Produccion de biopreparados
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RESUMEN

Trichoderma spp. es un hongo cosmopolita, habitante
natural del suelo, que ha mostrado ser un efectivo bio-
controlador de hongos fitopatégenos. La produccion de
biopreparados a partir de las esporas de este hongo con-
tribuye al desarrollo sostenible de la agricultura y per-
mite ofertar alimentos libres de fungicidas a los consu-
midores. Por ello, el objetivo de este trabajo fue descri-
bir aspectos claves de la produccién de biopreparados
de Trichoderma spp., mediante una revision de la lite-
ratura que permita el 6ptimo aprovechamiento de los
recursos locales. Los biopreparados se pueden producir
por fermentacion sélida, liquida agitada, liquida estati-
ca o bifasica; y su eficiencia depende principalmente de
la concentracién de inéculo y la viabilidad-estabilidad
de las esporas en el tiempo. Adicionalmente deben pre-
sentar bajos costos de produccién, por lo que el empleo
de residuos agroindustriales es una buena alternativa.
PALABRAS CLAVE: biocontrolador, fermentacién, viabili-
dad, estabilidad.

ABSTRACT

Trichoderma spp. is a cosmopolitan fungus, natural soil
inhabitant, which has shown to be an effective biocon-
trol of plant pathogenic fungi. Production of mycopesti-
cides from spores of this fungus contributes to sustai-
nable development of agriculture and allows fungicides
offer free food to consumers. Therefore, the aim of this
study was to describe key aspects of the production of
biological preparations of Trichoderma spp., through a
literature review that allows optimal use of local
resources. Mycopesticides can be produced by solid,
liquid agitated, liquid static or bi-phasic fermentation;
and its efficiency depends mainly on the concentration
of inoculum and viability-stability of the spores in time.
Additionally they must have low production costs, so
that the use of agro-industrial waste is a good alterna-
tive.

KEYWORDS: biocontrol, fermentation, viability, stability.

INTRODUCCION

El género Trichoderma spp. es un hongo cos-
mopolita, habitante natural del suelo con abun-
dante materia organica y altas densidades de
raices, que también se puede encontrar asociado
a la superficie de plantas y cortezas de madera
descompuesta (1). Las especies de este género
son de gran interés agricola debido a las caracte-
risticas antagdénicas que presentan frente a hon-
gos fitopatogenos; para ello ejecutan tres meca-

nismos de biocontrol: competencia por nutrientes
o espacio, antibiosis y micoparasitismo (2-4);
siendo este ultimo su mecanismo principal de
acciéon (5). Adicionalmente, estd reportado que
las celulasas producidas por este hongo son las
mas eficientes para la degradacién de sustratos
celulésicos en monémeros de glucosa (6). Por lo
que se considera a Trichoderma spp. como uno de
los hongos mas tutiles en la produccion de enzi-
mas industriales, la agricultura y la biorreme-
diacién (7).

ICIDCA sobre los derivados de la cafia de azicar 51 (1) enero- abril, 2017 47



A pesar de que las especies de Trichoderma spp.
han sido evaluadas durante mas de 70 afios como
antagonistas de hongos fitopatégenos, sélo hasta
inicios del siglo XXI se empezaron a comercializar
como biocontroladores agricolas; probablemente a
causa del cambio de los requerimientos del mercado
de los alimentos, que exige cada vez mas menor tra-
zas de fungicidas en ellos. Las especies mas comu-
nes para este fin son T. viride y T. harzianum (8),
que constituyen el ingrediente principal de los bioin-
sumos comercializados; siendo efectivos contra los
hongos P. nicotianae, R. solani, Pythium spp., P.
aphanidermatum, P. parasitica, P. capsici, R. rolfsii,
entre otros (9). Se conoce que aproximadamente el
90 % de los actuales micoplaguicidas para biocontrol
de hongos fitopatégenos tiene como principio activo
las esporas (conidios y clamidiosporas) de
Trichoderma spp. (10,11). El tratamiento de las
semillas es la forma mas extensiva del uso de
Trichoderma spp. porque asegura la proteccién
inmediata de la plantula naciente (12). Harman (13)
comparé el desarrollo de varias plantas con y sin
aplicacion de biocontroladores, demostrando que
Trichoderma spp. no sélo protege la planta sino que
estimula su crecimiento y absorcién de nutriente.

La produccién de biopreparados fungicos para
control biolégico agentes tiene como objetivo
transportar el mayor nimero posible de propagu-
los (esporas, para este caso) viables que pueden
infectar a los hongos patégenos. Para la formula-
cién de biopesticidas estables las estructuras mor-
folégicas deben permanecer viables durante
mucho tiempo antes y después de uso, con un
tiempo minimo de caducidad de 18 meses a 20 ° C
(14). Su uso contribuye al desarrollo sostenible de
la agricultura, permite responder a la demanda
organica de alimentos y protege el entorno ecold-
gico de la zona urbana (12). Sin embargo, uno de
las mayores limitaciones de su uso y comercializa-
cién es la formulacién adecuada de los bioprepa-
rados, lo que implica, asegurar su facil aplicacién,
bajos costos de produccién, concentracién suficien-
te de indculo, viabilidad de las esporas (15) y man-
tenimiento de la densidad de inéculo, una vez que
aplicado en el suelo o sustrato, tras un periodo de
tiempo de medio a largo plazo (16).

Bajo este contexto el objetivo de este trabajo es
describir aspectos claves de la produccion de bio-
preparados de Trichoderma spp., mediante una
revisiéon de la literatura que permita el 6ptimo
aprovechamiento de los recursos locales y pro-
mueva el uso de biocontroladores en el agro.

PRODUCCION DE BIOPREPARADOS

Existen cuatro formas fundamentales de pro-
duccién: cultivos bifasicos, fermentacion en estado

solido, fermentacion liquida estatica y liquida agi-
tada (17). Por lo general para la reproduccién
masiva de las cepas promisorias de Trichoderma
spp. se utilizan métodos bifasicos, liquido-liquido
y liquido-sélido (9). La bifasica es la més rapida,
porque se produce el indéculo por fermentacion
liquida; que luego se usa para fermentar el sus-
trato sélido (18); ademas, estd reportado que en
medio liquido se producen sustancias promotoras
del crecimiento de la planta como acido indolacé-
tico, acido giberélico, citoquininas y vitaminas
(19). A continuacién se exponen las principales
formas de produccién.

Produccién por fermentaciéon en estado sélido

Sustratos: la eleccion de los sustratos depende de
su costo, la disponibilidad local y de los requeri-
mientos nutricionales de la cepa (17). Por lo
general se emplea el grano entero de arroz, pero
tiene un costo relativamente alto en compara-
cién con varios residuos agroindustriales (20).
Por ende, se han evaluado otros sustratos como
cascaras de tomate, cascarilla de arroz, cascara
de ajo, cascara de cacao, cascara de ajonjoli, cas-
cara de cacahuate, cdscara de café, vaina de fri-
jol, rastrojo de soya y maiz, olote de maiz, y gra-
nos de arroz, de sorgo, de alpiste y de maiz que-
brado (21), paja de arroz, paja de trigo (5),
estiércol de granja, pseudotallo de platano,
hojas de platano secas (22), entre otros. Las
hojas de banano enriquecidas con aztucar more-
na en solucién a ebullicién presentan la mas
alta produccién de esporas de Trichoderma spp
(4.6 x 1032 UFC/g material) (22).

Preparacién de indculos: se reactivan las cepas en
Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en
inglés) durante siete dias a una temperatura de
25-28 °C, o hasta que el micelio esporule. Luego,
para pruebas de germinacion, se deposita un
cubito de agar colonizado (0,5 cm didmetro) en
10 ml de agua destilada estéril con Tween 80 al
0,1 % y se homogeniza en un agitador vibratorio
durante 30 segundos; se realizan diluciones
seriadas decimales con la adicién de Tween 80 al
0,1 % hasta obtener la dilucién apropiada (103)
y se contabiliza en niimero de conidios en cama-
ra de Newbauer (23) o en un un hemocitémetro
con un microscopio de contraste de fase (24).
También se reportan indculos sobre sustratos
sélidos como avena, vermiculita y bentonita,
homogenizados con agua (16).

Preparacion de las materias primas: algunas mate-
rias primas deben sufrir un proceso de reduccion
de tamano hasta obtener un tamano de particu-
la de 0,5-3,0 mm (25). El sustrato molido o ente-
ro, dependiendo del caso, se lava para retirar
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impurezas y se hidrata por inmersién en agua
con antibidtico cloranfenicol a 500 ppm durante
45 minutos. Luego se filtra y se deposita en la
bolsa de poliestireno la cantidad de sustrato
apropiada para llenar sélo una tercera parte
de su volumen (26). Luego se esteriliza en
autoclave durante 30 minutos a una presion de
103 421 Pascales (26), aunque también se
reportan condiciones de esterilizacion de 115 °C
a 5 171 Pa durante 15 min (25) y de 120 °C por
30 minutos (27). Algunos autores mencionan
que los sustratos se pueden enriquecer con
melaza y urea, las cuales se disuelven en el
agua de inmersion durante la hidrataciéon de la
materia prima por 2 horas (25).

Rendimiento: El hongo Trichoderma sp, produce

tres tipos de propagalos: hifas, clamidosporas y
conidiosporas (32); siendo estos tltimos los més
estables (33) gracias a su gruesa pared tricapa
que les permite sobrevivir a condiciones adver-
sas hasta que encuentren las propicias para
germinar (34). Debido a esto, la viabilidad se
mide como la germinacién de esporas (conidios)
en el sustrato. El maiz triturado (27) y el olote
de maiz presentan un 99,0 % de wviabilidad,
seguidos por el grano de arroz con 97,5 %, la
cascarilla de arroz con 97,0 % y la cascara de
ajonjoli con 95,5 % (21). En la tabla 1 se listan
algunos de los medios empleados y la corres-
pondiente produccién de esporas en ellos.

Inoculacién e incubacién: el sustrato estéril se
enfria e inocula con un cubo de agar colonizado
y se incuba durante 21 dias a 25 °C con sumi-
nistro de aire cada cinco dias (21). También se

Produccién por fermentaciéon liquida

Produccién del inéculo: reactivar las cepas en

reportan 26 a 28 °C durante 8 dias (25).

Formulacién: formular un bioinsumo de origen

fingico consiste en adicionarle al hongo deter-
minados compuestos como agentes humectan-
tes, dispersantes, reguladores de la viscosidad,
protectores de luz UV, atrayentes, tensoactivos,
solventes, emulsificantes o gelificantes, y otros
aditivos que pueden ser nutrientes o estimulan-
tes, para favorecer la estabilidad del producto,
la longevidad del hongo, mejorar su desempeno
como biocontrolador y facilitar su aplicacion
(28). Existen aditivos dafiinos a corto o mediano
plazo con la pared celular de las esporas,
haciéndolas inviables en pocas semanas; tal es
el caso de los aceites vegetales (29,30).

Almacenamiento: el bioinsumo debe ser estable

durante 6 a 18 meses bajo condiciones normales
de almacenamiento, para que resulte factible la
comercializacién (31). La biodegradabilidad del
producto esta muy influenciada por la humedad y
la temperatura, por lo que la tecnologia de empa-
cado es esencial para garantizar una humedad
relativa baja a una temperatura de almacena-
miento menor de 20 °C. Lo éptimo es almacenar
los productos a humedades relativas menores del
1 % y temperaturas de refrigeracion de 5 °C; sin
embargo no es econémicamente viable (17,29).

PDA e incubar a 27 °C durante tres a cinco dias,
luego adicionar 10 mL de agua destilada estéril,
agitar un poco, remover la suspensioén de espo-
ras en un frasco y conservar (18).

Preparacion del medio de cultivo: preparar una

soluciéon acuosa de melaza al 5 %, ajustar a pH
5,5 y vertir en frascos de vidrio, llenando sélo el
40 % de su volumen. Esterilizar la solucién en
autoclave a 121 °C y 5 171 Pa durante 20 min,
dejar reposar por 24 h y afiadir 5 % de levadura
(Saccharomyces cerevisiae). Finalmente, adicio-
nar aproximadamente 5 mL de inéculo por fras-
co, tapar con algodén y papel aluminio, e incu-
bar en forma estatica inclinada durante 14 dias
(18). También se reporta a mayor escala medios
de cultivo "base" constituidos por glucosa, sulfa-
to de amonio y sales minerales (35); orujo de
uva agotado al 4 %, suplementado con urea y
H;PO, (36). Medios con celulosa, extracto de
levadura, lactosa y acido lactobiénico promue-
ven la produccién de celulasas (24).

Rendimientos: con biorreactores alimentados se

van suministrando los nutrientes de acuerdo a
los requerimientos del hongo, mientras que con
biorreactores en lote se suministra por unica
vez un medio de cultivo rico y la fermentacion
termina cuando este se agote. Los biorreactores

Tabla 1. Sustratos empleados para la produccién de esporas de Trichoderma spp.

Sustrato Suplemento esl:;(;i:c(cllgg ::‘3_1) Referencia
Olote de maiz 4,43 (21)
Grano de arroz 3,13 (21)
Cascarilla de arroz 1,47 (21)
Cascara de ajonjoli 1,11 21
Cascarilla de algodén Melaza, urea 2,10 (25)
Semillas del arbol del pan (Artocarpus incisa) | Melaza, urea 8,38 (25)
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alimentados presentan una produccién de bio-
masa 3,6 veces mayor que los de lote (35).

Pariametros de control

Fuente de carbono: este hongo degrada polimeros
de carbono muy complejos como almiddn, pecti-
na y celulosa entre otros, gracias al complejo de
enzimas hidroliticas que produce (37). Si se
emplean sustratos muy rigidos como aserrin se
retarda el crecimiento del hongo; pero si por el
contrario se emplean sustratos facilmente
degradables como lactosa o celobiosa, se inhibe
su actividad celulasa (6).

Fuente de nitrégeno: puede asimilar compuestos
nitrogenados como aminodacidos, urea, nitritos,
amoniaco y sulfato de amonio (37). Sin embar-
go, un exceso en la concentracién de nitrégeno
causa inhibicién del crecimiento del hongo (35).

Relacién carbono-nitrégeno: la fuente carbono
debe estar en exceso en el medio de cultivo
mientras el contenido de nitrégeno sea limitado,
lo que inhibe el crecimiento micelial y desenca-
dena el proceso esporulativo (17).

Microelementos: los minerales, sales y vitaminas
no son indispensables en grandes cantidades
para el desarrollo del hongo (32) porque pasan
de ser inductores a téxicos (38); s6lo se requieren
trazas de hierro, cobre, zinc, manganeso y molib-
deno en concentraciones cercanas a 1x109 M.
Adicionalmente son necesarias las siguientes
vitaminas: tiamina (B6), piridoxina (B6), 4cido
nicotinico (B3), 4cido pantoténico (B5), riboflavi-
na (B2), cianocobalina (B12) y 4cido aminoben-
zoico (37). Se reportan que concentraciones de 1
a 10 mmol/L de Cd2* generan cambios morfolé-
gicos y desaceleracién de la tasa de crecimiento
del hongo; mientras concentraciones de 1 a 5
mmol/L de Hg2* generan sélo inhibicién del cre-
cimiento més mutaciones (39).

Humedad: Trichoderma spp. presenta bajo nivel
de tolerancia osmética (40).Un exceso de hume-
dad baja la disponibilidad de oxigeno, limitando
desarrollo del hongo, y compacta el substrato
impidiendo su colonizacién total. Por otro lado,
una baja humedad inhibe el desarrollo del
hongo al no permitir la movilidad de nutrientes
en solucién y secar el micelio (17). El hongo
puede crecer en un rango de humedad del medio
del 30 al 75 % (41), aunque algunos autores
recomiendan una humedad del 70-80 % (25).

Temperatura: se han efectuado varios estudios
para evaluar la influencia de la temperatura en
el desarrollo de la biomasa fingica; encontran-
dose que Trichoderma spp. puede desarrollarse
en un rango de temperatura de 10-40 °C, fuera
de este rango puede ocurrir desnaturalizacién

de proteinas, inhibicién de enzimas, supresion o
promocién de metabolitos, pérdida de viabilidad
y muerte celular. Por otro lado, la temperatura
6ptima de crecimiento depende de la especie,
que por lo general se ubica en un rango mas
estrecho, de 15-30 °C. (40,42), y la temperatura
Optima de produccion de celulasas estd entre
25-28 °C (6).

pH: es un parametro critico en la viabilidad del
hongo (35). La mayoria de las especies del géne-
ro pueden crecer en un amplio rango de pH de
2,0-6,0, con un 6ptimo de 4; aunque algunos
autores sugieren un rango de 4,6 a 6,8 para el
crecimiento de la biomasa. Para produccién de
enzimas los 6ptimos son pH=5,0 para B-glucosi-
dasa y celobiohidrolasa; pH=3,0 para B-xilosida-
sa; y pH=6,0-7,0 para proteasas (40,43). El pH se
puede ajustar con acido acético 10 % o con NaOH
2 N durante la hidratacién del sustrato para fer-
mentacion sélida o en la preparacion del medio
liquido para fermentacién sumergida (21,35).

Aire: la aireacion ocasional permite un buen creci-
miento y esporulacién del hongo (21), ya que
concentraciones de diéxido de carbono en el aire
superiores al 10-15 %, producto de la respira-
cién celular, inhiben el crecimiento (37). Para
fermentacion liquida se recomiendan impulso-
res grandes, que permiten una mejor transfe-
rencia de oxigeno (35).

Empaque: La forma de presentacién de los biopro-
ductos puede variar. Para efectos de facilidad de
manipulacion se prefiere la presentacion sélida,
principalmente: polvos humedecibles, polvos
secos, formulaciones en aceite y encapsulados
que contienen esporas del hongo. Sin embargo, la
presentacion liquida representa una alternativa
para cuando la demanda es alta, ya que la pro-
duccién es masiva y mas rapida (18).

Biorreactores: escala semi-industrial se reportan
bioceldas de poliestireno de 25x34 cm (21) y
bandejas plasticas rectangulares de 30 x 15 cm
(23). Agamez et al. (2008) modificaron estas
bandejas con orificios de 2 cm de diametro, ubi-
cados en la parte superior de un lado de la ban-
deja. En estos orificios introdujeron tubos de
PVC de 5,0 cm de longitud acondicionados con
algodén y gasa humedecida con alcohol al 95 %.
A escala industrial se reportan biorreactores de
14 L equipados con turbinas Rushton (35), bio-
rreactores de 16 L.

CONCLUSIONES

Trichoderma spp. es un género de hongo usual-
mente empleado para control biolégico.
Biopreparados de sus esporas en solucién son pro-
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ducidos para pregerminar semillas o para aplica- en el tiempo; que constituyen puntos criticos de

cién directa en el suelo, mediante cuatro tipos de control. Esto debe cumplir el requerimiento de
fermentacién: sélida, liquida agitada, liquida unos bajos costos de produccién, por lo que el
estatica y bifasica. La eficiencia del biopreparado empleo de residuos agroindustriales es una
depende principalmente de la concentraciéon de buena alternativa.

in6culo y la viabilidad-estabilidad de las esporas
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