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Resumen

En el establecimiento del nuevo modelo agricola en que Cuba estd empefiada, una de las tareas mas urgentes
es encontrar vias para reducir el uso de plaguicidas sintéticos para el manejo de plagas. Una de estas vias es
el control bioldgico, que, ademas de reducir el impacto ambiental en la actividad agropecuaria, permite
asegurar la sostenibilidad agricola. Entre los métodos de control bioldgico, se encuentra la utilizacion de
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Trichoderma harzianum A-34 como fungicida, por su actividad antagonica frente a fitopatdégenos. Es
producido de forma artesanal en estado sélido, liquido estatico y bifasico (liquido-solido). En nuestro pais se
utilizan el bagazo de cafia y la cabecilla de arroz para su produccién. En este trabajo se utilizaron residuos
agroindustriales de buena disponibilidad y bajo costo en el mercado; aserrin de pino blanco y afrecho
cervecero, sustratos que ademas de servirle de soporte al hongo para su crecimiento, aportan los nutrientes
necesarios para su adecuado desarrollo. Estos residuales constituyen fuentes potenciales de contaminacion
por lo que su uso preserva la integridad del medio ambiente. Se realizaron las pruebas de calidad: Pureza
microbiologica (%), Viabilidad por tubo germinativo (%), Concentracion (células/g de sustrato) y
Antagonismo. Trichoderma harzianum A-34 incrementd significativamente el conteo de conidios en un
29,87 % sobre aserrin de pino blanco y afrecho cervecero con respecto a Trichoderma harzianum A-34
producido en bagazo de cafia enriquecido con cabecilla de arroz. Se concluye que estos sustratos pueden ser
empleados como una alternativa para la produccidén masiva de Trichoderma harzianum A-34.

Palabras clave: plaguicidas; control bioldgico; agricultura sostenible; fitopatdgenos; conidio.

Abstract

In the new agricultural model's establishment in that Cuba is determined, one of the most urgent tasks is to
find roads to reduce the use of synthetic plaguecidas for the handling of plagues. One of these roads is the
biological control that, besides reducing the environmental impact in the agricultural activity, it allows to
assure the agricultural sustainability. Among the methods of biological control, it is the use of Trichoderma
harzianum A-34 as fungicide, for their antagonistic activity in front of phytopathogens. It is produced in a
handmade way in solid state, static and two-phase liquid (liquidate-solid). In our country the cane trash and
the bunch of rice are used for their production. In this work agroindustrial residuals of good readiness and
low cost were used in the market; sawdust of white pine and bran brewer, substratums that besides serving
themselves from support to the mushroom for their growth, they contribute the necessary nutrients for their
appropriate development. These residual ones constitute potential sources of contamination for what their
use preserves the integrity of the environment. They were carried out the tests of quality: Purity
microbiological (%), Viability for germinative tube (%), Concentration (substratum cells/g) and Antagonism
(%). Trichoderma harzianum A-34 increased the conidia count significantly in 29,87% it has more than
enough sawdust of white pine and bran brewer with regard to Trichoderma harzianum A-34 taken place in
cane trash enriched with bunch of rice. You conclude that these substratums can be employees as an
alternative for the massive production of Trichoderma harzianum A-34.

Keywords: pesticides, biological Control, agricultural sustainability, phytopathogens, conidia.
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Hace mas de 60 afios que se comenzaron a producir y comercializar los plaguicidas de sintesis quimica
esperando encontrar una solucion a los problemas existentes en la agricultura, la realidad mostro resultados
bien diferentes a los esperados, produciendo el uso intensivo de estos productos un impacto negativo en los
ecosistemas, contaminando el agua y afectando a los microorganismos y a la salud humana, constituyendo
esto uno de los problemas mas criticos que enfrentan hoy los agricultores a nivel mundial.

En la actualidad han surgido nuevas alternativas de soluciones que tratan de reducir el impacto ambiental en
la actividad agricola, mediante el uso de agentes biol6gicos para el control de plagas, que ademas, permiten
asegurar la sostenibilidad agricola (Vinale, 2014) siendo este método de control una opcién complementaria
eficiente y econdmica para el control de enfermedades y plagas agricolas. Entre los métodos de control
bioldgico se encuentra la utilizacion de hongos entomopatogenos. Colmenarez y James (2014) plantean que
su produccion ha sido desarrollada en varios paises de América Latina como Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Colombia, Costa Rica, Cuba, Venezuela entre otros. En los ultimos afios en Cuba, el uso de plaguicidas
bioldgicos para el control de plagas agricolas ha tenido gran auge y existen varios productos obtenidos
mediante tecnologias nacionales.

En este grupo de hongos se encuentran las especies del género Trichoderma, género muy utilizado debido a
la gran gamma de usos agricolas que posee. Valdés (2014), Srivastava et al (2015) sostienen que puede ser
facilmente aislado y cultivado debido a su rapido crecimiento en un gran nimero de sustratos por lo que para
su produccidn se necesita entre otros factores la seleccion de sustratos idoneos donde pueda crecer de forma
rapida y viable. En Brasil; Rodriguez et al (1999) emplearon bagazo, melaza de cafia y compuestos ricos en
nitrégeno como urea en la produccién de esporas de Trichoderma harzianum. Garcia y Riera (2006) en
Venezuela utilizaron como sustrato melaza de cafia de azucar y levadura panadera granulada (Saccharomyces
cerevisiae) para la produccion de biomasa de Trichoderma en fermentacion liquida. En Argentina, Sivila et
al (2017) evaluaron la pro-duccién artesanal de conidios de una cepa local de Trichoderma sobre cinco
sustratos (arroz, quinua, amaranto, trigo y avena) obteniendo resultados favorables, Michel et al (2008)
evaluaron 15 sustratos organicos en la reproduccion masiva y viabilidad de conidios de Trichoderma
harzianum y obtuvieron resultados muy alentadores tanto de produccion como de en la germinacion de este
hongo.

Actualmente en nuestro pais para producir este hongo se utiliza como fuente de nitrégeno la cabecilla de
arroz, subproducto derivado de la industria arrocera pero debido a la tecnificacion del proceso de molinaje de
este cereal por la introduccion de nuevas tecnologias de procedencia china y vietnamita se ha visto afectada
la obtencion de este residuo, el cual no esta disponible en cantidades suficientes para producir este hongo,
ademas Santiago de Cuba no es una provincia productora de arroz y tiene que transportarse este subproducto
encareciéndose el proceso, es por ello que buscando alternativas que faciliten la produccion de este hongo
este trabajo tiene como objetivo producir Trichoderma harzianum A-34 con nuevos sustratos, disponibles en
cantidad suficiente y que le aporten los nutrientes necesarios a este hongo para su rapido crecimiento y
desarrollo, de esta manera también se minimiza el impacto negativo que acarrean estos desechos de la
industria al medio ambiente.
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El carbono es una fuente de energia para los microorganismos y el nitrégeno es un elemento necesario para
la sintesis proteica. Una relacion adecuada entre estos dos nutrientes, favorecera un buen crecimiento y
reproduccion. Los requeri-mientos nutricionales de este hongo filamentoso son pocos, aunque su crecimiento
es favorecido por la materia orgénica, y su humedad y temperatura éptimas de crecimiento. Segin plantean
Garcia et al (2011) el bagazo de cafia aporta 56,68 % de Carbono; el aserrin de pino presenta una relacion C-
N de 458:3 seglin Rojas et al (2005), en estudios realizados por Arias et al (2010) sefialan que la cabecilla de
arroz tiene relacion C-N de 106:4 y el Afrecho cervecero 4,6 % de Nitrogeno.

Materiales y métodos

Este estudio se realizd en el Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Santiago de Cuba (LAPROSAV)
cito en Carretera de Siboney Km 6 La Redonda. Santiago de Cuba. ElI microorganismo Trichoderma
harzianum A-34 procedi6 del banco de cepas del Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal (LAPROSAV)
con una viabilidad de 2,9 x10"9 células/g. Se evaluaron cuatro subproductos; bagazo de cafia y aserrin de
pino blanco como fuentes carbonadas y cascarilla de arroz y bagazo de malta o afrecho cervecero como
fuentes nitrogenadas. El bagazo de cafia se tomo del Centro de Reproduccion de Entomoéfagos (CREE) La
Republica de Santiago de Cuba en fecha 6/9/2017; la cabecilla de arroz se tomo del Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal el 5/9/2017; el aserrin de Pino Blanco se tomo del aserrio El Brujo perteneciente a la
Empresa Forestal Integral Gran Piedra-Baconao en fecha 8/9/2017 y el bagazo de malta o afrecho cervecero
se tomd de la Cerveceria Hatuey de Santiago de Cuba en fecha 20/9/2017. Se determinaron las caracteristicas
fisico-quimicas de los sustratos a utilizar en la UEB Laboratorio de la Empresa Geominera de Oriente
perteneciente al Ministerio de Energias y Minas, la reproduccion del Trichoderma harzianum A-34 se realiz6
a través de la técnica descrita en la metodologia N° 275/2013 del Instituto de Sanidad Vegetal (INISAV), se
utiliz6 un disefio factorial 272, con 4 tratamientos; cada uno de ellos con 4 réplicas para un total de 16 unidades
experimentales. Se realiz6 el control de calidad de este hongo una vez producido mediante las pruebas de
Viabilidad (%), Concentracion (células x1079) y Antagonismo (%). Para el antagonismo se enfrento
Trichoderma harzianum A-34 frente al Fusarium oxysporum, microorganismo perteneciente al banco de cepas
del Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal.

Para el procesamiento de los datos se utilizé una PC y el paquete estadistico Statgraphics XV.

Resultados y discusion

En la figura 1 de efectos principales se observo que en ambos factores; las fuentes carbonadas y las fuentes
nitrogenados la viabilidad fue siempre mayor cuando se utilizaron los sustratos alternativos, es decir, el aserrin
de pino blanco como fuente de carbono y el afrecho cervecero como fuente de nitrogeno, que al utilizar bagazo
de cafia y cabecilla de arroz, ademéas al tener mayor pendiente las fuentes de carbono tienen mayor
significacion que las fuentes de nitrogeno para la produccion de Trichoderma harzianum A-34, la mezcla de
aserrin de pino y afrecho cervecero aporta un total de 104.23 % de carbono y 4.7% de nitrogeno, segun
plantean Allori et al (2017) estos nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de los hongos.
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Garcia et al (2006) en Venezuela obtuvieron por fermentacion sélida en forma artesanal Trichoderma
harzianum, utilizaron como sustrato arroz entre 5y 7 % de granos partidos y la viabilidad obtenida fue de 95
%, a diferencia de nuestro trabajo, utilizaron T. harzianum formulado en polvo mojable con concentracion de
2 x 102, En México; Romero et al (2013) valoraron la produccion masiva de conidios de Trichoderma en 5
sustratos agricolas; granos de alpiste, de arroz, lentejas, maiz y trigo, fue cuantificado cual fue el mejor
sustrato en cuanto a viabilidad y produccién de conidios, los mejores resultados se obtuvieron cuando se uso
granos de maiz molido con una viabilidad del 99 % seguido de los granos de lenteja con un 98 %, en este caso
la concentracion de Trichoderma se encontrd en el orden de 10*, a diferencia de nuestro estudio que fue 10°
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Figura 1. Efecto de diferentes sustratos en la viabilidad de Trichoderma harzianum A-34

Existe una tendencia al aumento del efecto en el antagonismo (Fig. 2) cuando se utilizan los sustratos aserrin
de pino blanco y afrecho cervecero que cuando se utilizan el bagazo de cafia y la cabecilla de arroz, sugiriendo
esto que el Trichoderma producido con aserrin de pino enriquecido con afrecho cervecero como fuente de
nitrégeno tuvo una actividad antagonista mayor sobre el Fusarium oxysporum que el Trichoderma producido
sobre bagazo de cafia y cabecilla de arroz.

Pérez et al (2017) analizaron el potencial antagonista de 6 cepas de distintas especies de Trichoderma y
diferentes ensayos in vitro realizados en dos medios de cultivo (PDA y MM). La mayor actividad
micoparasitaria se observo en la cepa T. parareesei frente a Fusarium Oxysporum en PDA, los volatiles
producidos en MM por las 6 cepas inhibieron un 50-60 % el crecimiento de Fusarium oxysporum. A diferencia
de este trabajo se utilizaron cepas diferentes de 2 especies de Trichoderma, cultivadas en medios PDA y MM,
en este trabajo se utilizd sustratos solidos no convencionales. Fernandez y Suarez (2009) efectuaron el
enfrentamiento de 3 cepas de Trichoderma harzianum frente a Fusarium oxysporum aislado directamente de
plantas enfermas de maracuya mediante cultivo dual, se obtuvo que todos los aislamientos de Trichoderma
superaron en crecimiento a F. Oxysporum con radios de 7.42 cm, mientras que el patdgeno mostro un radio
de 1.99 cm las cepas de Trichoderma expresaron los mejores radios al crecer 4 veces mas rapido que Fusarium

oxysporum.
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Segun Martinez, et al. (2013) uno de los medios donde se puede encontrar de forma natural Trichoderma sp,
en el suelo es en madera, de forma general estos resultados en cuanto al antagonismo se atribuyen a que este
hongo presenta una alta especificidad por los sustratos utilizados en este estudio, que le aportan los nutrientes
para la formacion de las estructuras infectivas, ademas este hongo es un excelente competidor por nutrientes
y espacio.
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Figura 2. Efecto de diferentes sustratos en la capacidad de enfrentamiento de Trichoderma harzianum A-34 contra
Fusarium oxysporum

Se obtiene mayor concentracion de esporas para Trichoderma producido con la fuente de carbono aserrin de
pino blanco y con la fuente de nitrégeno afrecho cervecero que se proponen como opcion alternativa (Figura
3), esto pudo deberse a la mezcla que se realiz6 de las materias primas, el aserrin es un sustrato rico en
carbono, representado aproximadamente por 70% de almiddn, segun Guyat, et al (2005) aporta 46.50 % de
carbono y 0.10 % de nitrégeno y Arias (2010) plantea que el afrecho cervecero aporta 57.73 % de carbono y
4.6 % de nitrégeno, al mezclar estos residuos industriales la relacion C/N se eleva, relacion esencial para las
fermentaciones de hongos, de la cual dependera la formacion de los propagulos deseados. En el caso de los
hongos se necesita que la fuente de C esté en exceso en el medio y el contenido de N sea el factor limitante
del crecimiento, esto es lo que desencadena el proceso esporulativo, Elésegui (2006).

Resultados similares obtuvieron Agamez et al (2008) cuando evaluaron un aislado nativo del hongo
Trichoderma sp en 13 sustratos y 2 procesos de fermentacién solida, con semillas de Artocarpus incisa y
desechos agroindustriales como cascarilla de arroz y algodon. La mejor produccion de conidios se registré en
el sustrato compuesto por cascarilla de algodén enriquecida con soluciones de melaza y semillas de
Artocarpus incisa y las méas bajas concentraciones se presentaron en la cascarilla de arroz, esto a diferencia
de nuestro trabajo donde no se utilizaron fuentes nutritivas para enriquecer los sustratos. En Peru Arévalo et
al, (2017) optimizaron la produccion de conidios de Trichoderma, que fue superior a 1 x 10%° conidios *g *
de sustrato en residuos agricolas que fueron mezclados con Nelen, superando estadisticamente al sustrato
convencional (arroz entero). Allori et al (2017) obtuvieron mayor concentracion de conidios por gramo al
décimo dia de incubacién en los sustratos constituidos por granos de arroz y el conformado por bagazo de
cafia humedecido con una solucion de melaza al 10 %, se utilizaron cepas nativas de Trichoderma
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afroharzianum. Estos resultados se atribuyen a que en estos estudios los autores enriquecen los sustratos con
diferentes fuentes nutritivas y en nuestro trabajo solo se utilizamos cabecilla de arroz y afrecho cervecero
como fuentes de nitrégeno.

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 3. Efecto de diferentes sustratos en la concentracion final de conidios de Trichoderma harzianum A-34

En la Figura 4 se observa que la concentracion de conidios increment6 significativamente un 29,87 % en el
tratamiento 4 donde se utilizaron los sustratos alternativos aserrin de pino blanco como fuente de carbono
enriquecido con afrecho cervecero como fuente de nitrdgeno con respecto al tratamiento control con bagazo
de cafia y cabecilla de arroz

12.00 -

_ 9.00

G 7.58
X&5 8.00 b b T ——
< n . |9 J- N
c 3 I b
S s 6.00 I— I I I
c ©
£ 400 +—— I I I S—
L n
[N e]
S5 200 —— I I I S—
O'c

3 0.00 : : : |

Bagazo + CabecillaBagazo + Afrecho Aserrin + Cabecilla Aserrin + Afrecho

1:Bagazo de cafia+Cabecilla de arroz (control)
2: Bagazo cafia+Afrecho cervecero
3: Aserrin Pino Blanco.+Cabecilla arroz
4:Aserrin Pino Blanco+Afrecho cervecero

Figura 4. Efecto de diferentes sustratos en la viabilidad de Trichoderma harzianum A-34
Conclusiones
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Hemos llegado a la conclusion con este trabajo que el sustrato propuesto para el crecimiento y desarrollo del
Trichoderma harzianum A-34, aserrin de pino blanco como fuente de carbono y afrecho cervecero como
fuente de nitrdgeno, retnen las condiciones para que este microorganismo pueda desarrollarse por medio de
fermentacion solida mejor que con el sustrato control, bagazo de cafia y cabecilla de arroz, ya que las variables
evaluadas se comportaron mejor con los sustratos alternativos, en el caso de la concentracion de conidios
(estructura infectiva del Trichoderma) hubo un incremento significativo de un 29,87 % por encima del control,
por lo que es posible utilizar los residuos de estas industrias que tanto afectan al medio ambiente, para lograr
producciones mas limpias y asegurar mediante la utilizacion de este hongo la sostenibilidad agricola.
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