de cultivo liquido es-
tatico frente a dos hongos fitopatégenos: Fusarium sp.
y Rhizoctonia sp. Se obtuvo la mayor capacidad anta-
goénica frente al hongo Fusarium sp., con un porcen-
taje de inhibicion del 78,30 %. Fernandez Barbosa
and Suarez Meza (2009) realizaron el enfrentamiento
de tres cepas de T. harzianum con F. oxysporum ais-
lado directamente de plantas enfermas de maracuya
mediante cultivo dual. Se obtuvo que todos los aisla-
mientos de T. harzianum superaron en crecimiento a
E: oxysporum con un diametro promedio de 7,42 cm en
cultivo dual, mientras que las colonias del patégeno
crecieron con un diametro promedio de 1,99 cm.

Se obtiene mayor concentracién de conidios en Tri-
choderma harzianum A-34 producido con la fuente de
carbono aserrin de pino blanco y afrecho cervecero
como fuente de nitrégeno que con bagazo de cafia y
cabecilla de arroz (Fig. 3). Esta mayor produccién
de conidios pudo deberse a la composicion del medio
de cultivo. El aserrin de pino es una fuente de car-
bohidratos estructurales (celulosa, hemicelulosa y
lignina, esta tltima puede representar del 27 al 30 %)
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(Guerra-Medina et al., 2010), necesarios para el cre-
cimiento de Trichoderma sp. El aporte del 0,92 %
de nitrégeno del afrecho cervecero incrementé los
niveles de estos nutrientes esenciales para el adecua-
do crecimiento y desarrollo de T. harzianum A-34.

rehi et al.

Segun Elésegui Claro (2006), en los hongos se ne-
cesita que la fuente de carbono esté en exceso en
el medio y el contenido de nitrégeno sea el factor
limitante del crecimiento, lo que desencadena el
proceso esporulativo.
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Figura 2. Efecto de diferentes sustratos en la capacidad de enfrentamiento de
T. harzianum A-34 contra Fusarium oxysporum Cooke.
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Figura 3. Efecto de diferentes sustratos en la ¢
derma harzianum A-34.
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En estudios realizados por Allori Stazzonelli et al.
(2017), los sustratos donde se produjo mayor con-
centracion de conidios por gramo, al décimo dia de
incubacién, fueron el constituido por granos de arroz
(17,8:10° conidios * g de sustrato™) y el conformado por
bagazo humedecido con solucién de melaza al 10 %
(14,4-10% conidios * g de sustrato”). Benites Bellino
and Marroquin (2013) evaluaron la produccién de
Trichoderma harzianum en diferentes sustratos y ob-
tuvieron a las 120 h concentraciones de conidios desde
6,7-10° conidios * g de sustrato” hasta 8,3-10° coni-
dios ¢ g de sustrato’'. Agamez Ramos et al. (2009)
alcanzaron mayor produccién de conidios con harina
de platano y levadura sin buffer con una concentra-
cién de 1,1-10° conidios * mL". Garcia et al. (2006)
obtuvieron alta capacidad de desarrollo y produccién
de conidios en un 7 % de arroz en ocho dias, con una
concentracién final de 2:10'" conidios * g de sustrato™.

CONCLUSIONES

* El sustrato compuesto por aserrin de pino blanco
y afrecho cervecero retne las condiciones para el
crecimiento y desarrollo de Trichoderma harzianum
A-34. La concentracién de conidios se increment
significativamente en un 34 % por encima del
producido con sustrato compuesto por bagazo de
cana enriquecido con cabecilla de arroz, por lo que
es posible utilizar los residuos de estas industrias
en producciones mas limpias y asegurar, median-
te la utilizacién de este hongo, la sostenibilidad
agricola.
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