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Desarrollo de un bioplaguicida a base de Trichoderma koningiopsis Th003

y uso en el cultivo de lechuga para el control del moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia minor)

El hongo Trichoderma koningiopsis cepa Th003 fue ais-
lado de suelo en el departamento de Cundinamarca y
ha sido objeto de varios estudios por sus caracteristicas
promisorias para el control biolégico de diferentes hon-
gos fitopatogenos. Por esta misma razon en el Labora-
torio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia
y Bioindustria de Corpoica se desarrollaron diferentes
sistemas de produccién masiva de este agente biocon-
trolador. Con el propésito de contar con un sistema de
produccion masiva, técnico y econémicamente favo-
rable, se evaluaron diferentes sustratos orgéanicos bajo
condiciones de fermentacion sélida y medios de culti-
vo liquidos en condiciones de fermentacién bifasica,
teniendo como punto de partida los resultados de las
investigaciones previas de Pena, et al. (2002) y Cruz, et
al. (2007), donde se obtuvieron producciones de T. ko-
ningiopsis ThO03 con concentraciones finales de 1.0 x
10° conidios/g en sustratos solidos y de 5.0 x 10% coni-
dios/ml en medios liquidos. La técnica de fermentacién
solida fue utilizada para evaluar dos metodologias de
produccion, en una el sustrato estandarizado SS1 se dis-
puso en bandejas de aluminio y en la otra en bolsas de
polietileno. Tras realizar 3 lotes piloto para cada meto-
dologia, las productividades promedio de T. koningiopsis
ThO003 al final de las fermentaciones fueron de 845 x 10°
conidios/Kg sustrato/hora para la fermentacion en ban-
dejas de aluminio y de 4.73 x 10° conidios/Kg sustrato/
hora en bolsas de polietileno.

2.1 INTRODUCCION

Para alcanzar una produccion eficiente de hongos
biocontroladores tal como Trichoderma sp., es de
gran importancia determinar la relacién éptima en-
tre las fuentes de carbono y nitrégeno (C/N), que
permita mantener la actividad de los complejos en-
zimaticos como xilanasas, celulasas y glucosidasas
entre otros, secretados por el hongo para la asimila-
cién de los nutrientes del sustrato. Por otra parte, en
este proceso se debe brindar el suministro efectivo
de oxigeno durante el crecimiento del hongo, lo
cual influye en la colonizacion completa del sustrato
y posterior esporulacion (Harman y Kubicek, 1998).
La estandarizacion del proceso de produccion de
T. koningiopsis Th003 se inici¢ con la evaluacién de
sustratos potenciales para su eficiente crecimiento
a nivel de laboratorio; es asi como en investigacio-
nes previas en el Laboratorio de Control Bioldgico se
utilizaron matrices solidas compuestas por cereales
(trigo, cebada perlada, millo y arroz) con diferentes
relaciones C/N. Adicionalmente, se evaluaron sus-
tratos liquidos como medio de cultivo Saboureaud,
solucién de sacarosa con microelementos y arroz
licuado. Después de estas investigaciones se estan-
darizaron las condiciones de incubacion del micro-
organismo, las cuales fueron de 27 °C, humedad
relativa superior a 50% y un tiempo de incubacion
entre 7 y 8 dfas. Igualmente, fueron seleccionados
dos medios de cultivo promisorios para la produc-
cién masiva de Th003, uno sélido y otro liquido,
codificados como SS1y SL1 respectivamente (Pefia,
2002).

2.2 METODOLOGIA

Microorganismo

La cepa Th003 de T. koningiopsis fue suministrada
por el Banco de Germoplasma de Microorganismos
con interés en control biolégico, administrado por
el Laboratorio de Control Biolégico de Corpoica, la
cual se encontraba crioconservada a-70 °C. Su man-
tenimiento a corto plazo (3-5 semanas) se realizd
mediante el almacenamiento de cultivos esporula-
dos en medio agar PDA a 4 °C.
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Proceso de fermentacion de T. koningiopsis Th003
A partir de cultivos del hongo de 7 dias de edad en
medio PDA, se removieron los conidios mediante
la adicion de 10 ml de una solucién de Tween 80
a 0.1% (v/v). La suspension de conidios obtenida se
ubicd en un tubo estéril y se homogeneizd en un
agitador vibratorio durante 30 segundos. A partir de
esta suspensién madre se realizaron diluciones se-
riadas usando una solucién de Tween 80 a 0.1% (v/v)
con el fin de obtener el indculo con una concentra-
cion de 1x107 conidios/ml.

Posteriormente con el sustrato SS1, seleccionado en
el estudio de Pefa (2002) como el mejor en cuanto a
rendimiento y con una relacion C/N de 8.89, se eva-
lué la produccion de T. koningiopsis ThO03 mediante
dos metodologfas de fermentacion sélida. La prime-
ra metodologia consistié en el empleo de bolsas de
polietileno de alta densidad que contenian 200g de
sustrato humedecido (SS1). Cada bolsa se sellé con
un tapén de algodén y gasa con el propdésito de
permitir el intercambio de gases como el oxigeno
y el diéxido de carbono con el ambiente durante el
tiempo de incubacioén. Luego el sustrato fue esterili-
zado en autoclave a 121 °Cy 15 psi durante 20 min.
Posteriormente, el inéculo fue inyectado con una
jeringa a razén de 10 ml por bolsa (Figura 1).

Las condiciones de incubacion fueron de 27 °Cy una
humedad relativa de 50%, siendo éstas las recomen-

Figura 1. Inoculacion de T. koningiopsis ThO03 en bolsas
de polietileno.
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dadas en las investigaciones previas efectuadas en
el Laboratorio de Control Biolégico por Pefia (2002)
y Cruz (2007). Con esta metodologia, se formaron
tres lotes de fermentacion de T koningiopsis ThO03
cada uno con 100 bolsas aproximadamente.

La segunda metodologia de fermentacion solida
evaluada consistio en el uso de bandejas de alumi-
nio con dimensiones de 21x14x5 cm, en donde se
coloco un promedio de 150 g de sustrato SST hume-
decido con agua. Las bandejas con el sustrato fue-
ron esterilizadas en autoclave a 121 °Cy 15 psi du-
rante 20 min. En este caso la inoculacion del sustrato
con Th0O03 se hizo por aspersion directa, a razén de
3.5 ml por bandeja, aproximadamente (Figura 2).

Una vez inoculado el sustrato, las bandejas fueron
selladas mediante una pelicula pléstica que permitia
el intercambio de gases y luego se incubaron en las
condiciones antes mencionadas. Con esta metodo-
logfa se instalaron tres lotes con aproximadamente
60 bandejas cada uno.

Los tiempos de incubacidn para las fermentaciones
en bolsas de polietileno fueron de 10 dias, siendo
éste el tiempo necesario para alcanzar la coloniza-
ciény la esporulacién homogéneas del hongo en el
sustrato y evitando asi el parasitismo. Por otra parte,
para las fermentaciones llevadas a cabo en bande-
jas de aluminio, se requirieron 8 dias de incubacion.

Figura 2. Inoculacion de T. koningiopsis Th003 en bandejas de
aluminio.
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Tabla 1. Resultados de los lotes producidos de T. koningiopsis (Th003) por fermentacion sélida, mediante las dos metodologias
descritas.

Bolsas de polietileno Bandejas de aluminio

Concentracion Desviacion Coeficiente  Concentracion Desviacion Coeficiente
LOTE (conidios/qg) estandar de variacion (conidios/qg) estandar de variacion
1 8.31x 108 0.028 0.32% 1.23x10° 0.055 0.60%
2 1.65x10° 0.109 1.19% 2.08x 10° 0.027 0.28%
3 9.18x 108 0.049 0.54% 1.55x10° 0.009 0.09%
Promedio 1.13x10° 0.161 1.78% 1.62x10° 0.114 1.24%

Al terminar la fase de incubacién de cada lote, todo
el sustrato colonizado se homogeneizé en un mez-
clador planetario y luego, mediante recuento en
cadmara de NeuBauer, se determind por triplicado la
concentracién de conidios por gramo.

2.3 RESULTADOS

Para la metodologfa de crecimiento en las bolsas de
polietileno, la concentracion promedio de conidios

en los tres lotes de fermentacion de T. koningiopsis
ThO0O3 fue de 1.13 x 10° conidios/g. La reproducibili-
dad del proceso fue alta, pues entre lotes se obtuvo
una desviacion estandar de 0.161 y un coeficiente
de variacién de 1.78% (Tabla 1). Se presume que la
mayor limitante encontrada en el crecimiento de T.
koningiopsis ThO03 con esta metodologia, fue la baja
transferencia de gases entre el hongo y el ambiente,
en especial de oxigeno, ya que fue notoria la ten-
dencia de esporulacién del hongo sélo en la zona
cercana a la boca de las bolsas, lo que hizo nece-

Figura 3. Fermentacion sélida de T. koningiopsis ThO03 en bandejas de aluminio.




saria la manipulacion periddica de éstas buscando
dinamizar la transferencia de oxigeno, siendo esto
dispendioso para un gran numero de bolsas.

El proceso de fermentacién en las bandejas de alu-
minio mostré una concentracién de conidios supe-
rior a la de las bolsas, con un valor promedio de 1,62
x 10°conidios/g. Igualmente, la reproducibilidad del
proceso también fue alta, con una desviaciéon estan-
darde 0.114y un coeficiente de variacion entre lotes
de 1.24% (Tabla 1).

El mejor comportamiento encontrado en el creci-
miento de T. koningiopsis ThOO3 utilizando bandejas
de aluminio se podria explicar por la mejor oxigena-
cion del hongo en el sustrato, a causa de la mayor
drea de transferencia. Adicionalmente, el sustrato
fue colonizado por el hongo homogéneamente, a
diferencia de lo que ocurrié en las bolsas, por lo que
no fue necesario manipular el sustrato durante la in-
cubacion (Figura 3).

Después de estas fermentaciones se estimaron los
rendimientos de produccion del hongo en tres lotes
piloto, obteniendo 4.73 x 10° conidios/Kg sustrato/
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hora para el crecimiento en bolsas de polietileno y
845 x 10° conidios/Kg sustrato/hora para la fermen-
tacion en bandejas de aluminio. Se puede afirmar
que la metodologia de fermentacion sélida utilizan-
do bandejas, presenta mayor viabilidad de escala-
miento a nivel de planta piloto pues, adicional a una
mayor productividad, tiene menores tiempos de
incubacion y se requiere menos volumen de in6cu-
lo: 0,023 ml/g sustrato. Mientras que la produccién
en bolsas de polietileno requiere mayor tiempo de
incubacién, mayor volumen de inéculo: 0,050 ml/g
sustrato y mano de obra adicional para manipular
periddicamente el sustrato durante la incubacion,
mostrando asi que esta Ultima metodologia tiene
bajo potencial técnico y econémico para ser esca-
lable.

2.4 CONCLUSION

El sustrato sélido SS1y la metodologia de fermenta-
cion solida en bandejas fueron las condiciones més
promisorias seleccionadas para llevar a cabo la pro-
duccién masiva de T. koningiopsis ThOO3 a nivel de
planta piloto.
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