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RESUMEN

Trichoderma spp., es un moho cosmopolita, que se encuentra de forma natural en
plantas, rizosferas, sedimentos, entre otros sustratos. Dentro de sus principales aplicaciones se
encuentra su uso como biocontrolador y/o biofertilizante en cultivos agricolas, gracias a su
actividad antagonista hacia fitopatogenos. Adicionalmente produce otra serie de compuestos
de gran valor biotecnolégico. Muchas industrias requieren de cepas puras de Trichoderma
spp., siendo esta la razdn de ser de los Centros de Recursos Genéticos (CRG), quienes deben
mejorar continuamente para garantizar la calidad de las cepas y brindar la informacion
pertinente para su manejo. El objetivo de este trabajo es presentar informacion basica para la
obtencién de cepas puras de Trichoderma spp., que permita a los CRG ajustarse a los
requerimientos de la industria y dar el maximo aprovechamiento a la biodiversidad enddgena.
Se concluye que para la obtencion de cepas puras con fines industriales se pasa por cuatro
etapas: aislamiento, identificacion, caracterizacion y conservacion. Siendo la primera y la
cuarta Puntos Criticos de Control (PCC), ya que una mala identificacion asigna propiedades a
cepas errdneamente y una mala conservacion pone en juego la integridad fenotipica y
gendmica de la cepa. Estos PCC dejan en riesgo la viabilidad econdmica de la industria que

haya adquirido la cepa.

Trichoderma spp.es un hongo habitante natural del suelo, que ha mostrado ser un efectivo
biocontrolador de hongos fitopatdgenos. La produccion de biopreparados a partir de las
esporas de este hongo contribuye al desarrollo sostenible de la agricultura y permite ofertar
alimentos libres de fungicidas a los consumidores. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
describir aspectos claves de la produccion de biopreparados de Trichoderma spp., mediante
una revision de la literatura que permita el 6ptimo aprovechamiento de los recursos locales.

Los biopreparados se pueden producir por fermentacion solida, liquida agitada, liquida
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estatica o bi-fasica; y su eficiencia depende principalmente de la concentracion de inoculo y
la viabilidad-estabilidad de las esporas en el tiempo. Adicionalmente deben presentar bajos
costos de produccién, por lo que el empleo de residuos agroindustriales es una buena

alternativa.

Se utilizé el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales —
FICAYA de la Universidad Técnica del Norte, se utilizé el equipo “VirTis wizard 2.0”, con
un vacio de 300 atm durante 32 horas a una temperatura de -40 °C y 40 °C. Las cepas puras
liofilizadas fueron trasladadas al banco de recursos genéticos del Centro Ecuatoriano de
biotecnologia y ambiente — CEBA; para la recuperacion de las cepas liofilizadas se utilizo la
metodologia propuesta por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo obteniendo cepas viables,

el protocolo establecido permitira la conservacion de este recurso fungico nativo.

Para determinar la velocidad de crecimiento radial y el medio de cultivo en el que obtiene
mejor desarrollo de T. asperellum se utilizO cepas puras que se obtuvieron en los anteriores
experimentos y que se encuentran en el banco de recursos genéticos del CEBA, la cepa
utilizada es la de cddigo CEBA-IIE-TA-010116; se utilizd un disefio completamente al azar
(DCA), los factores de estudio fueron medios de cultivo PDA y MEA, con 11 replicas, la
variable de respuesta velocidad de crecimiento radial a una temperatura constante de 22° C,
durante seis dias, se realiz6 una ANOVA en la que se concluye que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de velocidad, entre un nivel de medios y otro al
95% de confianza. Se utilizd pruebas de mdltiples rangos para determinar en cual de las
variables estudiadas existe diferencia de los medios. Una vez realizado el anélisis estadistico
se concluye que el mejor medio de cultivo para T. asperrellum es Agar Papa Dextrosa (PDA)

con 8,15 mm/dia de velocidad de crecimiento radial por dia.
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El catdlogo y ficha fueron adaptados a la metodologia presentada por el CECT vy el

Catalogo de cepas microbianas del ICIDCA.

Palabras clave: Biocontrolador, fermentacion, viabilidad, estabilidad, PCC, CRG, DCA,

cepas viables, aplicaciones industriales, conservacién, identificacion, CECT, ICIDCA.
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SUMARY

Trichoderma spp., is a cosmopolitan mold, found naturally in plants, rhizospheres,
sediments, among other substrates. Among its main applications is its use as biocontrol and /
or Diofertilizer in agricultural crops, thanks to its antagonistic activity towards
phytopathogens. In addition it produces another series of compounds of great
biotechnological value. Many industries require pure strains of Trichoderma spp., Which is
the raison d'étre of the Genetic Resources Centers (CRG), which must be continually
improved to guarantee the quality of the strains and provide relevant information for their
management. The objective of this work is to present basic information to obtain pure strains
of Trichoderma spp that allows the CRG to adjust to the requirements of the industry and to
give maximum use to the endogenous biodiversity. It is concluded that for the production of
pure strains for industrial purposes it goes through four stages: isolation, identification,
characterization and conservation. Being the first and fourth Critical Control Points (CCPs),
since poor identification assigns properties to strains erroneously and poor conservation puts
into play the phenotypic and genomic integrity of the strain. These CCPs jeopardize the
economic viability of the industry that purchased the strain.

Trichoderma spp., is a naturally occurring soil fungus, which has been shown to be an
effective biocontroller of phytopathogenic fungi. The production of biopreparates from spores
of this fungus contributes to the sustainable development of agriculture and allows to offer
fungicide-free foods to consumers. Therefore, the objective of this work was to describe key
aspects of the production of biopreparates of Trichoderma spp., through a review of the
literature that allows optimum use of local resources. Biopreparats can be produced by solid,

liquid, stirred, static or bi-phasic fermentation; and its efficiency depends mainly on the
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inoculum concentration and the viability-stability of the spores over time. In addition, they
must have low production costs, so the use of agro-industrial waste is a good alternative.

We used the laboratory "VirTis wizard 2.0", with a vacuum of 300 atm for 32 hours at a
temperature of -40 °C and 40 °C. The laboratory was used in the Faculty of Agricultural and
Environmental Sciences - FICAYA of the Universidad Técnica del Norte. . The lyophilized
pure strains were transferred to the genetic resources bank of the Ecuadorian Center for
Biotechnology and Environment - CEBA; for the recovery of lyophilized strains, the
methodology proposed by the Spanish Collection of Type Crops was obtained, obtaining
viable strains, the established protocol will allow the conservation of this native fungal
resource.

In order to determine the linear growth rate and the culture medium in which the best
development of T. asperellum is obtained, we used pure strains obtained from the previous
experiments and found in the genetic resources database of the CEBA, the strain used is The
code CEBA-IIE-TA-010116; We used a completely randomized design (DCA), study factors
were PDA and MEA culture media, with 11 replicates, the response variable radial growth
rate at a constant temperature of 22 ° C, for six days, we performed a ANOVA in which it is
concluded that there is a statistically significant difference between the means of speed,
between a level of means and another one to 95% confidence. Multiple-rank tests were used
to determine in which of the variables studied there is difference of means. Once the statistical
analysis was carried out, it was concluded that the best culture medium for T. asperrellum is
Papa Dextrose Agar (PDA) with 8.15 mm / day of radial growth rate per day.

The catalog and datasheet were adapted to the methodology presented by the CECT and
the Catalog of microbial strains of ICIDCA.

Key words: Biocontrol, fermentation, viability, stability, PCC, CRG, DCA, viable strains,

industrial applications, conservation, identification, CECT, ICIDCA.
Xiv
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INTRODUCCION

El género Trichoderma spp. es un hongo cosmopolita, habitante natural de suelos con
abundante materia organica y altas densidades de raices, que también se puede encontrar
asociados a la superficie de plantas y cortezas de madera descompuesta (Harman, 1990). Las
especies de este género son de gran interés agricola debido a las caracteristicas antagonicas
que presentan frente a hongos fitopatdgenos; para ello ejecutan tres mecanismos de
biocontrol: competencia por nutrientes o espacio, antibiosis y micoparasitismo (Bélanger,
Dufour, Caron, & Benhamou, 1995; Chet, Ibar, & Hadar, 1997; Harman & Kubicek, 1998);
siendo este ultimo su mecanismo principal de accion (Fernandez, 2001). Adicionalmente,
esta reportado que las celulasas producidas por este hongo son las mas eficientes para la
degradacién de sustratos celulésicos en monomeros de glucosa (Esterbauer, Steiner,
Labudova, Hermann, & Hayn, 1991). Por lo que se considera a Trichoderma spp como uno de
los hongos mas dtiles en la produccion de enzimas industriales, la agricultura y la

biorremediacién (Rey, Llobell, Monte, Scala, & Lorito, 2004).

A pesar de que las especies de Trichoderma spp., han sido evaluadas durante mas de 70
afios como antagonistas de hongos fitopatogenos, 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
trazas de fungicidas en ellos. Las especies mas comunes para este fin son T. viride y T.
harzianum (Castro & Monte, 2000), que constituyen el ingrediente principal de los
bioinsumos comercializados; siendo efectivos contra los hongos P. nicotianae, R. solani,
Pythium spp., P. aphanidermatum, P. parasitica, P. capsici, R. rolfsii, entre otros (Stefanova,

2003). Se conoce que aproximadamente el 90 % de los actuales micoplaguicidas para bio-



control de hongos fitopatdgenos tiene como principio activo las esporas (conidios y
clamidiosporas) de Trichoderma spp. (Fernandez-Larrea, 2001; Woo, Scala, Ruocco, &
Lorito, 2006). El tratamiento de las semillas es la forma mas extensiva del uso de
Trichoderma spp. porque asegura la proteccién inmediata de la plantula naciente (Marusia,
1997). Harman, (2000) compard el desarrollo de varias plantas con y sin aplicacion de
biocontroladores, demostrando que Trichoderma spp., no solo protege la planta sino que
estimula su crecimiento y absorcion de nutriente.

La produccién de biopreparados fungicos para control bioldégico agentes tiene como
objetivo transportan el mayor nimero posible de propagulos (esporas, para este caso) viables
que pueden infectar a los hongos patdgenos. Para la formulacion de biopesticidas estables las
estructuras morfoldgicas deben permanecer viables durante mucho tiempo antes y después de
uso, con un tiempo minimo de caducidad de 18 meses a 20 ° C (Deshpande, 1999). Su uso
contribuye al desarrollo sostenible de la agricultura, permite responder a la demanda organica
de alimentos y la protege el entorno ecoldgico de la zona urbana (Marusia, 1997). Sin
embargo, uno de las mayores limitaciones del su uso y comercializacién es la formulacion
adecuada de los biopreparados, lo que implica, asegurar su facil aplicacién, bajos costos de
produccién, concentracion suficiente de in6culo, viabilidad de las esporas (Fravel, 2005) y
mantenimiento de la densidad de in6culo una vez que aplicado en el suelo o sustrato, tras un
periodo de tiempo de medio a largo plazo (Martinez-Medina, Roldan, Lloret, & Pascual,
2008).

Bajo este contexto el objetivo de este trabajo es describir aspectos claves de la produccion
de biopreparados de Trichoderma spp., mediante una amplia revision de la literatura que
permita el dptimo aprovechamiento de los recursos locales y promueva el uso de

biocontroladores en el agro.



El ensayo sobre el Principio de la Poblacion (Malthus, 1846) que afirma que la poblacién
aumenta exponencialmente mientras los alimentos se producen linealmente alarmé a la
comunidad internacional, al igual que la obra de Ehrlich (1968)denominada la Explosion
Demogréafica o la Bomba P, que predecia una hambruna masiva a causa del aumento
poblacional. A partir de alli los gobiernos implementaron politicas demograficas para frenar el
aumento explosivo de la poblacion, dado durante la primera mitad del siglo XX. Ademas, el
auge de la revolucion verde, que consistia en la siembra de variedades mejoradas de plantas y
el uso de agroguimicos, permitié el aumento de los rendimientos de los cultivos (Sumpsi,
2012). No obstante, polémicas se desataron sobre la pertinencia de emplear agroquimicos para
obtener estos resultados, ya que estudios afirmaron que la mala gestion de los agro-insumos
afecta negativamente el medio ambiente y la salud de los trabajadores.

Situacion problé mica

Un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga (World Health Organization (WHO) y Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAQO], 2010), y una plaga es cualquier
planta, animal o microorganismo que aumenta su densidad de tal manera que perjudica directa
o indirectamente al ser humano; para el caso de la agricultura, la afeccion se traduce en
pérdidas econdmicas (Brechelt, 2010). EIl término plaguicida abarca una amplia gama de
compuestos como insecticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas, molusquicidas, nematicidas,
reguladores del crecimiento de las plantas y otros (Aktar, Sengupta, & Chowdhury, 2009).Los
pesticidas de mayor impacto son endosulfan, clorpirifés, cipermetrina (Ronco et al., 2008),
lambdacialotrina, carbofurano y fipronil (Vieira, Noldin, Deschamps, y Resgalla, 2016).

Los plaguicidas constituyen contaminantes persistentes en el agua, el suelo y el aire,
representando un riesgo para los seres vivos (Kommanet, 1998). En los animales inducen

efectos adversos en las funciones reproductivas e inmunologicas; en plantas provocan
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disminucion de los rendimientos y mayor susceptibilidad a enfermedades; y en el suelo
ocasionan pérdida de fertilidad, al resultar mortales para los microorganismos benéficos que
participan en los ciclos de carbono y nitrégeno favoreciendo la absorcidn de nutrientes por las
plantas. Los plaguicidas constituyen contaminantes persistentes, porgque pueden enco ntrarse
volatilizados en el aire, la lluvia, las nubes y la neblina (Aktar, Sengupta, y Chowdhury,
2009). Exposicion prolongada a estos quimicos puede ocasionar en el ser humano trastornos
cardiopulmonares, neuroldgicos y hematoldgicos, enfermedades de la piel (Pingali, Marquez,
Palis, y Rola, 1995), alteraciones endocrinas (Campos y Freire, 2016), hiperlipidemia en fetos
(Monteagudo et al., 2016), entre otros malestares. Esta reportado que muchas de las llamadas
“nuevas enfermedades” son generadas por la inadecuada calidad de Ilos alimentos
(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2002) y que los factores ambientales son
responsables de méas del 24% de la carga mundial de enfermedad y de alrededor del 36 % de
las muertes de los nifios (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2005). La alimentacion es la fuente de
mayor nivel de exposicién a residuos de pesticidas para los humanos; se reporta que es
alrededor de 10° a 10° veces mayor que a la exposicion en el aire y el agua (Margni, Rossier,
Crettaz, y Jolliet, 2002).

Con el paso del tiempo, las plagas se han hecho resistentes a los pesticidas, haciendo
necesario el empleo de dosis de mas grandes para lograr el mismo efecto, lo que genera
mayores costos de produccion por concepto de aumento de los requerimientos de
agroinsumos 'y mayor liberacion de estos compuestos contaminantes al ambiente
(Laxminarayan, 2003). EIl desequilibrio en el ecosistema de los cultivos agricolas incide
negativamente en la calidad de vida de los agricultores y la salud de los consumidores
(Duarte, 2012). Una forma de cuantificar el impacto de dichos quimicos es mediante el

método de evaluacion del ciclo de vida medioambiental (Margni et al., 2002).



Actualmente, el Ecuador se encuentra en zona de emergencia, las areas de produccion de
maiz, ya que se prevé que los rendimientos caeran hasta en un 60 % durante el afio 2016 a
causa de enfermedades virales y fungicas, por lo que habra que importar el maiz para suplir la
demanda nacional (Subsecretaria de Tierras y Reforma Agraria [STRA], 2016). En vista de la
necesidad de aumentar la productividad agricola y de que el Plan Nacional Para el Buen Vivir
2013-2017 plantea como séptimo objetivo nacional “Garantizar los derechos de la naturaleza
y promover la sostenibilidad ambiental territorial y global” y como octavo objetivo
“Consolidar el sistema econdmico social y solidario, de forma sostenible” (Secretaria
Nacional de Planificacién y Desarrollo [SENPLADES], 2013), es recomendable la Gestion
Integrada de Plagas con agentes biolégicos.

El Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB), firmado en la década de los 90°s
(incluyendo a la CAN), declara la soberania de los Estados sobre sus recursos genéticos y
establece lineamientos para el acceso y uso de dichos recursos. Para el caso especifico del
Ecuador, existe el Grupo Nacional de Trabajo sobre Biodiversidad (GNTB), y dentro de él
varios subgrupos como el de Bioseguridad y Acceso a Recursos Genéticos (Manosalvas,
Estrella, Mariaca, & Ribadeneira, 2005), alineados a la Estrategia Nacional de Biodiversidad
2015-2030 (Ministerio del Ambiente del Ecuador [MAE], 2015). Se evidencia la importancia
de los Bancos de Recursos Genéticos (BRG) con cepas potenciales para uso como
bioinsumos, lograndose identificar y conservar las especies para su estudio y/o posterior
seleccion con fines industriales.

Proble ma cientifico

Existe limitado conocimiento en el manejo y conservacion de Trichoderma spp.,
haciéndose necesario establecer un protocolo que permita la conservacion de la cepa nativa.
En el Ecuador no se le ha dado la debida importancia al estudio de los hongos, tomando en

cuenta que el reino fungi es uno de los que cumplen un papel vital en la naturaleza, no se
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evidencian estudios especificos que aporten a la conservacion de la biodiversidad fungica
nativa, que a su vez se ve amenazada por el uso de especies exdticas que se venden en las
casas comerciales y que podrian desplazar a las nativas.

Objeto

Proceso de conservacién de Trichoderma spp., nativa ecuatoriana.
Campo

Manejo de recursos naturales, recursos genéticos, biodiversidad fangica, biotecnologia.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un proceso tecnoldgico a escala de laboratorio para la conservacién de cepas
nativas de Trichoderma spp., mediante bioprocesos que permita la conservacion del recurso

natural fngico y su aprovechamiento sustentable.

Objetivos especificos

Aislar, identificar y caracterizar la especie de Trichoderma spp nativa.

Desarrollar un protocolo para la conservacion de Trichoderma spp.

Seleccionar el mejor medio de cultivo para el crecimiento de la cepa aislada de

Trichoderma spp., a través de la velocidad de crecimiento radial.

Disefiar un catalogo de cepas puras de Trichoderma spp.

Hipotesis
Con el desarrollo de un bioproceso para la conservacion de cepas nativas de Trichoderma

spp., permitirad la conservacién del recurso natural fingico ecuatoriano.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Lacrisis de los plaguicidas: un desafio mundial

El ensayo sobre el Principio de la Poblacién (Malthus, 1846) que afirma que la poblacion
aumenta exponencialmente mientras los alimentos se producen linealmente alarmé a la
comunidad internacional, al igual que la obra de Ehrlich (1968) denominada la Explosion
Demogréafica o la Bomba P, que predecia una hambruna masiva a causa del aumento
poblacional. A partir de alli los gobiernos implementaron politicas demogréaficas para frenar el
aumento explosivo de la poblacion, dado durante la primera mitad del siglo XX. Ademas, el
auge de la revolucion verde, que consistia en la siembra de variedades mejoradas de plantas y
el uso de agroquimicos, permitio el aumento de los rendimientos de los cultivos (Sumpsi,
2012). No obstante, polémicas se desataron sobre la pertinencia de emplear agroquimicos para
obtener estos resultados, ya que estudios afirmaron que la mala gestién de los agro-insumos
afecta negativamente el medio ambiente y la salud de los trabajadores.

Un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga (World Health Organization (WHO) y Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAQO], 2010), y una plaga es cualquier
planta, animal o microorganismo que aumenta su densidad de tal manera que perjudica directa
o indirectamente al ser humano; para el caso de la agricultura, la afeccion se traduce en
pérdidas econdmicas (Brechelt, 2010). EI término plaguicida abarca una amplia gama de
compuestos como insecticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas, molusquicidas, nematicidas,
reguladores del crecimiento de las plantas y otros (Aktar et al., 2009). Los pesticidas de
mayor impacto son endosulfan, clorpirifés, cipermetrina (Ronco et al., 2008),
lambdacialotrina, carbofurano y fipronil (Vieira, Noldin, Deschamps, y Resgalla, 2016). Los

plaguicidas constituyen contaminantes persistentes en el agua, el suelo y el aire,
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representando un riesgo para los seres vivos no objetivo (Kommanet, 1998). En los animales
inducen efectos adversos en las funciones reproductivas e inmunologicas; en plantas provocan
disminucion de los rendimientos y mayor susceptibilidad a enfermedades; y en el suelo
ocasionan pérdida de fertilidad, al resultar mortales para los microorganismos benéficos que
participan en los ciclos de carbono y nitrégeno, favoreciendo la absorcion de nutrientes por
las plantas. Los plaguicidas constituyen contaminantes persistentes, porque pueden
encontrarse volatilizados en el aire, la lluvia, las nubes y la neblina (Aktar, Sengupta, y
Chowdhury, 2009). Exposicion prolongada a estos quimicos puede ocasionar en el ser
humano trastornos cardiopulmonares, neuroldgicos y hematoldgicos, enfermedades de la piel
(P L Pingali, Marquez, Palis, y Rola, 1995), alteraciones endocrinas (Campos y Freire, 2016),
hiperlipidemia en fetos (Monteagudo et al., 2016), entre otros malestares. Esta reportado que
muchas de las llamadas “nuevas enfermedades” son generadas por la inadecuada calidad de
los alimentos (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2002) y que los factores
ambientales son responsables de mas del 24 % de la carga mundial de enfermedad y de
alrededor del 36 % de las muertes de los nifios (Priss-Ustiin y Corvalan, 2005). La
alimentacion es la fuente de mayor nivel de exposicién a residuos de pesticidas para los
humanos; se reporta que es alrededor de 10° a 10° veces mayor que a la exposicion en el aire y
elagua (Margni, Rossier, Crettaz, y Jolliet, 2002).

Con el paso del tiempo, las plagas se han hecho resistentes a los pesticidas, haciendo
necesario el empleo de dosis de mas grandes para lograr el mismo efecto, lo que genera
mayores costos de produccion por concepto de aumento de los requerimientos de
agroinsumos 'y mayor liberacion de estos compuestos contaminantes al ambiente
(Laxminarayan, 2003). El desequilibrio en el ecosistema de los cultivos agricolas incide

negativamente en la calidad de vida de los agricultores y la salud de los consumidores



(Duarte, 2012). Una forma de cuantificar el impacto de dichos quimicos es mediante el

método de evaluacion del ciclo de vida medioambiental (Margniet al., 2002).

1.2 Situacién actual

En vista del disimil crecimiento poblacional y de la produccién de los alimentos, asi como
de la inequitativa distribucién de estos ultimos, se cred el Programa Especial para la
Seguridad Alimentaria (PESA) en 1994, con el objetivo de reducir la incidencia del hambre y
la malnutricién en paises en desarrollo (FAO, 2003). Este fue el abrebocas para que en
Noviembre de 1996 se realizara en Italia la primera Cumbre Mundial sobre la Alimentacion,
donde representantes de 185 paises y de la Comunidad Europea se reunieron en torno a un
tema principal: la erradicacion del hambre. Bajo el marco de este evento se firmé la
Declaracibn de Roma sobre la seguridad alimentaria mundial, donde los paises se
comprometieron a consagrar su voluntad politica y a realizar un esfuerzo comun y constante
para erradicar el hambre de todos los paises, con el objetivo inmediato de reducirla a la mitad
para el 2015 (FAO, 1996). Estas intenciones se reafirmaron afios més tarde durante la
Declaracion del milenio, donde se establecieron los ocho objetivos del milenio, entre los
cuales se destaca la erradicacion del hambre y la garantia de la sostenibilidad ambiental
(Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2000). En la Cumbre Mundial sobre la
Alimentacion del afio 2009 se reconocid la importancia de la agricultura sostenible como una
forma de aumentar la produccion sin afectar el medio ambiente, y se manifesto el compromiso
de los paises para gestionar politicas que permitan a los pequefios agricultores acceder a
tecnologias agricolas sostenibles mediante créditos, subvenciones, capacitaciones, entre otras
estrategias. Lo anterior para lograr un mejor aprovechamiento de los recursos naturales, ya la
vez se proteja y se conserve el medio ambiente (FAO, 2009a). La agricultura sostenible es la

consolidacion de tres objetivos principales: la salud ambiental, la rentabilidad econdmica y la
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equidad social. Puede lograrse mediante la aplicacién de diversas practicas agricolas como la
diversificacion de los cultivos, la diversidad genética, la gestion integrada de los nutrientes, la
gestion integrada de plagas, la gestion sostenible del agua, la tecnologia poscosecha y
programas de extension de sonido (Verma, Jaiswal, Meena, Kumar, y Meena, 2015).

A pesar del enorme esfuerzo hecho durante el primer quindenio del siglo XXI, todavia
existen 800 millones de personas en situacion de desnutricion cronica a nivel mundial (ONU,
2015); sumado a esto, la poblacion mundial ha aumentado el 29 % en los dltimos 30 afios
(Banco Mundial [BM], 2016), mientras el consumo de alimentos por persona, en términos
caloricos lo ha hecho el 17 % (Alexandratos y Bruinsma, 2012). Es paradojico que aumente el
consumo caldrico por persona, pero todavia persista la desnutricion en paises en desarrollo, lo
que se debe principalmente a la inequitativa distribucion de los alimentos. A escala mundial,
hay comunidades donde el alimento es insuficiente y provoca estados de desnutricion severa;
mientras en otras las dietas son hipercaloricas, conduciendo a su poblacion a la obesidad (van
Mil, Foegeding, Windhab, Perrot, y van der Linden, 2014).

Lo anterior evidencia la creciente demanda mundial de alimentos y la necesidad de
aumentar productividades de los cultivos para responder a ella, por lo que es fundamental el
control de plagas y enfermedades que afectan la productividad de los cultivos (Montealegre y
Pérez, 2015). La FAO estima que las pérdidas en produccion a causa de diferentes plagas
oscila entre el 20 y 40 %, siendo predominantes en Asia, Africa y Sudamérica, cuyo
participacion en las pérdidas mundiales es del 43 %, 42 % y 33 % respectivamente
(Universidad Nacional Abierta y a Distancia [UNAD], 2001). En los cultivos de arroz las
pérdidas pueden llegar hasta el 51 % (Oerke y Dehne, 2004). Sin embargo, la gestion de
plagas y enfermedades debe realizarse mediante practicas de agricultura sostenible, ya que se
evidencia una metamorfosis de las exigencias del mercado, donde los consumidores se

inclinan cada vez méas hacia los productos organicos, inocuos y de alta calidad (FAO, 2009b).
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En vista del impacto que trae el uso de agroinsumos de origen sintético como pesticidas y
fertilizantes, y del grado de concientizacion de los gobiernos, que se ha visto materializado en
declaraciones y acuerdos mundiales, cobran cada vez mas importancia los biocontroladores.
La implementacion de agentes de control bioldgico en las practicas agricolas ha incrementado
en los dltimos afios, principalmente en los paises desarrollados; mientras el poco incremento
en los paises en desarrollo se debe a los productores de organicos (Murillo, Rueda, Garcia, y
Ruiz Espinoza, 2010). Sin embargo, es necesario implementar estrategias de promocion para
la implementacidén de dichas tecnologias agricolas sostenibles, ya que todavia gran cantidad
de productores agricolas de paises en desarrollo emplean pesticidas y fertilizantes, cuyo
caracter toxico y persistente ya ha sido comprobado en varios estudios. Se reporta que los
paises en desarrollo consumen el 70 % de los agroguimicos del mundo (Alexandratos y
Bruinsma, 2012), y el aumento de consumo es del 5,4 % anual (Oerke y Dehne, 2004), lo cual
es alarmante.

Este comportamiento erroneo de los productores agricolas de paises en desarrollo se debe
principalmente a: la necesidad de asegurar su supervivencia econdémica; la ignorancia sobre la
insostenibilidad del uso de plaguicidas; la falta de diagnéstico del estado de su salud por
exposicion a estos quimicos, ya que usualmente suele atribuir sus enfermedades a otras
causas. Ademas, muchas variedades de plantas mejoradas estan adaptadas al uso de estos
quimicos para obtener altos rendimientos, por ejemplo las variedades de plantas RR. Lo que
desconocen los productores es que el retorno de inversion en tecnologias organicas (como el
uso de biocontroladores) es constante mientras el de tecnologias convencionales (como el uso
de pesticidas) presenta un aumento exponencial inicial del retorno de inversion y luego un
declive abrupto, puesto que con el tiempo deteriora la calidad de los recursos naturales y

habria que invertir mas dinero en su recuperacion (Wilson y Tisdell, 2001).
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1.3 Situacién futura

Se estima que para el afio 2050 la poblacion mundial aumentard un 35%, y que la
poblacion urbana pasara del 49 % al 70 %; por lo cual la produccién mundial de alimentos
debe aumentar un 70 % Yy duplicarse en los paises en desarrollo, teniendo en cuenta que cada
vez es menos la poblacion rural (Sumpsi, 2012). Ademas, el consumo de alimentos por
persona aumentara un 11 % para 2050 (Alexandratos y Bruinsma, 2012), lo que enfatiza en la
necesidad de aumentar la produccion agricola para responder a la demanda mundial de
alimentos. Segun previsiones de FAO (2009), el 90 % del aumento de la produccion para el
afio 2050 procedera del aumento del rendimiento de los cultivos, mientras el porcentaje
restante correspondera a un aumento de la superficie cultivada, lo que resulta en una
disminucion de la superficie agraria por habitante en un contexto de escasez de recursos
(agua, tierra...) y cambio climatico. Retos mundiales como la seguridad alimentaria, los
cambios ambientales a nivel mundial y la desnutricién necesitan un enfoque multidisciplinario
para abordar los problemas asociados con ellos (Karunasagar y Karunasagar, 2016). Sumpsi
(2011) menciona que los progresos para afrontar dichos retos se veran obstaculizados por los
impactos del cambio climatico en la productividad agraria y el aumento de la utilizacion de
materias primas agrarias como insumos para la produccion de biocombustibles. Ademas, el
crecimiento de la productividad sera de alrededor del 0,8 % anual, en contraste con el 2,1 %
anual reportado durante la primera década del siglo XXI (FAO, 2009; OCDE/FAQ, 2013).

Sumado a la necesidad de aumentar los rendimientos en la agricultura y a las restricciones
referente a la superficie de cultivo; las nuevas exigencias del mercado en términos de
inocuidad y ecologia reflejan la necesidad de impulsar e implementar tecnologias sostenibles
que permitan aumentar la produccion agricola mediante el aumento de la productividad y el

manejo integrado de plagas (MIP) y enfermedades, causantes de muchas pérdidas econdomicas

12



a los productores de alimentos. EI MIP se enfrenta a retos tanto externos como internos, en el
primer grupo se encuentra el aumento de las necesidades para el control de plagas debido al
cambio climatico, el desarrollo de resistencia de estas plagas a los pesticidas, y la complejidad

para disefar estrategias sostenibles eficaces para su control (Lamichhane et al., 2016).

1.4 Lacrisis de los plaguicidas: un desafio local

1.4.1 Situacion Latinoamericana.

América Latina y el Caribe (ALC) contribuyen al 11 % de la produccion mundial de
alimentos y poseen el 24 % de las tierras cultivables del mundo (Inter-American Development
Bank [IDB], 2016). La tasa de crecimiento anual del sector agricola en los ultimos tres afios
fue del 2,9 %, superior al crecimiento de la economia (2,6 %); lo que se debid principalmente
al crecimiento de la productividad, que correspondi6 a 2,2 puntos porcentuales del aumento
reportado en la produccion agricola (3,2 %), mientras el punto porcentual restante se debio a
la expansion de la superficie de cultivo. Dicho Crecimiento fue notorio principalmente en
Sudamérica, donde se presentaron elevados volimenes de cereales y oleaginosas durante
2013-2014, que a diferencia de Centro América presentd condiciones climaticas favorables.
En cuanto a comercio internacional, ALC presentd disminucion de sus exportaciones
agroalimentarias en un 2,5 % mientras sus importaciones lo hicieron un 8 % debido a la fuerte
competencia con paises africanos y China, que han presentado un ritmo de crecimiento bien
acelerado durante los ultimos afios. ALC es la region que ha presentado mas pérdida de
dinamismo; seguida de Asia, sin incluir China. (Comisién Econdmica para America Latina y
el Caribe [CEPAL], FAO, y Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura
[lICA], 2015).

Pese a estos inconvenientes, los paises de la regidn han realizado esfuerzos importantes

para incrementar la productividad agricola y el valor agregado de los productos. El
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incremento de la productividad fue posible gracias a la adopcion de tecnologias e
innovaciones como la utilizacion de organismos genéticamente modificados (OGM),
tecnologias de labranza cero, produccidén bajo ambientes protegidos, principalmente. También
hubo un aumento del grado de concientizacion de los productores agricolas sobre el cambio
climatico y la necesidad de producir utilizando métodos més ecoldgicos para lograr un
crecimiento estable y sostenido del sector. Por tanto, se ha visto un aumento del uso de
bioinsumos, que todavia no es generalizado, pero sera tendencia durante los afios venideros;
logrando asi responder a una creciente demanda de productos organicos y gourmet (CEPAL

etal., 2015).
1.4.2 Ecuador.

La agricultura es uno de los ejes principales sobre los que se desenvuelve la economia
nacional (Monteros Guerrero, Sumba Lusero, y Salvador Sarauz, 2013), durante la ultima
década ha representado el 8 % del Producto Interno Bruto (PIB) agropecuario con un
crecimiento del 4 % al afio. Se fundamenta principalmente en la produccién de banano, café,
cacao, flores y actividades pecuarias; donde mas del 50 % es exportable. El valor de las
exportaciones agropecuarias cuatriplica el de las importaciones y se ha visto sustentado por el
aumento de la productividad en un 6 % durante el 2015 y el de la produccion nacional en un 4
% durante 2015 y un 54 % durante los Gltimos diez afios. Este posicionamiento del sector
agropecuario en la economia nacional durante el afio 2015 ha sido posible gracias a las
politicas gubernamentales que permiten un mayor acceso a los agroinsumos y crean un
mercado favorable para el productor ecuatoriano. Es necesario resaltar que la contribucion
promedio de los fertilizantes al costo de produccion del agricultor es del 22 % mientras la de
los agroquimicos es de tans6lo el 6,7 %. Para el afio 2015 se report6 un crecimiento del 7,4 %

en el Indice de Precios al Productor (IPP), que incentiva al productor ecuatoriano y garantiza
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la sostenibilidad de la produccion; disminuciones del 11 % para el indice de Fertilizantes
(IPF) y del 0,3 % para el indice de Agroquimicos (IPI), teniendo en cuenta que todos los
pesticidas tendieron al alza con excepcién de los herbicidas (Monteros Guerrero y Salvador
Sarauz, 2015).

Los pesticidas empezaron a emplearse durante la segunda mitad del siglo XX, muchos de
los cudles provenian de subvenciones estatales en respuesta a la llamada “Revolucion verde”
que pretendia aumentar la productividad del agro para poder responder a la creciente demanda
mundial de alimentos. Con el tiempo se fueron comprobando los efectos nocivos de estos
quimicos en el ambiente y la salud de los trabajadores, quienes lo desconocian (Grieshop y
Winter, 1989). Un estudio afirma que las principales causales de que se sigan empleando
estos quimicos pese a que se conozca su impacto negativo en el medio ambiente y la salud
son: falta de conocimientos sobre el manejo de pesticidas, tecnologia obsoleta y mayor
prevalencia dada al &mbito econdmico sobre la salud humana (Love y Pollanis, 2015).

Actualmente, el Ecuador se encuentra en zona de emergencia, las areas de produccion de
maiz, ya que se prevé que los rendimientos caeran hasta en un 60 % durante el afio 2016 a
causa de enfermedades virales y fungicas, por lo que habréa que importar el maiz para suplir la
demanda nacional (Subsecretaria de Tierras y Reforma Agraria [STRA], 2016). En vista de la
necesidad de aumentar la productividad agricola y de que el Plan Nacional Para el Buen Vivir
2013-2017 plantea como séptimo objetivo nacional “Garantizar los derechos de la naturaleza
y promover la sostenibilidad ambiental territorial y global” y como octavo objetivo
“Consolidar el sistema econémico social y solidario, de forma sostenible” (Secretaria
Nacional de Planificacién y Desarrollo [SENPLADES], 2013), es recomendable la Gestion

Integrada de Plagas con agentes bioldgicos.
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143 Zonal.

Esta situacion ha afectado principalmente a Carchi cuyos cultivos de papa han sido
confiados a los pesticidas desde 1960. Entre los principales pesticidas empleados se reporto el
uso de fungicidas como ditiocarbamatos de metales e insecticidas como organofosforados y
carbofuranos, que se aplicaban sin medidas de proteccion por diversas razones como la
presion social en términos de masculinidad, y limitaciones de calidad, disponibilidad y costo,
lo que desencadenaba en cuadros clinicos de toxicidad. Adicionalmente, las practicas de
disposicion de desechos contaminaban otros lugares no objetivos. Por tanto, el Instituto
Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) realiz6 a finales de siglo
talleres de capacitacion a los campesinos; abarcando temas como la dosificacién de los
pesticidas, las buenas practicas a la hora de manipular estos quimicos y el control bioldgico,
logrando mantener el mismo nivel de produccion de papa con la mitad de los gastos en
pesticidas y fertilizantes. Posteriormente se realizé la reunion titulada "El impacto de los
plaguicidas en la Salud, la Produccién y el Medio Ambiente", donde participaron 105
representantes del gobierno, industria, organizaciones de desarrollo, comunidades y medios de
comunicacién; a partir de alli surgié la "Declaracion para la Vida, Medio Ambiente y
Produccion en Carchi", que reglamenta la formulacion de agroquimicos y prohibicion de los
altamente tdxicos por parte del Servicio Ecuatoriano de Salud Agricola (SESA), la realizacion
de actividades educativas sobre el uso de pesticidas, la inversion estatal en Gestion Integrada
de Cultivos. Sin embargo, la presion de la industria de plaguicidas persuadi6é a funcionarios
del gobierno para retirar el apoyo para la reduccién y eventual eliminacion de los pesticidas
alta y extremadamente toxicos (Cole, Sherwood, Crissman, Barrera, y Espinosa, 2002;

Crissman, Cole, y Carpio, 1994).
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A inicios del siglo XXI, pese a que la mayor parte de trabajadores de la Amazonia y de la
Sierra Norte ecuatoriana eran conscientes del impacto nocivo de los plaguicidas, se siguieron
empleando estos quimicos para no perjudicar los rendimientos de los cultivos y asegurar su
estabilidad econdmica, a la vez que continuaban realizando una serie de conductas
inadecuadas que ponian en riesgo el medio ambiente y la salud de los trabajadores (Hurtig et
al., 2003). Con la financiacion del Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo
(IDRC), otros donantes, investigadores y juntas parroquiales se ha logrado con el tiempo
encontrar formas de reducir el uso de pesticidas y la exposicion de las familias de los
agricultores, sin reducir los rendimientos. No obstante, la tasa de intoxicacion por plaguicidas
en Carchi se encuentra entre las mas altas del mundo; pues 4 de cada 100 habitantes sufre
intoxicacién mientras 4 de cada 10 000 mueren a raiz de estos quimicos. Los riesgos se
acenttan por el hecho de que los plaguicidas mas comunes en esta zona estan entre los mas
peligrosos del mundo, que adicionalmente son los mas baratos (Stephen, 2003) y porque las
soluciones para fumigar son usualmente preparadas en casa, involucrando a todos los
miembros del hogar (Mera-Orcés, 2001). En el afio 2006 un estudio demostré que estos
quimicos son causantes de crecimiento de retraso de los nifios del Carchi, asi como de
anomalias neuroconductuales (Grandjean, Harari, Barr, y Debes, 2006). Adicionalmente, son
inhibidores de la coliestereasa, disruptores endocrinos y carcindgenos (Crissman et al., 1994;

Srivastava y Singh, 2013).

1.5 Propuesta al desafio: biocontroladores

En vista de las limitaciones anteriormente mencionadas, el aumento de la productividad
agraria debera lograrse mediante la aplicacion de tecnologias sostenibles tanto econémica
como ambientalmente, que permitan responder a la creciente demanda de alimentos y a las

exigencias del mercado. Sumpsi (2012) propone cuatro tecnologias sostenibles econdmica y
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ambientalmente, estas son: a) La agricultura de conservacion, que se basa en el laboreo
minimo o nulo de la tierra, y la siembra de cultivos asociados o intercalados; b) la agricultura
de precision para el uso eficiente de fertilizantes y del agua de riego; c) la Gestidn Integrada
de Plagas y enfermedades, que combina el uso de variedades de plantas resistentes y el uso
razonable de pesticidas; d) la conservacion y el uso sostenible de la biodiversidad, mediante la
mejora genética. No obstante, existen todavia preocupaciones por algunos riesgos hipotéticos
de los organismos genéticamente modificados, en lo referente a la salud humana, la nutricion,
el medio ambiente natural, la viabilidad econdmica y el desarrollo rural (Morales Estupifian,
2001), principalmente en los paises en desarrollo. Por su parte, la Gestion Integrada de Plagas
(MIP) pretende el crecimiento de cultivos sanos con el menor impacto ambiental, haciendo
uso de mecanismos naturales (Duarte, 2012).

Los bioinsumos surgieron como respuesta a la demanda mundial de alimentos trazables,
inocuos y ecoldgicos; ya que sin tener compuestos contaminantes en su formula mejoran la
productividad, la calidad y la salud de las plantas, o las caracteristicas biologicas del suelo.
Son productos elaborados a partir de microorganismos, los cuales son seleccionados por su
capacidad de promover el crecimiento vegetal, directamente al facilitar la absorcion de
nutrientes por la planta o indirectamente al contribuir al control de enfermedades y plagas. Por
tanto, los bioinsumos pueden dividirse en biofertilizantes y biocontroladores, aunque a veces
la misma cepa microbiana posee ambas funciones (Nora Altier, Elena Beyhaut, 2012); tal es
el caso de Trichoderma spp., que aparte de parasitar hongos patégenos de plantas induce el
crecimiento de las plantas y su respuesta inmunitaria tanto localizada como sistémica (Dou et
al., 2014).

El biocontrol constituye una estrategia biotecnolégica ecolégicamente limpia y compatible
con la agricultura organica y el MIP (Monte y Llobell, 2003). El objetivo de usarlo es crear un

equilibrio entre las plagas y los biocontroladores, de modo que la plaga llegue a un nivel
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donde ya no sea dafiina. Ademas, el biocontrol presenta amplias ventajas sobre las practicas
convencionales de control de plagas, ya que es econdmico, no genera resistencia en las plagas,
no pone en riesgo la salud de los fumigadores y ni afecta el medio ambiente. No obstante, su
uso es completamente preventivo, no retroactivo, ya que actuar cuando la plaga esta en pleno
auge no trae resultados (Hanke, 2012). Algunos de los productos organicos utilizados en el
biocontrol de enfermedades se incluyen hongos como Trichoderma harzianum y Gliocadium
virens, actinomicetos como Streptomyces griseoviridis y bacterias como Bacillus subtilis.
(Murillo et al., 2010).

El desarrollo de bioproductos constituye una forma de valorizacion de la biodiversidad a
través de la biotecnologia, permitiendo su aprovechamiento econémico de forma sostenible
con potencial industrial (Quezada, Roca, Szauer, Gdmez, y Lopez, 2005; Ramdn et al., 2005).
Esto constituye una ventaja comparativa para los cinco paises miembros de la Comunidad
Andina de Naciones (CAN), entre los que se encuentra Ecuador; ya que poseen alrededor del
25 % de la biodiversidad mundial (Manosalvas, Estrella, Mariaca, y Ribadeneira, 2005)

El Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB), firmado en la década de los 90°s
(incluyendo a la CAN), declara la soberania de los Estados sobre sus recursos genéticos y
establece lineamientos para el acceso y uso de dichos recursos. Para el caso especifico del
Ecuador, existe el Grupo Nacional de Trabajo sobre Biodiversidad (GNTB), y dentro de él
varios subgrupos como el de Bioseguridad y Acceso a Recursos Genéticos (Manosalvas et al.,
2005), alineados a la Estrategia Nacional de Biodiversidad 2015-2030 (Ministerio del
Ambiente del Ecuador [MAE], 2015). Se evidencia la importancia de los Bancos de Recursos
Genéticos (BRG) con cepas potenciales para uso como bioinsumos, lograndose identificar y

conservar las especies para su estudio y/o posterior seleccién con fines industriales.
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1.6 Trichoderma

Se estima que existen alrededor de 1,5 millones de hongos en la naturaleza (Hawksworth,
1991), sin embargo, estimaciones alternativas se han situado entre el medio millén a casi 10
millones (Hawksworth, 2001). Segun el Indice Fungorum se han descrito hasta el momento
529 mil especies (Species Fungorum, 2016), lo que demuestra la amplia biodiversidad flngica
y el amplio potencial biotecnolégico para el descubrimiento de nuevos metabolitos.

Trichoderma spp., es un género de hongos deuteromicetos pertenecientes a la clase de los
Hifomicetos. Se encuentra cominmente en el suelo, y puede crecer en todos los pisos
térmicos, desde los polos hasta los trépicos. Una caracteristica del género es la capacidad para
degradar eficazmente una amplia gama de sustratos naturales, (Penttila, Limoén, &
Nevalainen, 2004), principalmente por su produccion de celulasas y hemicelulasas (I. S.
Druzhinina & Kubicek, 2016), siendo muy Util en la biotransformacion de residuos vegetales
para alimentacion animal (Valifio, Elias, Torres, Carrasco, & Albelo, 2004). En el sector de la
salud, Trichoderma spp., también ha sido un gran aportante, ha mostrado actividad
anticancerigena (Saravanakumara et al., 2015) y antitumoral (Li et al., 2011). Segun el indice
fungorum, se han descrito hasta el momento 296 especies (Species Fungorum, 2016), de las
cuales la especie mas estudiada es T. harzianum (Ghisalberti & Sivasithamparam, 1991).

Los Centros de Recursos Genéticos (CRG) de hongos permiten aislar, identificar y
conservar las especies para aplicaciones especificas en el futuro. La comunidad académica y
la industria a menudo requieren mas que las cepas, sino también informacion valiosa con
respecto a condiciones de cultivo, conservacion y metabolitos producidos. Por tanto, los CRG
tienen que ajustarse a los requerimientos de los consumidores (Ryan & Smith, 2004).

Trichoderma spp se considera como uno de los hongos més Utiles en la produccion de

enzimas industriales, la agricultura y la biorremediacion (Rey et al., 2004). Las especies de
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este género son de gran interés agricola debido a las caracteristicas antagdnicas que presentan
frente a hongos fitopatdgenos; para ello ejecutan tres mecanismos de biocontrol: competencia
por nutrientes o espacio, antibiosis y micoparasitismo (Bélanger et al., 1995; I. Chet et al.,
1997; G. E. Harman & Kubicek, 1998); siendo este ultimo su mecanismo principal de accion
(Ferndndez, 2001). Adicionalmente, esta reportado que las celulasas producidas por este
hongo son las mas eficientes para la degradacion de sustratos celulosicos en mondmeros de
glucosa (Esterbauer et al., 1991). Por lo que se considera a Trichoderma spp., como uno de
los hongos mas (tiles en la produccidon de enzimas industriales, la agricultura y la
biorremediacion (Rey et al., 2004).

Los descubrimientos recientes demuestran que son simbiontes de plantas, no virulentos
oportunistas, asi como que son parasitos de otros hongos (G. E. Harman, Howell, Viterbo,
Chet, & Lorito, 2004). Varias especies del género se emplean como agentes de control
bioldégico contra hongos patdgenos de cultivos agricolas y como promotores, tanto de la
absorcion de nutrientes como de la respuesta inmune de las plantas (Bailey et al., 2006).
Ademas, esta reportado que semillas pre-germinadas con Trichoderma spp., aumentan su
actividad endoquitinasa, y por tanto su resistencia a hongos patdgenos (Clavijo & Cotes,
1998; Evans, Holmes, & Thomas, 2003). Por ello, Trichoderma spp., se comercializa
usualmente como biofertilizantes y bioplaguicidas (llan Chet, 1987; G. E. Harman et al.,
2004). Se reporta que mas del 60 % de los biofungicidas disponibles en el mercado, son
elaborados a partir de este hongo (M. Verma, Brar, Tyagi, Surampalli, & Valéro, 2007).

A pesar de que las especies de Trichoderma spp., han sido evaluadas durante mas de 70
afios como antagonistas de hongos fitopatdogenos, 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

trazas de fungicidas en ellos. Las especies mas comunes para este fin son T. viride y T.
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harzianum (Castro & Monte, 2000), que constituyen el ingrediente principal de los
bioinsumos comercializados; siendo efectivos contra los hongos P. nicotianae, R. solani,
Pythium spp., P.aphanidermatum, P. parasitica, P. capsici, R. rolfsii, entre otros (Stefanova,
2003). Se conoce que aproximadamente el 90 % de los actuales micoplaguicidas para bio-
control de hongos fitopatdgenos tiene como principio activo las esporas (conidios y
clamidiosporas) de Trichoderma spp. (Fernandez-Larrea, 2001; Woo et al., 2006). El
tratamiento de las semillas es la forma mas extensiva del uso de Trichoderma spp., porque
asegura la proteccion inmediata de la plantula naciente (Marusia, 1997). Harman (Gary
Harman, 2000) compar0 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 absorcion de nutriente.

La produccién de biopreparados fungicos para control biologico agentes tiene como
objetivo transportan el mayor nimero posible de propagulos (esporas, para este caso) viables
que pueden infectar a los hongos patdgenos. Para la formulacion de biopesticidas estables las
estructuras morfoldgicas deben permanecer viables durante mucho tiempo antes y después de
uso, con un tiempo minimo de caducidad de 18 meses a 20 ° C (Deshpande, 1999). Su uso
contribuye al desarrollo sostenible de la agricultura, permite responder a la demanda organica
de alimentos y la protege el entorno ecolégico de la zona urbana (Marusia, 1997). Sin
embargo, uno de las mayores limitaciones del su uso y comercializacion es la formulacion
adecuada de los biopreparados, lo que implica, asegurar su facil aplicacion, bajos costos de
produccion, concentracion suficiente de indculo, viabilidad de las esporas (Fravel, 2005) y
mantenimiento de la densidad de in6culo una vez que aplicado en el suelo o sustrato, tras un

periodo de tiempo de medio a largo plazo (Martinez-Medina et al., 2008).

1.6.1 Aislamiento de cepas.
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Hongos de este género se han recolectado a partir de los siguientes sustratos: arboles de
Theobroma spp. (Bailey et al., 2006); muestras de suelo (Youetal., 2016); sedimento marino
(Ren et al., 2013); rizosferas de aloe (Zhang et al., 2016), de chile, de mango (Guigdn-Lbpez
et al., 2010), de frijol, de soja (Larralde-Corona et al, 2008); cortezas de mangle
(Saravanakumara et al., 2015), de Taxus baccata (Adelin et al., 2014); esponjas marinas
(Kobayashi, Uehara, Matsunami, Aoki, & Kitagawa, 1993) y mejillones azules (Ruiz et al.,
2007).

Para la recoleccion de las cepas enddgenas a partir de plantas que carecen de corteza,
como por ejemplo las leguminosas, se deben lavar los tejidos sanos como los tallos, hojas y
raices en trozos pequefios (de 3 cma 5 cm). Posteriormente, esterilizar con hipoclorito de
sodio al 1% durante 4 min a 5 min, luego con tiosulfato de sodio al 2,5% durante 10 min
(para eliminar el cloro residual), agua y finalmente con alcohol al 75% durante 1 min. Los
tejidos se secan bajo una camara de flujo laminar, se cortan en trocitos de aproximadamente
0,5 cm y se transfieren a placas de Petri con el medio de cultivo de agar (Wang et al., 2015).
Si por el contrario, la recoleccion se va a hacer a partir de un arbol, se debe retirar untrozo de
corteza del tronco a una altura de 1,60-1,70 m, y con un objeto corto punzante cortar astillas
triangulares de 0,8 cm x 0,5 cm, como indica la figura 1. El material se lleva al laboratorio,
donde se escinde con una cuchilla y con pinzas se toman muestras internas, las cuales se

depositan en los medios de cultivo (Evans et al., 2003).
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Figura 1. Cortes efectuados en el arbol para la toma de muestras (Evans et al., 2003).

Para recoleccion de cepas del suelo se suspenden las muestras de suelo en solucion salina
0,9 % p/v, luego se toman alicuotas para inocular platos de PDA con antibidtico y se hacen
repiques hasta obtener la cepa pura en medios sin antibidtico (Larralde-Corona et al., 2008).
Otros autores reportan para la suspension de las muestras de suelo sélo agua destilada estéril
en proporcion de 1/1000 (Sanchez Lopez, Martinez Bolafios, Zavala Gonzalez, & Ramirez
Lepe, 2012).

En la Tabla 1 se mencionan los principales medios de cultivo reportados en la literatura
para el aislamiento del Trichoderma spp.

Tabla 1. Medios de cultivos reportados para el aislamiento de Trichoderma spp.

Medio Suplemento Referencia
Agar Peptona Dextrosa Rosa bengala y estreptomicina (Martin, 1950)
Agar Papa Dextrosa Penicilina y estreptomicina (Evans et al., 2003)
Agar Extracto de Malta Cloranfenicol (Evans et al., 2003)
Agar Papa Dextrosa Cloranfenicol (Wang et al., 2015)
Medio selectivo Cloranfenicol (Sanchez Lopezetal., 2012)

Se reportan tiempos de incubacion de una semana a 25 °C (Martin, 1950), ocho semanas a
25 °C (Evans et al., 2003) y cuatro dias a 28 °C en condiciones de oscuridad (Zhang et al.,
2016). Luego, las cepas se purifican en Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés)
(Thongram, Sarangthem, Gourshyam, & Bharat, 2013), medio Extracto de levadura-Peptona-
Dextrosa (YPD, por sus siglas en inglés) (Larralde-Corona et al., 2008) o Agar Zanahoria
Papa a 25 °C en condiciones de oscuridad (CPA, por sus siglas en inglés) (Evans et al., 2003)
durante 20 dias (Lang et al., 2015) y se hacen repigues cuantas veces sea necesario hasta

obtener cepas puras.

1.6.2 Identificacion de especies.
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Las colonias de hongos pertenecientes al género Trichoderma spp., se reconocen
facilmente por su rapido crecimiento y su coloracion, que varia del blanco-verde a amarillo-
verdoso. En el area de conidiosporas se observan anillos concéntricos, y por el revés de la
colonia puede haber coloracion amarillo, ambar, amarillo verdoso o neutro. En cuanto a
caracteristicas microscopicas, los conidi6foros son por lo general hialinos, erectos,
ramificados, no verticilados, solitarios o en grupos, con fialides hialinos en forma de botella.
Las conidiosporas estan dispuestas en el apice de las fialides; su morfologia puede variar de
subglobosa a oblonga, lisa a espinosa, hialina a verde, dependiendo de la especie (Arango,
Ordoriez, Castafieda, & Restrepo, 1988; Barnet & Hunter, 1972).

La identificacion de cepas a nivel de especie es el primer paso para el aprovechamiento
potencial de Trichoderma spp., iniciando con la caracterizacion, que da a conocer las
aplicaciones especificas del hongo de acuerdo con los metabolitos producidos (Lieckfeldt,
Samuels, Nirenberg, & Petrini, 1999). La identificacion de especies se realizaba inicialmente
por patrones de ramificacion y morfologia tanto de conidios como de conidiéforos (Rifai,
1969) mediante observacion al microscopio luego de 6-7 dias de crecimiento del hongo en
PDA a 25-30° C (Thongram et al., 2013). Bissett (1984, 1991), Barnet y Hunter (1978)
establecieron claves taxondémicas para diferenciar las especies del género. Sin embargo,
existen pocos caracteres morfologicos utiles, y los que hay son similares, por lo que la
identificacion de especies precisa basada en la morfologia es dificil (Respinis et al., 2010).

Frente a este inconveniente, cada vez va tomando mayor utilidad las técnicas y
herramientas de identificacion molecular (C. Kubicek, Komon-Zelazowska, & Druzhinina,
2008). Para la extraccion del ADN se inocula Caldo de Papa Dextrosa (PDB, por sus siglas en
inglés) con tacos de PDA colonizados con micelio aéreo de Trichoderma spp., se incuba
durante 48 h a 24 °C en un agitador orbital, se filtra en unembudo Buchner, se lava el micelio

con agua estéril y se muele; finalmente se procesa segun el tipo de técnica molecular escogida
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(Thongram et al., 2013). Algunas de ellas son: codigo de barras de oligonucleétidos (I.
Druzhinina et al., 2005), analisis en software (MEGAS) version5 (Tamura et al., 2011), toma
de huellas dactilares de ADN, Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP, por sus siglas en inglés), amplificacion y secuenciacion del Espaciador Transcrito
Interno (ITS, por sus siglas en inglés) (Gams & Bissett, 1998; Lieckfeldt, Kuhls, &
Muthumeenakshi, 1998).

Actualmente se han secuenciado los siguientes genomas de Trichoderma spp.: T. reesei, T.
virens, T. asperellum, T. harzianum, T. parareesei, T. gamsii, T. longibrachiatum y T.
citrinoviride (Baroncelli, Zapparata, Piaggeschi, Sarrocco, & Vannacci, 2016; C. P. Kubicek
et al, 2011; Martinez et al, 2008; Mukherjee, Horwitz, Herrera-Estrella, Schmoll, &
Kenerley, 2013; Yang et al.,, 2015). En la figura 2. Se nota la variabilidad en la morfologia del
micelio, de acuerdo con el tipo de cepa empleada, algo comun es que esporulan de color

verde.
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Figura 2. Crecimiento de colonias de diferentes cepas de Trichoderma spp. (Guigén-Lépez

etal., 2010).
1.7 Caracterizacion

1.7.1 Tasas de crecimiento
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Se toman plugs o tacos de PDA con micelio y se inoculan cajas de Petri con PDA, las
cuales se incuban a 25 °C durante el tiempo necesario para que el micelio recubra
completamente la superficie de la caja. El crecimiento radial se mide diariamente y la Tasa de
Crecimiento radial (TC) se calcula como sigue: TC= (Crecimiento final- Crecimiento
inicial)/tiempo de incubacion (Larralde-Corona et al., 2008).

Uno de los medios de cultivo utilizados para la reproduccion de Trichoderma spp., y
determinar la velocidad de crecimiento es agar papa destroza (Asran-Amal, Moustafa-
Mahmoud, Sabet, & EI Banna, 2010; Guigdon-Iépez et al., 2010), incuban a 25° C (Correa et
al., 2007); (Dou et al., 2014), durante tres a cinco dias (Torres De La Cruz et al., 2015); Al
Hazmi & TarigJaveed, (2016) mencionan que Trichoderma se cultivd en PDA e incubo a 24°
C durante 14 dias; Agamez, Zapata, Oviedo, & Barrera, (2008) indican que Trihoderma sp.,
se incuba durante siete dias a una temperatura de 25 — 28° C; Trichoderma asperellum
desarrolla una mayor tasa de crecimiento in vitro (Guigén-lopez et al., 2010), de acuerdo a
Sandoval & Noelting (2011) el medio semisolido estimula la produccion de conidios en
mayor medida que el medio liquido; Marcello et al., (2010) cultivé T. asperellum en medio
MYG que contenia 0,5% de extracto de malta, 0,25% de extracto de levadura, 1% de glucosa
y 2% de agar; es recomendable sembrar Trichoderma sp., enagar rosa de bengala (Cubillos et
al., 2014), T. asperellum crece mejor a 25° (Guigén & Gonzalez, 2004).

Reyes Ramirez, Alejo, Ruiz Sanchez, Maria, & Suérez, (2012) registraron el crecimiento
radial mediante la medicion lineal de la distancia de crecimiento del hongo a partir del punto
de inoculacién; la incubacion de Trichoderma sp., bajo luz blanca favorece la esporulacion
(E. Agamez et al., 2008); Las colonias de la cepa Trichoderma inhamatum BOL-12QD crecen
y maduran a los 7 dias de incubacion en PDA a 30 °C (C. Garcia, Mamani, Chavez, &

Alvarez, 2016).
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1.7.2 Produccidon de metabolitos

La biosintesis de metabolitos secundarios en los hongos a menudo implica vias
bioguimicas Unicas e inusuales, que si se varian sutilmente, pueden originar diversidad de
sustancias a partir de s6lo unos precursores clave, provenientes del metabolismo primario
como acidos acetil-CoA reductasa, mevalonato y aminoacidos (Demain & Fang, 2000; Keller,
Turner, & Bennett, 2005). Dentro de los metabolitos secundarios derivados de Trichoderma
spp., se destacan: péptidos no ribosomales como peptaibioles, sider6foros, micotoxinas,
policétidos, terpenos, pironas, entre otros. Sin embargo, la produccion de estas sustancias
depende de la especie y de la cepa con que se esté trabajando, y no meramente de las
condiciones de cultivo, aunque el uso de inductores puede ser necesario (Zeilinger, Gruber,
Bansal, & Mukherjee, 2016). En la tabla 2 se consignan algunos de los metabolitos

producidos por este género.

Tabla 2. Metabolitos producidos por las especies de Trichoderma spp.

Tipo Metabolito Es pecie Referencia
Enzima Celobiohidrolasas T. viride (Valifio et al., 2004)
Betaglucanasa T. ovalisporum (Bailey et al., 2006)
Celulasa T. ovalisporum (Bailey et al., 2006)
Poligalacturonasa T. ovalisporum (Bailey et al., 2006)
Proteasa T. ovalisporum (Bailey et al., 2006)
T. harzianum (Suarezetal., 2005)
T. reesei (Grinyeret al., 2007)
Xilanasa T. harzianum (Tseng, Liu, Yang, Lo, & Peng,
2008)
B-1,3-glucanasa T. harzianum (Tseng et al., 2008)
B-1,6-glucanasa T. harzianum (Tseng et al., 2008)
Cetoacil sintasa T. harzianum (Yao et al., 2016)
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Tipo Metabolito Especie Referencia
B-1,4-mananasa T.virens (Chai, Abu Bakar, Mahadi, &
Murad, 2016)
Acetil-estereasa T. reesei (Kremnicky, Mastihuba, & C6té,
2004)
Antraquinona Crisofanol T. harzianum (Liu etal., 2016)
Péptido Peptaibiol T. isocyanide (Ren et al., 2013)
bioactivo T. longibrachiatum (Ruizetal., 2007)
Tricorvina T.viride (Wada, lida, Asami, & Fujita,
1996)
Poliporinas T. polysporum (New et al., 1996)
Antibidtico Homothallin 11 T. harzianum (Faull, Graeme-Cook, &
Pilkington, 1994)
Acido organico  A. propidnico T. hamatum (Baldwin et al., 1985)
Policétido Koningininos T. koningii (Lang et al., 2015)
Trichoharzin T. harzianum (Kobayashi et al., 1993)
Terpeno Harzian tetraciclico T. atroviridae (Adelin et al., 2014)

Sesquiterpeno
Micotoxina

Alcohol

Citrinovirina

Pestalotiopsina
Citocalasina

Etanol

T. citrinoviride

Trichoderma spp.
T. gamsii

T. harzianum

(Liang, Miao, Song, Liu, & Ji,
2016)

(Yuetal, 2015)

(L. Chenetal., 2014)
(Ghisalberti & Sivasithamparam,

1991)

1.7.3 Efecto antagdnico

El mecanismo de accidén de Trichoderma spp. como biocontrolador se basa en la hidrdlisis
de la pared celular del patdgeno, debido principalmente a las enzimas hidroliticas
exoquitinasas y B-1-3 glucanasas que produce extracelularmente; lo que resulta mortal para el

29



patdgeno, ya que la pared celular de los hongos se compone de un 80 % de quitina (Clavijo &
Cotes, 1998).

Para medir el efecto antagdnico de Trichoderma spp. otros microorganismos se utiliza el
método de cultivos duales (Larralde-Corona et al., 2008), mediante confrontacion de las dos
cepas en cajas de Petri con PDA, con una separacion inicial de 5 cm aproximadamente, bajo
unas condiciones de cultivo de 20-25 °C durante 120 h con un fotoperiodo 12:12
(luz:oscuridad). El porcentaje de Inhibicién del Crecimiento (IC) de los patdgenos se calcula
contrastando su tasa de crecimiento en ausencia y en presencia de Trichoderma spp. en el
medio de cultivo, siendo considerada como el 100 % a la tasa de crecimiento del patogeno en
el cultivo axénico (Guigdn-Lopez et al.,, 2010). En la tabla 3 se listan algunos de los
patdégenos inhibidos por Trichoderma spp.

Tabla 3. Fitopatdgenos objetivo del Biocontrolador Trichoderma spp.

Fitopatdgeno Biocontrolador Referencia

Rhizoctonia solani T. koningii (Clavijo & Cotes, 1998)
T. harzianum (Tseng et al., 2008)

Fusarium oxysporum T. koningii (Clavijo & Cotes, 1998)

Pythium splendens T. koningii (Clavijo & Cotes, 1998)

Moniliophthora roreri T. ovalisporum, T. hamatum, T. (Bailey etal., 2006)
harzianum

Crinipellis roreri T. ovalisporum, T. hamatum, T. (Bailey et al., 2006; Evans et al,
harzianum 2003)

Botrytis cinerea T. harzianum (Liu etal., 2016)

Staphyloccocus aureus T. citrinoviride (Liang et al., 2016)

Sclerotinia sclerotiorum T. harzianum (Zhang et al., 2016)

Staphylococcus aureus T. citrinoviride (Liang et al., 2016)

Aspergillus niger T. harzianum (Ghisalberti &  Sivasithamparam,

1991)
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Fitopatogeno Biocontrolador Referencia

Escherichia coli T. koningii (Ghisalberti &  Sivasithamparam,

1991)

1.8 Conservacion de cepas

El objetivo de la preservacién es para mantener la pureza, la viabilidad, la capacidad de
esporulacion y la integridad gendmica de la cepa (Smith & Ryan, 2004). EI mantenimiento de
la integridad fenotipica y gendmica de la cepa es de suma importancia, y puede verse afectada
por malas técnicas de preservacion (Ryan & Smith, 2004). Kuhls, Lieckfeldt y Borner (1995)
notaron que cepas presumiblemente idénticas de Trichoderma spp obtenidas de diferentes
CRG tenian desviaciones en las huellas dactilares por PCR. Un cientifico con poca
experiencia puede inadvertidamente trabajar con una cepa degenerada, producir resultados
falsos y sacar conclusiones erréneas (Ryan & Smith, 2004). Fuentes no fiables de recursos
genéticos fungicos pueden provocar resultados desastrosos en términos econémicos, ya que la
cepa puede no ser estable genéticamente o puede estar mal identificada, ocasionando que
seguramente no manifieste los resultados esperados tanto en velocidad de crecimiento, como
de tipo y cantidad de metabolitos producidos. La necesidad de asegurar la estabilidad de las
cepas para aplicaciones biotecnologicas es de suma importancia (Clutterbuck, 2004). Por
tanto, los métodos de preservacion empleados deben ser reproducibles y garantizar la
integridad fenotipica y gendmica de las cepas, o por lo menos minimizar su deterioro (Ryan &
Smith, 2004).

Se reportan métodos de almacenamiento en glicerol 35 % v/va -70 °C (Larralde-Corona et
al., 2008), Agar Harina de Maiz (CMA, por sus siglas en inglés) a5 °C (Sanchez Lopez et al.,
2012), inmersion en aceite mineral o agua destilada estéril (Gato, Rodriguez, & Eléseqgui,

2009), subcultivo continuo (repique), congelacion y liofilizacion (Ryan, Smith, & Jeffries,
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2000). No obstante, el método de liofilizacion es el mas adecuado para hongos formadores de
esporas ya que es dificil la revitalizacion de las hifas despues de la conservacion. Aunque se
pueden afiadir lioprotectores como suero, leche desnatada, inositol, glicerol, trehalosa y
peptona al medio de suspensidn para reducir los dafios (Ryan & Smith, 2004). Se recomienda
que si la cepa es para uso industrial se empleen los métodos de conservacion a largo plazo,
como liofilizacion y criopreservacion en nitrogeno liquido de -140 a -196 °C, ya que
preservan la estabilidad genética de la cepa, de lo contrario se empleen los métodos
alternativos. Sin embargo, estos dos métodos Optimos no se pueden implementar en
laboratorios con recursos limitados (Gato, 2010; Ryan et al., 2000).

Las cepas de Trichoderma se conservan por liofilizacién (Bettiol, Rivera, Mondino,
Montealegre, & Colmenarez, 2014), los mejores resultados para la conservacion de cepas se
han obtenido con la liofilizacion (Godinez, 2008), ha sido utilizada tanto para preservacion de
levaduras y hongos filamentosos (Manuel, Andreu, Machin, & Perurena, 2005). Las esporas
producidas bajo condiciones controladas de luz y temperatura presentan mayor resistencia a la
liofilizacion (Ortiz et al., 1995). La liofilizacion esss un método efectivo para la preservacion
de una amplia variedad de bacterias y bacteriofagos, favorece el mantenimiento de la

viabilidad por més de 50 afios (Instituto de Biotecnologia, 2016).

1.9 Produccion de biopreparados

Existen cuatro formas fundamentales de produccion: cultivos bifasicos, fermentacion en
estado solido, fermentacidn liquida estatica y liquida agitada (Elosegui, 2006). Por lo general
para la reproduccion masiva de las cepas promisorias de Trichoderma spp. se utilizan
métodos bifasicos, liquido-liquido y liquido-solido (Stefanova, 2003). La bifasica es la méas
rapida, porque se produce el indculo por fermentacion liquida; que luego se usa para

fermentar el sustrato sélido (R. Garcia, 2006); ademés, esta reportado que en medio liquido se
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producen sustancias promotoras del crecimiento de la planta como acido indolacético, acido
giberélico, citoquininas y vitaminas (Wei, Liang, Zhang, & Luo, 2006). A continuacion se

exponen las principales formas de produccién.
1.9.1 Produccion por Fermentacion en Estado Sélido

Sustratos: la eleccidn de los sustratos depende de su costo, la disponibilidad local y de los
requerimientos nutricionales de la cepa (El6segui, 2006). Por lo general se emplea el grano
entero de arroz, pero tiene un costo relativamente alto en comparacién con varios residuos
agroindustriales (Fernandez-Larrea, 2004). Por ende, se han evaluado otros sustratos como
cascaras de tomate, cascarilla de arroz, cascara de ajo, cascara de cacao, cascara de ajonjoli,
cascara de cacahuate, cascara de café, vaina de frijol, rastrojo de soya y maiz, olote de maiz, y
granos de arroz, de sorgo, de alpiste y de maiz quebrado (Michel-Aceves et al., 2008), paja de
arroz, paja de trigo (Fernandez, 2001), estiércol de granja, pseudotallo de platano, hojas de
platano secas (Thangavelu, Palaniswami, & Velazhahan, 2004), entre otros. Las hojas de
banano enriquecidas con azlcar morena en solucion a ebullicion presentan la mas alta
produccion de esporas de Trichoderma spp (4.6 x 10%? UFC/g material) (Thangavelu et al.,
2004).

Preparacion de indculos: se re-activan 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
cmdiametro) 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
adicion de Tween 80 al 0,1% hasta obtener la dilucion apropiada (107%) y se contabiliza en
numero de conidios en cdAmara de Newbauer (Fernandez- Larrea, 1997) o en un hemocitémetro

con un microscopio de contraste de fase (Ahamed & Vermette, 2008). También se reportan
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indculos sobre sustratos solidos como avena, vermiculita y bentonita, homogenizados con
agua (Martinez-Medina et al., 2008).

Preparacion de las materias primas: algunas materias primas deben sufrir un proceso de
reduccion de tamafio hasta obtener un tamafio de particula de 0,5-3,0 mm (E. Y. Agamez,
Zapata, Oviedo, & Barrera, 2008). El sustrato molido o entero, dependiendo del caso, se lava
para retirar impurezas y se hidrata por inmersién en agua con antibiético 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 en s6lo una tercera parte de su volumen (Michel-Aceves,
Reyes-De la Cruz, Otero-Sanchez, Rebolledo-Dominguez, & Lezama-Gutiérrez, 2005).
Luego se esteriliza en autoclave durante 30 minutos a una presion de 103 421 Pascales
(Michel-Aceves et al., 2005), aunque también se reportan condiciones de esterilizacion de 115
°C a5 171 Pa durante 15 min (E. Y. Agamez et al., 2008) y de 120 °C por 30 minutos (Leal,
Romero-Arenas, Rivera, & Huerta, 2015). Algunos autores mencionan que los sustratos se
pueden enriquecer con melaza y urea, las cuales se disuelven en el agua de inmersion durante
la hidratacion de la materia prima por 2 horas (E. Y. Agamez et al., 2008).

Inoculacion 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 suministro de aire cada cinco dias
(Michel- Aceves et al., 2008). También se reportan 26 a 28 °C durante 8 dias (E. Y. Agamez et
al., 2008).

Formulacion: formular un bioinsumo de origen fangico consiste en adicionarle al hongo
determinados compuestos como agentes humectantes, dispersantes, reguladores de Ila
viscosidad, protectores de luz UV, atrayentes, tensoactivos, solventes, emulsificantes o
gelificantes, y otros aditivos que pueden ser nutrientes o estimulantes, para favorecer la
estabilidad del producto, la longevidad del hongo, mejorar su desempefioc como

biocontrolador y facilitar su aplicacion (Gato, 2010). Existen aditivos dafiinos a corto o
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mediano plazo con la pared celular de las esporas, haciéndolas inviables en pocas semanas; tal
es el caso de los aceites vegetales (Jenkins & Grzywacz, 2003; Sanyang, Van Emden, &
Moore, 2000).

Almacenamiento: el bioinsumo debe ser estable durante 6 a 18 meses bajo condiciones
normales de almacenamiento, para que resulte factible la comercializacion (Caraballo, 1998).
La biodegradabilidad del producto esta muy influenciada por la humedad y la temperatura,
por lo que la tecnologia de empacado es esencial para garantizar una humedad relativa baja a
una temperatura de almacenamiento menor de 20 °C. Lo 6ptimo es almacenar los productos a
humedades relativas menores del 1% y temperaturas de refrigeracion de 5 °C; sin embargo no
es econémicamente viable (Eldsegui, 2006; Jenkins & Grzywacz, 2003).

Rendimiento: el hongo Trichoderma sp, produce tres tipos de propagalos: hifas,
clamidosporas y conidiosporas (Papavizas, 1985); siendo estos ultimos los mas estables
(Elad, Zimand, Aviv, & Chet, 1993) gracias a su gruesa pared tricapa que les permite
sobrevivir a condiciones adversas hasta que encuentren las propicias para germinar (Elad &
Kirshner, 1993). Debido a esto, la viabilidad se mide como la germinacién de esporas
(conidios) en el sustrato. EI maiz triturado (Leal et al., 2015) y el olote de maiz presentan un
99,0 % de viabilidad, seguidos por el grano de arroz con 97,5 %, la cascarilla de arroz con
97,0 %y la cascara de ajonjoli con 95,5 % (Michel-Aceves et al., 2008). En la tabla 1 se listan
algunos de los medios empleados y la correspondiente produccion de esporas en ellos.

Tabla 4. Sustratos empleados para la produccion de esporas de Trichoderma spp.

Produccion de esporas

Sustrato Suplemento Referencia
(10° mIh)
Olote de maiz 4,43 (Michel-Aceves et al.,
2008)
Grano de arroz 3,13 (Michel-Aceves et al.,
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Produccion de esporas

Sustrato Suplemento Referencia
(10° mIh)

2008)

Cascarilla de arroz 1,47 (Michel-Aceves et al.,
2008)

Cascara de ajonjoli 111 (Michel-Aceves et al.,
2008)

Cascarilla de algoddn Melaza, urea 2,10 (E. Y. Agamez et al,
2008)

Semillas del &rbol del pan  Melaza, urea 8,38 (E. Y. Agamez et al,

(Artocarpus incisa) 2008)

1.9.2 Produccién por Fermentacion Liquida:

Produccién del indculo: reactivar las cepas en PDA e incubar a 27 °C durante tres a cinco
dias, luego adicionar 10 mL de agua destilada estéril, agitar un poco, remover la suspension
de esporas en un frasco y conservar (R. Garcia, 2006).

Preparacion del medio de cultivo: preparar una solucién acuosa de melaza al 5 %, ajustar
a pH 5,5 y vertir en frascos de vidrio, llenando s6lo el 40 % de su volumen. Esterilizar la
solucion enautoclave a 121 °C y 5 171 Pa durante 20 min, dejar reposar por 24 h 'y afiadir 5%
de levadura (Saccharomyces cerevisiae). Finalmente, adicionar aproximadamente 5 mL de
inbculo por frasco, tapar conalgoddn y papel aluminio, e incubar en forma estatica inclinada
durante 14 dias (R. Garcia, 2006). También se reporta a mayor escala medios de cultivo
“base” constituidos por glucosa, sulfato de amonio y sales minerales (Flores, Hassan, Corkidi,
Galindo, & Serrano-Carredn, 2003); orujo de uva agotado al 4 %, suplementado con urea y
HsPO, (Vaccarino, Lo Curto, Tripodo, Patané, & Ragno, 1992). Medios con celulosa,
extracto de levadura, lactosa y &cido lactobidnico promueven la produccion de celulasas
(Ahamed & Vermette, 2008).
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Rendimientos: con bioreactores alimentados se van suministrando los nutrientes de
acuerdo a los requerimientos del hongo, mientras que con bioreactores batch se suministra por
Unica vez un medio de cultivo rico y la fermentacion termina cuando este se agote. Los
bioreactores alimentados presentan una produccion de biomasa 3,6 veces mayor que los batch

(Flores et al., 2003).
1.9.3 Parametros de control

Fuente de Carbono: este hongo degrada polimeros de carbono muy complejos como
almidén, pectina y celulosa entre otros, gracias al complejo de enzimas hidroliticas que
produce (Moore-Landecker, 1996). 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 (Esterbauer et al., 1991).

Fuente de Nitrogeno: puede asimilar compuestos nitrogenados como aminoacidos, urea,
nitritos, amoniaco Yy sulfato de amonio (Moore-Landecker, 1996). Sin embargo, un exceso en
la concentracion de nitrogeno causa inhibicion del crecimiento del hongo (Flores et al., 2003).

Relacién Carbono-Nitrogeno: la fuente Carbono debe estar en exceso en el medio de
cultivo mientras el contenido de Nitrdgeno sea limitado, lo que inhibe el crecimiento micelial
y desencadena el proceso esporulativo (Elésegui, 2006).

Microelementos: los minerales, sales y vitaminas no son indispensables en grandes
cantidades para el desarrollo del hongo (Papavizas, 1985) porque pasan de ser inductores a
toxicos (Somashekar, Kulashekaran, & Prabhu, 1983); s6lo se requieren trazas de hierro,
cobre, zinc, manganeso y molibdeno en concentraciones cercanas a 1x10~° M. Adicionalmente
son necesarias las siguientes vitaminas: tiamina (B6), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3),
acido pantoténico ( B5), riboflavina (B2), cianocobalina (B12) y acido aminobenzoico

(Moore-Landecker, 1996). Se reportan que concentraciones de 1 a 10 mmol/L de Cd
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generan cambios morfoldgicos y desaceleracion de la tasa de crecimiento del hongo; mientras
concentraciones de 1 a 5 mmol/L de Hg ' generan sélo inhibicién del crecimiento mas
mutaciones (Frank, Tamova, & Takacsova, 1993).

Humedad: Trichoderma spp. presenta bajo nivel de tolerancia osmdtica (Kredics et al.,
2003).Un exceso de humedad baja la disponibilidad de oxigeno, limitando desarrollo del
hongo, y compacta el substrato impidiendo su colonizacion total. Por otro lado, una baja
humedad inhibe el desarrollo del hongo al no permitir la movilidad de nutrientes en solucion
y secar el micelio (El6segui, 2006). EI hongo puede crecer en un rango de humedad del medio
del 30 al 75 % (Pérez-Guerra, Torrado-Agrasar, Lopez-Macias, & Pastrana, 2003), aunque
algunos autores recomiendan una humedad del 70-80 % (E. Y. Agamezetal., 2008).

Temperatura: se han efectuado varios estudios para evaluar la influencia de Ila
temperatura en el desarrollo de la biomasa fungica; encontrdndose 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 promocion de metabolitos,
pérdida de viabilidad y muerte celular. Por otro lado, la temperatura éptima de crecimiento
depende de la especie, que por lo general se ubica en un rango mas estrecho, de 15-30 °C.
(Kredics et al., 2003; Nampoothiri et al., 2004), y la temperatura éptima de produccion de
celulasas esta entre 25-28 °C (Esterbauer et al., 1991).

pH: es unparametro critico en la viabilidad del hongo (Flores et al., 2003). La mayoria de
las especies del género pueden crecer en un amplio rango de pH de 2,0-6,0, con un éptimo de
4; aungue algunos autores sugieren un rango de 4,6 a 6,8 para el crecimiento de la biomasa.
Para produccion de enzimas los optimos son pH=5,0 para B-glucosidasa y celobiohidrolasa;
pH=3,0 para B-xilosidasa; y pH=6,0-7,0 para proteasas (Jackson, Whipps, & Lynch, 1991,

Kredics et al., 2003). EIl pH se puede ajustar con &cido acético 10% o con NaOH 2 N durante
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la hidratacion del sustrato para fermentacién solida o en la preparacién del medio liquido para
fermentacion sumergida (Flores et al., 2003; Michel-Aceves et al., 2008).

Aire: la aireacion ocasional permite un buen crecimiento y esporulacion del hongo
(Michel-Aceves et al., 2008), ya que concentraciones de diéxido de carbono en el aire
superiores al 10-15 %, producto de la respiracién celular, inhiben el crecimiento (Moore-
Landecker, 1996). Para fermentacion liquida se recomiendan impulsores grandes, que
permiten una mejor transferencia de oxigeno (Flores et al., 2003).

Empaque: La forma de presentacion de los Bioproductos puede variar. Para efectos de
facilidad de manipulacién se prefiere la presentacion solida, 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 produccidn es masiva y mas rapida (R. Garcia, 2006).

Bioreactores: escala semi-industrial se reportan bioceldas de poliestireno de 25x34 cm
(Michel-Aceves et al., 2008) y bandejas plasticas rectangulares de 30 x 15 cm (Fernandez-
Larrea, 1997). Agamez y colaboradores (2008) modificaron estas bandejas con orificios de 2
cm de diametro, ubicados en la parte superior de un lado de la bandeja. En estos orificios
introdujeron tubos de PVC de 5,0 cm de longitud acondicionados con algodon y gasa
humedecida con alcohol al 95%. A escala industrial se reportan bioreactores de 14 L

equipados con turbinas Rushton (Flores et al., 2003), bioreactores de 16 L .

1.10 Catélogo de cepas

El catalogo de cepas nativas de Trichoderma asperellum es una herramienta que brinda a
estudiantes e investigadores un facil manejo de las cepas, puesto que proporciona informacion
especifica para el uso de las cepas nativas, es importante que se establezcan protocolos para la

conservacion de la biodiversidad fangica nativa ecuatoriana ya que se ve amenazada por el
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ingreso de productos bioldgicos exoticos, es de gran importancia que el estado establezcan un
banco de recursos genéticos nativos que garantice el uso sustentable y su conservacion.
Actualmente en el Centro de Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) se ha logrado
aislar, identificar, caracterizar y conservar una cepa nativa de Trichoderma asperellum de
cddigo CEBA-IIE-TA-010116, con el apoyo de la Universidad Técnica del Norte y la
empresa privada El Ingenio Azucarero del Norte (IANCEN).

Es recomendable seguir estdndares de calidad para garantizar la viabilidad, pureza y
autenticidad de las cepas que se conserven, dichos estdndares deben ser establecidos en el

catalogo de cepas microbianas (Centro Espafiol de Cultivos Tipo, 2017; ICIDCA, 2003).

40



2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

2.1 Aislamiento, identificaciény caracterizacion de la cepa nativa de Trichoderma spp.

Este experimento tiene como objetivo realizar el aislamiento, identificacion y

caracterizacion de la cepa nativa de Trichoderma spp.

2.1.1 Materiales y métodos

El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del Centro
Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) con el apoyo del Ingenio Azucarero del
Norte (IANCEN).

Ubicacion

Las muestras de suelo que se utilizaron para realizar el aislamiento de Trichoderma spp.,
fueron recolectadas en la Provincia de Imbabura, Canton Ibarra, Parroquia Ambuqui, Sector
Canteros de cultivo de cafia de azlcar pertenecientes al Ingenio Azucarero del Norte —
IANCEN en las siguientes coordenadas geograficas UTM WGS84 ZONA 17S:

ESTE 823536,76  NORTE 10052977,02

Figura 3. Area de recoleccion de muestras de suelo.

Aislamiento

Para la recoleccion de muestras de suelo se utilizaron los siguientes materiales y equipos:
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e GPS Modelo Trimble Juno
e Céamara fotografica Modelo MotoE XT1506
e 20 Cajas petri plasticas esteriles.
e Libreta de campo.
e Marcador de tinta permanente
e Guantes desechables
e Fundas plasticas
e Masqguen
e Pala de jardin
Para el aislamiento de las cepas se utilizaron los siguientes materiales y equipos:
e Balanza
e Autoclave
e Pinzas
e Tijeras
e Agua destilada
e Pipetas
e Embudo de vidrio
e Vaso precipitado
e Mechero de bunsen
e Tubos de ensayo roscables
e Matraz
e Frascos de vidrio esterilizados
e Mechero

e Cajas petri esterilizadas
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e Agar, papa, dextrosa
e Agar, extracto de malta
EI06 de noviembre 2016 se procedi6 a recolectar siete muestras de suelo de la rizésfera de

cafia de azUcar (Saccharum officinarum).

Figura 4. Recoleccidn de muestras de suelo en el cultivo de cafia de azdcar.

Los aislamientos se realizaron en medio de cultivo Agar papa dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA).

Se incubaron a 22 °C durante siete dias, se conservaron entre 2-4 °C y se depositaron en el
Banco de Recursos Genéticos Microbianos del CEBA.

Identificacion

La identificacion de la cepa se realizo en el laboratorio especializado IDgen —
Identificacion molecular, ubicado en la ciudad de Quito direccién Av. De los Granados E14-
285y Eloy Alfaro.

Se utilizaron dos muestras de cepas de Trichoderma spp., con los siguientes c6digos:

Tabla 5. Codigos de muestras de Trichoderma spp.

CULTIVO CODIGO MUESTRA
F CEBA-IANCEY-TH15-16
G CEBA-IANCEY-THO07-16

Representa la codificacion de las muestras. Fuente: Autor
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En la figura 5, se observa el cultivo puro de Trichoderma spp.

Figura 5. Cultivos axénicos de Trichoderma spp.

Se utilizd la identificacion molecular de microorganismos (Extraccion de ADN,
Amplificacion de barcode, secuenciacién estdndar, ensamblaje de productos de PCR y
bisqueda en base de datos). Los protocolos fueron desarrollados y probados por el laboratorio
IDgen, los detalles técnicos se presentan en el informe Nro. A — 016 (Anexo 1).

Los protocolos para la “Secuenciacion de ADN total genémico proveniente de tejido
fungico” se presentan el informe Detalle de protocolos presentado por el laboratorio IDgen
(Anexo 2).

La busqueda en la base de datos Genbank, de la secuencia obtenida permitié identificar a
las muestras analizadas (F y G) como Trichoderma asperellum.(IDgen, 2017) (Anexo 2).

Caracterizacion

Se realizo la caracterizacion en el laboratorio de la Estacion Expererimental Santa Catalina
del INIAP, que se ecuentra ubicada en la siguiente direccion: Panamericana Sur Km. 1, Sector
Cutuglagua, Canton Mejia, Pichincha; se realizd el Analisis Proximal (Bromatoldgico)
método MO-LSAIA-01, método referencial U. Florida 1970 y Minerales Totales, método
MO-LSAIA-03, método referencial U. Florida 1980; para realizar estos analisis se utilizo 2K g

de cepa pura de T. asperellum, que se obtuvo en el laboratorio del CEBA.

2.1.2 Resultados
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Aislamiento
En la figura 04, se presentan las muestras de suelo recolectadas en un cultivo de cafia de

azUcar para obtener la Trichoderma spp.

Figura 6. Muestra de suelo recolectada en el cultivo de cafia
En las figuras 7 y 8 se presenta el proceso de preparacion de medios de cultivo PDA y

MEA.

Figura 7. Preparacion de medios de cultivo PDA.
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Figura 8. Esterilizacién de medios de cultivo

En las figuras 9 y 10 se presenta el proceso para inocular los medios de cultivo y obtener

las cepas de Trichoderma spp.

Figura 9 Preparacién de muestras de suelo para inocular los medios de cultivo PDA 'y
MEA.
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Figura 10. Inoculacién de medios de cultivo.

En la figura 11 se presentan las cepas de Trichoderma spp.

Figura 11, cepas de Trichoderma spp., obtenida en laboratorio.
Identificacion

Una vez realizado el estudio de identificacion se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 6. Resultados de la identificacion

Codificaci6n Muestra Longitud % de Organismo  Fragmento % de N° Accesion
oditicacion - Mu 9ua calidad ©9 g identidad

CEBA- Trichoderma

F IANCEY- 557 52.1 asperellum ITS 99 KX146490.1
TH15-16
CEBA- Trichoderma

G IANCEY- 562 79 ITS 100 KX146490.1
TH7-16 asperellum

La tabla representa los datos obtenidos en la identificacion realizada por 1Dgen. Fuente (IDgen, 2017)

47



La basqueda en la base de datos Genbank, de la secuencia obtenida permitié identificar a
las muestras analizadas (F y G) como Trichoderma asperellum. (IDgen, 2017).

La especie se clasifica en:

Reino: Hongos

Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia:  Hypocreaceae

Género:  Trichoderma

Especie:  Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. Y Nirenberg, 1999

Estos datos se tomaron de la Infraestructura Mundial de Informacién en Biodiversidad
(Gbif, 2017).

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Se recolectaron siete muestras de suelo de la rizosfera de cafia de azlcar de un cantero
ubicado enel Ingenio Azucarero del Norte.

Se aislaron cepas puras de Trichoderma spp., en medio de cultivo Agar papa dextrosa
(PDA) y Agar Extracto de Malta (MEA). Se utilizé la identificacion molecular de
microorganismos (Extraccién de ADN, Amplificacion de barcode, secuenciacién estandar,
ensamblaje de productos de PCR y bUsqueda en base de datos). Los productos de PCR fueron
adecuados y enviados a secuenciacion, para su posterior ensamblaje y depuracion mediante el
programa bioinformatico Geneiuos. De las muestras analizadas se obtuvo como resultado
Trichoderma asperellum, para la identificacion se utiliz6 la base de datos GenBank. Este
anélisis lo realizd el laboratorio especializado 1Dgen.

Caracterizacion

Se obtuvieron los siguientes resultados:
48



En la Tabla 7 se presentan los resultados del analisis proximal realizado a la muestra de
Trichoderma asperellum, en el laboratorio del INIAP.

Tabla 7 Resultados del andlisis proximal de T. asperellum.

ANALISIS PROXIMAL
HUNEDAD CENIZAS E.E PROTEINA FIBRA E.L.N
UNIDAD % % % % % %
49,46 1,86 1,64 16,74 3,02 76,74
Fuente: Informe ensayo Nro. 17-152 INIAP.

En la Tabla 8 se presentan los resultados del anélisis de Minerales totales.

Tabla 8 Resultados del andlisis de Minerales Totales.

ANALISIS MINERALES TOTALES

Ca P Mg K Na
UNIDAD % % % % %
0,06 0,38 0,13 0,44 0,01
Cu Fe Mn Zn
UNIDAD ppm ppm ppm ppm
1 36 18 23

Fuente: Informe ensayo Nro. 17-152 INIAP.

2.1.3 Discusion

Para aislar Trichoderma es recomendable utilizar agar rosa de bengala (Cubillos et al.,
2014), se aisla y propaga Trichoderma spp., en PDA (Nongmaithem, Roy, & Bhattacharya,
2016); (Reyes Ramirez et al., 2012); (Asran-Amal et al., 2010); (Elfita, Munawar, Muharni, &
Sudrajat, 2014); (Saad Al-Hazmi & Tarigjaveed, 2016); (Ortiz et al., 1995), en el presente
estudio se re realizo el aislamiento en dos medios de cultivo PDA y MEA.

La incubacion de la cepa en el experimento se realizd a 22 °C durante siete dias; Ortiz et
al, (1995) realiz6 la incubacion de Trichoderma harzianum., a 30° C durante 48 horas
obteniendo cepas mas resistentes a la liofilizacién que aquellas que se obtienen a los 14 dias
de incubacion; T. harzianum, T. longibrachiatum, T. viride se cultivaron a 30 °C en medio
PDA durante siete dias (Ismail, Abo-Elmagd, & Housseiny, 2016).

Bravo et al., (2016) realizo la identificacion molecular de un aislado de Trichoderma spp.

utilizando la secuenciacién de la regién ITS del ADN ribosomal y el programa BLAST
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obteniendo como resultado T. asperellum numero de acceso JX270638.1 97, cobertura 97% y
99% de hemologia, en el presente experimento se realiz6 la identificacion molecular de
microorganismos (Extraccion de ADN, Amplificacion de barcode, secuenciacion estandar,
ensamblaje de productos de PCR y busqueda en base de datos) utilizando el programa
bioinformatico GENEIOUS, obteniendo como resultado T. asperellum de la muestra CEBA-
IANCEY-TH15-16 con un 99% de identidad y T. asperellum de la muestra CEBA-IANCEY-
TH7-16 con un 100% de identidad y nimero de accencion KX146490.1; se identifico a T.
asperellum utilizando la base de datos del GenBank, coincidiendo con la con la identificacién
realizada por: Loc et al., (2011); Alvarado & Rivera, (2016); Mendoza et al., (2011); Huang
et al, (2015) y Bravo et al.,, (2016), como alternativas para la identificacion se puede usar la
base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica y en el International
Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy. La conservacion de la cepa se la

realiz6 a 2-4 °C coincidiendo con (Nongmaithemet al., 2016)

2.2 Protocolo de conservacion para la especies Trichoderma asperellum por
liofilizacion.

El objetivo del presente estudio es la conservacién de Trichoderma asperellum utilizando
la liofilizacion.
2.2.1 Materiales y métodos

Ubicacion

Para la liofilizacion se utilizaron los equipos del laboratorio de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Ambientales — FICAY A que se encuentra ubicado en la Universidad Técnica

del Norte Av. 17 de julio, sector el Olivo.

Procedimiento
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Las cepas de Trichoderma asperellum utilizadas para la liofilizacion fueron las producidas
en elexperimento anterior. Se utilizaron tubos de ensayo roscables de 10ml que se inocularon
con las cepas puras de Trichoderma asperellum.

Liofilizacion

Se utilizo el equipo “VirTis wizard 2.0”, para el Tratamiento térmico (thermal treatment) y
secado primario (primary drying) se siguieron los siguientes pasos que se los describe a
continuacion:

Tabla 9. Tratamiento térmico (Thermal treatment)

o Tiempo
Temperatura (°C) (minutos)
Paso 1 15 120
Paso 2 0 120
Paso 3 -10 120
Paso 4 -15 120
Paso 5 -20 120
Paso 6 -30 120
Paso 7 -40 120

La tabla muestra los pasos que se siguieron para realizar el tratamiento térmico. Fuente: Autor

Tabla 10. Secado primario (Primary drying)

Tiempo Vacio

Temperatura (°C) (mint?tos) (atm)
Paso 1 -40 120 300
Paso 2 -30 120 300
Paso 3 -20 120 300
Paso 4 -10 120 300
Paso 5 0 120 300
Paso 6 10 120 300
Paso 7 20 120 300
Paso 8 30 120 300
Paso 9 40 120 300

La tabla muestra los pasos que se siguieron para realizar el secado primario. Fuente: Autor

Las cepas puras liofilizadas fueron trasladadas al banco de recursos genéticos del Centro
Ecuatoriano de biotecnologia y ambiente — CEBA.

Recuperacion de cultivos liofilizados
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La metodologia utilizada es la recomendad por Escandino (2017) de la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo; los tubos que contienen el cultivo liofilizado deben estar conservados a
temperatura controlada y protegidos de la luz.

Para la recuperacion de cultivos liofilizados se requiere de los siguientes materiales
bésicos:

Céamara de flujo laminar, medio de cultivo, pipetas pasteur estériles, pipetero, recipiente
conalcohol, agua estéril, pinzas metalicas.

Procedimiento

Se saca el tapon de algodon, ser carga una pipeta pasteur estéril con el medio de cultivo, el
volumen para rehidratar el cultivo sera 0,2 — 0,3 ml del medio liquido estéril. Resuspender
cuidadosamente el cultivo liofilizado introduciendo el medio liquido, aspirando y expulsando
varias veces la suspension de células con la pipeta evitando la formacidn de burbujas, dejar la
suspensién durante 20 0 30 minutos hasta conseguir una rehidratacion completa.

La suspension conseguida se utiliza para inocular un medio de sélido (tubo con agar
inclinado o placa petri), hay que utilizar todo el volumen ya que no se recomienda guardar
parte de la suspension.

Por ultimo hay que incubar los medios de cultivos inoculados en la temperatura y

condiciones recomendadas (Escandino, 2017).
2.2.2 Resultados
Liofilizacion
Tratamiento térmico (Thermal treatment). Para realizar el tratamiento térmico se siguieron

siete pasos que se describen a continuacion:
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Se inici6 con una temperatura a 15 °C por 120 min, luego a 0 °C por 120 min y
progresivamente se disminuye la temperatura hasta llegar a -40 °C todo el proceso transcurrio
en 14 horas.

Secado primario (Primary drying), se inici6 en -40 °C por 120 min a 300 atm, aumentando
la temperatura 10 °C cada 120 min, con el vacio de 300 atm constante hasta llegar a los 40 °C,
este proceso tomo 18 horas en total.

El control del equipo “VirTis wizard 2.0” es computarizado, en el software del liofilizador
se le designo el nombre de RECETA PRINC.rcw para realizar todo el proceso automatizado.

En la figura 12, el equipo liofilizador “VirTis wizard 2.0” utilizado para el proceso de

liofilizacion.

TR

Figura 12. Equipo liofilizador “VirTis wizard 2.0” Fuente: Autor

En la figura 13, se muestran los valores con los que se trabajo en el equipo liofilizador.
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Figura 13. Valores del proceso automatizado del liofilizador. Fuente: Autor

En la figura 14, se muestran los tubos inoculados con Trichoderma asperellum, que se

utilizaron para la liofilizacion.

Figura 14. Se presenta los tubos con cultivo de Trichoderma asperellum.

En la figura 15, se muestran los cultivos de T. asperellum liofilizados.




Figura 15. Cultivos de Trichoderma asperellum liofilizados.

Recuperacion de cultivos liofilizados
Se obtuvo sepas viables de Trichoderma asperellum utilizando la metodologia propuesta

por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.
2.2.3 Discusion

Se obtiene esporas viables de Trichoderma spp. utilizando el liofilizador (LAB CONCO
Frezzy Dry System/Free Zone 4.5 ) a 133x10-3 MBar a una temperatura de — 55°C, por 24
horas (Galarza, 2011); en este estudio se presenta un protocolo alternativo para la
conservacion de Trichoderma asperellum utilizando el equipo “VirTis wizard 2.0”, se aplico
un tratamiento térmico y secado primario, con un vacio de 300 atm durante 32 horas a una
temperatura que oscila entre los -40 °C y 40 °C obteniendo a si cepas viables de Trichoderma
asperellum. Marcello et al., (2010) liofilizé y se almacend T. asperellum a -20°C hasta su uso.

Es recomendable conservar por liofilizacién a Trichoderma spp. (Cardenas, 2010; Gato,
2010), en el presente estudio se recomienda conservar cepas de T. asperellum por
liofilizacién, ya que con el protocolo propuesto se obtiene cepas viables durante la

recuperacion del cultivo liofilizado.

2.3 Determinacion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Trichoderma

asperellum.

Este experimento tiene como objetivo seleccionar el mejor medio de cultivo para la

produccion de Trichoderma asperellum., a través de la velocidad de crecimiento radial.

Se utilizé la metodologia propuesta por Pineda, Ramos, Soto, Freitas, & Pereira, 2015.

2.3.1 Materiales y métodos
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Cepa: se utilizd las cepas de Trichoderma asperellum, del banco de recursos genéticos
microbianos del CEBA la cual fue liofilizada en el experimento anterior y codificada como
CEBA-IIE-TA-010116.

Disefio experimental: la experimentacion se planificd con un disefio completamente al
azar (DCA) con 11 réplicas y completamente aleatorio. El factor de estudio fue el medio de
cultivo Agar papa dextrosa (PDA) y Agar Extracto de Malta (MEA), como variable de
respuesta se establecio la wvelocidad de crecimiento radial de la cepa liofilizada. Los
parametros de operacion como la temperatura y el tiempo se mantuvieron contaste a 22°C y
seis dias respectivamente, como factor de ruido se identifico el nivel de luz.

Se plantean las siguientes hipétesis:

Ho: El crecimiento radial es igual en medio PDA y medio MEA.

Ha: El crecimiento radial es diferente en el medio PDA y medio MEA.
2.3.2 Resultados

En la Tabla 11 se presenta los resultados experimentales sobre el crecimiento radial
promedio medido en mm, a partir del cual se calcula la velocidad de crecimiento radial
atreves de la siguiente formula:

V(mm/dia) = radio promedio de la colonia (mm)/6 dias

Tabla 11 Datos de la velocidad de crecimiento radial en los medios de cultivo

Crecimiento
Nro. Bloque Medio pr?r?mleac: i \(/;Ir?;é?:)d
(mm)
1 1 MEA 43 7,2
2 1 PDA 50 8,3
3 1 MEA 42 7
4 1 MEA 42 7
5 1 PDA 48 8
6 1 MEA 43 7,2
7 1 MEA 44 7,3
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1 MEA 43 7,1

1 MEA 44 7,3
10 1 PDA 48 8
11 1 PDA 50 8,3
12 1 PDA 49 8,2
13 1 PDA 50 8,3
14 1 MEA 42 7
15 1 MEA 42 7
16 1 MEA 43 7,2
17 1 PDA 48 8
18 1 PDA 49 8,2
19 1 PDA 48 8
20 1 PDA 48 8
21 1 PDA 50 8,3
22 1 MEA 42 7

Resumen Estadistico para Velocidad

En la Tabla 12 se presenta el resumen estadistico, como se observa esta tabla muestra
diferentes estadisticos de velocidad para cada uno de los dos niveles de medio. La intencion
principal del anélisis de varianza de un factor es la de comparar las medias de los diferentes
niveles, enlistados aqui bajo la columna de promedio.

Tabla 12. Resumen Estadistico para Velocidad

Medio  Recuento Promedio [E)setséllrzz(:fn dC:e_ﬂCI_e,me Minimo Maximo Rango Ezfgr?darizado
Variacion
MEA 11 7,12 0,12 1,76% 7 7,3 0,3 0,46
PDA 11 8,15 0,14 1,77% 8 8,3 0,3 -0,02
. Curtosis

Medio Estandarizada

MEA -1,15

PDA -1,51

Total -1,85

Andlisis de varianza (ANOVA)
En la tabla 13 se presenta el analisis de varianza para la velocidad por medio, como se

observa la tabla ANOVA descompone la varianza de Velocidad en dos componentes: un
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componente entre grupos y un componente dentro de grupos. Larazon -F, que en este caso es
igual a 319,225, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos.
Puesto que el valor -P de la prueba -F es menor que 0,05; existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de Velocidad, entre un nivel de Medio y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza. Se requiere de precision para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras por lo que se selecciond Pruebas de Multiples
Rangos para realizar el analisis.

Tabla 13. ANOVA para Velocidad por Medio

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 5,80 1 5,80 319,22 0
Intra grupos 0,36 20 0,02

Tabla de medias

En la Tabla 14 se presenta la tabla de medias, esta tabla muestra la media de Velocidad
para cada nivel de Medio. También muestra el error estandar de cada media, el cual es una
medida de la variabilidad de su muestreo. EIl error estandar es el resultado de dividir la
desviacion estdndar mancomunada entre el nimero de observaciones en cada nivel. La tabla
también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados actualmente
estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se traslaparan
un 95,0% de las veces.

Tabla 14. Medias para Velocidad por Medio con intervalos de confianza del 95,0%

Error Est.

. . Limite Limite
Medio Casos Media (s agrupada) Inferior  Superior
MEA 11 7,12 0,04 7,06 7,18
PDA 1 8,15 0,04 8,08 8,20
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Graéfico de medias
En la figura 16, se presenta el grafico de medias, como se observa no existe solapamiento
entre los intervalos de las medias por lo que se concluye que existe diferencia significativa

para la velocidad de crecimiento y los dos medios de cultivos.

Mediasy 95.0% de Fisher LSD
8.5
T
s 1
= 7.5
E 7S
2 T
2 7 1
6.5
6
MEA i PDA
Medio

Figura 16. Grafico de medias para velocidad de crecimiento radial.

Pruebas de Muiltiple Rangos para Velocidad por Medio (Método: 95,0 porcentajes
LSD).

En latabla 13 se presenta la prueba de rangos multiples, esta tabla aplica un procedimiento
de comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de
medias. Se ha colocado un asterisco junto a un par, indicando que este par muestra
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado dos grupos homogéneos segun la alineacién de las
X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles
que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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En la Tabla se presentan los resultados de Multiples Rangos para velocidad por Medio,

Método: 95,0 porcentajes LSD.

Tabla 15. Pruebas de Multiple Rangos para velocidad por Medio, Método: 95,0 porcentajes

LSD.
Medio Casos Media Grupps
Homogéneos

MEA 11 7,12 X
PDA 11 8,15 X

Contraste Sig. Diferencia Limites
MEA - - i

PDA 1,03 0,12

* indica una diferencia significativa.

En la figura 17 se presenta la técnica de medicion de la velocidad de crecimiento de

Trichoderma asperellum, la cual fue realizada utilizando una cinta métrica.

Figura 17. Medicion de la velocidad de crecimiento de Trichoderma asperellum.

2.3.3 Discusion

La medicidn se realizo utilizando la metodologia propuesta por Pineda et al., 2015; esta
metodologia ha sido utilizada también en la medicién de crecimiento radial de Pleurotus
ostreatus (Pineda, 2014), la metodologia también ha sido utilizada por Batista & Gato,

(2010) en la medicion de crecimiento radial de T. harzianum., y T. gamsii (J. L. Chen et al.,

2015).
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Reyes Ramirez, Alejo, Ruiz Sanchez, Maria, & Suarez, (2012) obtuvieron 65,3 (x 1,1) mm
de crecimiento de las cepas de Trichoderma harzianum (Th — itver), Trichoderma H2,
Trichoderma P3 y Trichoderma P4 cepas nativas aisladas a partir de muestras de suelo en
Y ucatan, México, a los tres dias de incubacion a 30 °C, que correspondid al crecimiento total
enel medio PDA en la caja petri.

En el presente experimento se obtuvo 8,15 mm/dia de crecimiento radial en PDA a 22 °C;
otros autores mencionan que la temperatura optima de crecimiento de T. asperellum se
encuentra entre los 27-30 °C y maximo 35 °C en medio de cultivo PDA (Guigon-Ibpez et al.,
2010); para Trichoderma cremeoides en PDA después de 72 horas presenta crecimiento radial

de 16-17 mma 15 °C; 29-30 mm a 25 °C y 6-9 mm a 30 °C (Jaklitsch & Voglmayr, 2015).

2.4 Catalogo de cepas puras de Trichoderma spp.

El objetivo de este acapite es una herramienta que brinda a estudiantes e investigadores un
facil manejo de las cepas, puesto que proporciona informacion especifica para el uso de las

cepas nativas.
2.4.1 Uso de catalogo

La informacion de las cepas contiene el nombre cientifico, el cddigo asignado,
procedencia, medio de cultivo, temperatura de crecimiento y conservacion de la cepa de T.
asperellum aislada en el laboratorio del CEBA. Ademas se presenta cepas de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y el Instituto Cubano de Investigacion de los derivados de

la cafia de azucar (ICIDCA).
2.4.2 Medios de cultivos

e Agar nutriente (AN)

e Glucosa, peptona y extracto de levadura (YPG)
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e Papa Dextrosa Agar (PDA)

e Czapek Agar Dox

e Sabouraud Maltosa Agar (SMA)

e Czapek concentrado

e Czapek Extracto de Levadura Agar (CYA)
e Extracto de Malta Agar (MEA)

o 259% Glycerol Nitrato Agar (G25N)

o Czapek Extracto de Levadura Agar con 20 % Sacarosa (CY20S)

¢ MRS liquido
¢ MRS sélido
e Medio B

Tomado de (ICIDCA, 2003)

2.4.3 Medios y condiciones de cultivo de Trichoderma asperellum CEBA-IIE-TA-

010116

Medio de cultivo

Agar Extracto de Malta (MEA)
Agar Papa Dextrosa (PDA)
Temperaturas de crecimiento
Trichoderma asperellum 24 - 25°C
Tiempo de incubacién

Siete dias

Conservacion

Por liofilizaciéon
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2.4.4 Formula medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Papa deshidratada 250.0 ¢
Glucosa 200 g
Agar 150 ¢
Agua destilada 1000.0 mL

Agar Extracto de Malta (MEA)

Extracto de malta en polvo 200 g
Peptona 1.0 g
Glucosa 200 g
Adgar 200 g
Agua destilada 750.0 mL

2.4.5 Suministro de cultivos

En el presente catalogo se presenta una cepa nativa aislada en el laboratorio del CEBA, el
objetivo es que a futuro este a disposicion de aquellos que trabajen en investigacion,
produccién y que asuman la responsabilidad sobre el manejo y uso de la cepa.

Las cepas deberan estar debidamente empacadas etiquetadas con toda la informacion
necesaria acerca de las condiciones de crecimiento, almacenamiento, manipulacién del mismo

y forma de recuperacion del cultivo liofilizado (ICIDCA, 2003).
2.4.6 Conservacion de los cultivos
Por liofilizacidon con el uso del equipo “VirTis wizard 2.0,

2.4.7 ldentificacion
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Identificacion molecular de microorganismos y la base de datos del GenBank en el

laboratorio especializado 1Dgen.
2.4.8 Deposito de cultivos

Se debe presentar una solicitud por escrito con toda la informacion del cultivo para su

posterior aprobacion una vez que se realicen los estudios necesarios.
2.4.9 Precios de cepas y otros servicios

Con fines investigativos $40 USD
Para la Industria $120 USD

Con fines docentes $60 USD
2.4.10 Listado de Trichodermas disponibles

En la tabla 14, se presenta un listado de cepas de Trichoderma incluida la aislada en el
presente trabajo de investigacion, esta tabla servira como modelo para el catalogo.

Tabla 16 Listado de cepas de Trichoderma.

. .- Medio de

Es pecie Codigo Cultivo Foto Fuente
Trichoderma CEBA-IIE- PDA, Autor
asperellum TA-010116 MEA

Figura 18, Cultivo de Trichoderma
asperellumen MEA y PDA. Fuente: Autor.

Trichoderma o PDA, (ICIDCA,
harzianum Rifai H/101-8-2 MEA 2003)
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Figura 19 Trichoderma harzianum Rifai
Fuente: (Nature Agrocare & Research Pvt. Ltd.
(NARPL), 2017)

Trichoderma

. PDA, (ICIDCA,
V|r_|de Pers ex H/101-25-1 MEA 2003)
Fries

Figura 20 Trichoderma viride.
Fuente: (Indianmart, 2017).
asperellum Sam (Certro
perel: CECT 2941 PDA, Espafiol  de
uels, Lieckfeldt .
&  Nirenberg MEA Cultivos
1999 Tipo, 2017)

Figura 21. Antagonismo de Trichoderma
asperellum. Fuente:(Mbarga et al., 2012).

2.4.11 Descripcion de las cepas

Trichoderma asperellum

CEBA-IIE-TA-010116. Procedente del Centro de Ecuatoriano de Biotecnologia vy
Ambiente (CEBA) Ibarra - Ecuador.

Medio de cultivo de crecimiento: 3, 8

Temperatura incubacion 25 °C
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Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 3, 8
Temperatura incubacion 4-8 °C

Medio en el que obtiene mejor velocidad de crecimiento radial: 3

Trichoderma harzianum Rifai

H/101-8-2. T- 18. Procedente de la Universidad Josef Szeged. Hungria. (1989)
Medio de cultivo de crecimiento: 4, 5, 8

Temperatura incubacién 28-30 °C

Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 4, 8

4-8 °C

Medio para clasificacion: 7, 8, 9

Trichoderma viride Pers ex Fries.

H/101-25-1. Aislada de una muestra de bagazo enel ICIDCA. Cuba (1977)
Medio de cultivo de crecimiento: 4, 5, 8

Temperatura incubacion 28-30 °C

Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 4, 8

Temperatura incubacioén 4-8 °C

Medio para clasificacion: 7, 8, 9

Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg 1999
CECT 2941. Aislada de una muestra de suelo en Carimagua, Colombia,
Medio de cultivo de crecimiento: 3, 8

Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 3, 8

Temperatura incubacién 24 °C
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Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg 1999

CECT 20268. Aislada de una muestra de suelo Matapozuelos (Valladolid), Espafia.
Medio de cultivo de crecimiento: 3

Medio de cultivo de mantenimiento y conservacion: 3

Temperatura incubaciéon 25 °C
2.4.12 Recuperacion de cultivos liofilizados

Se recomienda la metodologia de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Escandino,

2017).
2.4.13 Especificaciones de cultivos microbianos

De:

Nombre del cultivo:

Otros nombres (SinGNIMos):
Numero de la cepa:

Tipo de organismo:

Cantidad de unidades y tipo:
Lugar de procedencia:
Producto o substrato del cual se aislo:
Fecha de aislado y de ingreso:
Medios en el que se conserva:
Temperatura de conservacion:
Condiciones del cultivo:
Otras informaciones:

Fecha de solicitud:

Bajo la supervision y autorizacion de:
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2.4.14 Ficha para el deposito de cepas en el banco de recursos genéticos

Numero en el Banco de Recursos Genéticos (BRG):

Fecha de ingreso:

Tipo de microorganismo:

Nombre cientifico del microorganismo:

Numero de la cepa en otras colecciones:

Aislada por: ... a partir de: ...,
confecha:................oooiiiiii,

Si no ha sido aislada por el depositante, indique coémo la recibid: ...........coevvvennn.n..

Identificada por:

Caracteristicas morfologicas:

Caracteristicas fisiologicas:

Temperatura de almacenamiento:

Clase:

Medio de cultivo:

Temperatura ptima de crecimiento:

¢Resiste la liofilizacion?

¢Resiste la congelacion?

Referencias de trabajos publicados relacionados con estas cepas y sus propiedades:

Otros comentarios sobre la cepa:

Nombre y direccion del depositante: ..........ouvviniiiiiiiii i

Fecha y firma del depositante: ..........c.oiuiieiiitiii i e eaans

68



3. CONCLUSIONES

Se desarrolla un protocolo para el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
una cepa nativa de Trichoderma asperellum, obtenida de la plantacion de cafia del
Ingenio Azucarero del Norte. La cual se depositd en el Banco de Recursos
Genéticos Microbianos del CEBA. De igual forma se logra establecer un protocolo
para la conservacion de la cepa por la técnica de liofilizacion y por Gltimo se mide
la velocidad de crecimiento radial de las células filamentosas del Trichoderma,
concluyendo con una propuesta de catalogo de cepas fungicas nativas. Estos
resultados representan una novedad cientifica y un aporte al desarrollo
biotecnoldgico del pais, permitira que la comunidad cientifica ecuatoriana pueda
utilizar dichos recursos con fines de investigacion o produccion tanto de
metabolitos secundarios como primarios con fines a su aplicacion en la industria
agricola, alimentos, ambiente, energia e industria. Los resultados contribuyen
directamente con la conservacidn sustentable de los recursos naturales del pais y
especificamente de la biodiversidad fangica ecuatoriana. Por otro lado la
investigacion impacta directamente en la proteccién de los recursos genéticos del
pais y protege contra la Biopirateria.

El estudio de especies nativas para el control de plagas y enfermedades en la
agricultura es de gran importancia ya que estas brindan estabilidad a los
ecosistemas, logrando asi disminuir el uso de agroquimicos y obteniendo productos
amigables con el ambiente.

e El estudio estd limitado por la falta de informacion especifica sobre cepas
fungicas nativas del Ecuador, ademas se requiere de mucho tiempo para determinar

los afios de viabilidad de las cepas liofilizadas; por lo que los resultados aqui
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mostrados son el punto de partida para investigaciones adicionales sobre la especie
identificada.

e La propuesta del catalogo de cepas nativas de Trichoderma spp., representa un
aporte como herramienta para la capacitacion de la comunidad cientifica y

poblacion en general.
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4. RECOMENDACIONES

Establecer un Banco de Recursos Genéticos y aislar cepas nativas de Tricoderma
spp., de otros sectores para enriquecerlo.
Realizar estudios de antagonismo de la cepa aislada en enfermedades del cultivo de

cafia de azlcar a escala de laboratorio.
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ANEXOS
Anexo 1. Informe Nro. A — 016 presentado por el laboratorio especializado IDgen
identificacion molecular.
Anexo 2. Detalle de protocolos. Secuenciacion de ADN gendmico proveniente de tejido
fungico, presentado por IDgen identificacion molecular.
Anexo 3. Informe de ensayo Nro. 17 — 152, analisis Proximal y Minerales totales de

Trichoderma asperellum.S
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