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Resumen

Un grave problema en los cultivos agricolas, son las enfermedades causadas por microorganismos
fitopatégenos, cuyo principal método es el control quimico, que es costoso y perjudicial tanto para el
ambiente como para la salud humana. Por ello, es necesario proponer alternativas sustentables,
como el biocontrol mediante microorganismos antagonistas nativos, como Trichoderma sp., lo cual
implica su produccién a gran escala con fines de aplicacion en campo. Por lo que, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el potencial de granos de cereales enteros y triturados como sustratos para
la produccién de biomasa utilizando técnicas de fermentacion liquida, sélida y bifasica; para esto se
utilizé melaza y levadura en la fermentacion liquida; para la sélida se emplearon granos enteros o
triturados de trigo, sorgo y arroz, y para la fermentacion bifasica se combinaron la liquida y la sélida.
En todos los tratamientos, se inocularon 3 mL de una suspension de Trichoderma asperellum con
una concentracion de 1 x 107 conidios mL™". La mayor produccion de biomasa de T. asperellum, fue
con el sustrato de arroz entero en la fermentacion bifasica alcanzando 7.2025 x 10® UFC conidios
g™, y con la fermentacion sdlida 6.98125 x 108 g™, con viabilidad de conidios de 91.1 y 89.4%,
respectivamente. En fermentacién liquida se obtuvo 1.593 x 107 conidios mL™"y 85.8% de viabilidad.
El tiempo para la produccion de biomasa fue de 14 dias en fermentacion liquida, 31 dias en
fermentacion sélida y 45 dias en bifasica.

Palabras Claves: antagonista, biomasa, sustentable, sustrato.

Abstract

Agricultural crops are affected by diseases caused by phytopathogenic microorganisms. Until now,
the main method for their management has been chemical control, which is costly and harmful to
both the environment and human health. Therefore, it is necessary to propose sustainable
alternatives, such as biocontrol using native antagonistic microorganisms, such as Trichoderma sp.
This implies their mass reproduction for field application. The objective of this research was to
evaluate the potential of whole and crushed grains as substrates for biomass production using liquid,
solid, and biphasic fermentation techniques. For this, molasses and yeast were used in liquid
fermentation; for solid fermentation, whole and crushed grains of wheat, sorghum, and rice were
used, and for biphasic fermentation, liquid and solid fermentation were combined. In all cases,
inoculation with Trichoderma asperellum consisted of 3 mL of a 1 x 107 mL™" conidia suspension. The
best substrate for T. asperellum production. was whole rice, reaching 7.2025 x 10® g~ of biomass
with biphasic fermentation, and 6.98125 x 108 g~ with solid fermentation, with conidia viability of 91.1
and 89.4%, respectively. In liquid fermentation, 1.5930 x 10 mL™" and 85.8% viability were obtained.
The time for biomass production was 14 days in liquid fermentation, 31 days in solid fermentation and
45 days in biphasic fermentation.

Key Words: antagonist, biomass, sustainable, substrate.
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Introduccién

La agricultura es una de las actividades
primarias que desarrolla el ser humano para la
supervivencia, esto ha llevado al uso excesivo
de plaguicidas para combatir plagas vy
enfermedades que atacan a los cultivos
poniendo en riesgo la inocuidad alimentaria,
ocasionando altos costos de produccion, y
perjudicando en general a los ecosistemas,
por la generacion de residuos quimicos. Por
ello en los Ultimos afos se buscan
biocontroles como una alternativa para una
produccion agricola sostenible (Tanaka &
Kahmann, 2021). En este sentido, se ha
demostrado que existen hongos antagonistas
como los del género Trichoderma spp., que
pueden controlar fitopatdgenos como hongos
y oomicetos a través de diversos mecanismos
de accion como micoparasitismo, antibiosis,
competencia por nutrientes y espacio; asi
como la induccion de resistencia sistémica de
las plantas (Li et al., 2019). Este género es
cosmopolita y se adapta a diferentes
condiciones edafoclimaticas, ademas, se ha
demostrado que favorecen la produccion de
metabolitos, enzimas, compuestos
promotores de crecimiento, entre otras
funciones biologicas (Hernandez-Melchor et
al., 2019), lo que los hace una posibilidad para
el disefio de estrategias de manejo integrado
de los cultivos.

Un criterio para la seleccién de hongos
utilizados como agentes de control bioldgico,
radica en su capacidad para la produccion de
propagalos  (conidios,  microesclerocios,
clamidosporas) sobre sustratos liquidos,
sélidos o la combinacién de estos (bifasico)
que sean de facil acceso y de bajo costo;
ademas, otro aspecto relevante es que las
cepas sean nativas de donde se pretende
utilizarlas. La aplicacion en el campo requiere
de un escalamiento para una produccién
masiva. Al respecto, Hernandez-Melchor et al.
(2019) sefialan que ademas de los diversos
métodos de reproduccidon es necesaria la
evaluacion de sustratos para favorecer el
desarrollo del antagonista; de manera
particular, Antomarchi et al. (2023), refieren
que para la produccion de Trichoderma spp.,
los sustratos deben ser recursos de facil
disponibilidad, ricos en nutrientes y que no
generen altos costos de produccion, lo que
resultara en la produccion de suficiente
biomasa que contenga propagulos viables y
tolerantes para la inoculacion en campo.
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Con el objetivo de encontrar el mejor sustrato
para el desarrollo que promueva una alta
produccion de propagulos de Trichoderma
spp., se han realizado estudios que han
demostrado que esto depende tanto de la
cepa evaluada como de los sustratos
empleados. En general, se han evaluado
diferentes sustratos como: grano entero de
arroz, cascarilla de arroz, cascaras obtenidas
de productos como tomate, ajo, cacao,
ajonjoli, cacahuate, café, rastrojo de soya y
maiz, olote de maiz y maiz quebrado, vaina de
frijol, granos de sorgo y alpiste, con resultados
que ademas dependen de otros factores como
la especie, el tiempo, etc. (Pineda-Insuasti et
al., 2017).

Para la seleccion del sustrato son esenciales
las técnicas de fermentacion; las cuales, de
acuerdo con Ipiales et al. (2021), consisten en
el proceso mediante el cual los sustratos
liquidos o solidos son metabolizados por
microorganismos lo que proporcionan
nutrimentos y soporte a Trichoderma spp.,
para su crecimiento micelial y posterior
generacion masiva de propagulos como
conidios, microesclerocios y clamidosporas.
La fermentacién en estado solido (SSF) es un
proceso mediante el cual se fermenta un
sustrato insoluble con suficiente humedad,
pero sin agua libre. Por el contrario, en la
fermentacion en estado liquido (LSF) o
también conocida como fermentacion
sumergida (FS), el sustrato se solubiliza o se
mantiene en suspension en forma de
particulas finas dentro de un gran volumen de
agua. En la mayoria de los procesos de LSF,
se emplean concentraciones de sustrato que
oscilan entre el 0.5y el 6 %, dependiendo de
la densidad del propio sustrato. La SSF no
requiere controles complejos y presenta
numerosas ventajas frente a la LSF; no
obstante, conlleva sus propios problemas
inherentes (Chahal, 1985; Pandey, 2003;
Singhania et al, 2009). La fermentacion
bifasica se desarrolla secuencialmente en dos
etapas: una fase liquida y una fase sélida. En
este proceso, el hongo se cultiva inicialmente
en un medio liquido hasta alcanzar el final de
la fase de crecimiento exponencial;
posteriormente, la biomasa obtenida se
transfiere a un sustrato sélido, donde continta
su desarrollo y producciéon de estructuras
reproductivas.

Por lo que el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el potencial de los granos de trigo,
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sorgo y arroz, como sustratos para la
produccion de biomasa de Trichoderma
asperellum cepa TFR3, mediante las técnicas
de fermentacion liquida, sdlida y bifasica.

Materiales y métodos

La investigacion se desarroll6 en el
Laboratorio de Fitopatologia del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, ubicado en
la Carretera Estatal Libre Tenancingo-Villa
Guerrero Km. 1.5, Santa Ana Ixtlahuatzingo,
Tenancingo, Estado de México; con latitud 18°
58’ 07” N y longitud 99° 36’ 42” O.

Seleccion y reactivacion de T. asperellum
cepa TFR3

Trichoderma  asperellum  cepa  TFR3
pertenece de una coleccion del Laboratorio de
Fitopatologia del Centro Universitario UAEM
Tenancingo; que fue aislada a partir de suelo
proveniente de un cultivo de Rosa sp.,
infectado con Rosellinia necatrix en el
Municipio de Tenancingo, Estado de México,
México. Esta cepa ha demostrado en
condiciones in vitro su accion antagodnica
frente a patdgenos del rosal, como; R. necatrix
(Garcia-Velasco et al., 2021a); V. dahliae y B.
cinerea (Garcia-Velasco et al, 2021b);
ademas, de tolerancia en condiciones in vitro
a fungicidas como; tiofanato metilico,
benomilo, captan, quintozeno + thiram,
fluazinam (Garcia-Velasco et al., 2021c).

La cepa TFR3 de Trichoderma asperellum se
cultivé previamente en medio PDA durante
siete dias. Posteriormente, se preparé una

suspension con una concentracién de 1 x 107
conidios mL™, la cual se utiliz6 como fuente
de indculo.

Fermentacion liquida

Este tipo de fermentacion se llevé a cabo en
un medio compuesto por agua destilada
suplementada con melaza de cafia de azucar
(25 mL L™"). El pH del medio se ajusté a 5.5
con NaOH (2 N) y posteriormente se
distribuyeron a 200 mL en frascos de vidrio
con capacidad de 500 mL. Los frascos se
cerraron con tapones de algodén cubiertos
con papel aluminio y se esterilizaron en
autoclave a 121 °C y 15 psi durante 20 min.
Tras 24 h de enfriamiento y bajo condiciones
asépticas, se adicionaron 10 g de
Saccharomyces cerevisiae a cada frasco,
seguidos de la inoculacion con 3 mL de una
suspension de conidios de la cepa TFR3 de
Trichoderma asperellum ajustada a una
concentracion de 1 x 107 conidios mL™.
Finalmente, los cultivos se incubaron a 25 + 2
°C en oscuridad durante 14 dias, con
agitacion manual cada tercer dia (Garcia et
al., 2006).

Cuantificacion de la producciéon de
conidios

La cuantificaciéon de los conidios se realiz6 de
una dilucién 1:10, sobre una camara de
Neubauer en el mm? central; cuatro grupos de
las esquinas y en el central, en un microscopio
compuesto (objetivo 40x). Se utiliz6 la férmula
propuesta por Troya & Vaca (2014):

Total de conidios en los dos campos

Cuantificacion de conidios =

Fermentacion sélida

Para la fermentacioén solida se utilizaron como
sustratos granos enteros o triturados de arroz,
trigo y sorgo; los cuales se lavaron tres veces
con agua potable, seguido de un proceso de
hidratacion en una solucion de agua +
cloranfenicol (500 ppm) por 30-45 min, el
exceso de humedad fue retirado mediante
escurrimiento, de cada sustrato se tomaron
250 g y se depositaron en bolsas de polipapel
de alta densidad, se sellaron y se esterilizaron
a 121 °C y 15 psi durante 20 min; se dejaron
enfriar durante 24 h en condiciones asépticas.
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Superficie recontada mm? X Profundidad mm X Dilucién

Posteriormente, los sustratos
correspondientes a cada tratamiento se
inocularon con 3 mL de una suspensiéon de
conidios de la cepa TFR3 (1 x 107 conidios
mL™"). Los cultivos se incubaron a 25 £ 2 °C
bajo iluminacién con luz blanca durante 21
dias. Con el propdsito de favorecer la
distribucion homogénea del inéculo y mejorar
la aireacion del cultivo, las bolsas se
mezclaron manualmente cada tercer dia
durante todo el periodo de incubacion (Lopez,
2018).
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Obtencion de la biomasa

Para cuantificar la biomasa y produccion de
conidios por tratamiento, se llevd a cabo un
proceso de secado de los sustratos, estos se
colocaron en bandeja de aluminio y durante
10 dias se mantuvieron a 25 + 3 °C, y se
removid cada tercer dia. La biomasa se
obtuvo haciendo uso de un tamiz del niumero
100 y mediante frotacidon y agitacion se
desprendieron los conidios; la biomasa se
recolectd, pesé y depositd en bolsas de
aluminio para su almacenamiento a 2-4°C
(Loépez, 2018).

Cuantificacion de conidios y
determinacion de su viabilidad y la pureza
Se realizé una suspension de conidios
utilizando 0.1 g de biomasa con 9.9 mL de
agua destilada estéril con Tween 20 (0.1%),
se agitdé en un vortex y se realizé el conteo de
conidios en una camara de Neubauer
visualizada bajo microscopio compuesto con

% de viabilidad = (

Donde:
a= Numero de conidios germinados
b= Numero de conidios no germinados

Pureza de la biomasa

El porcentaje de pureza de la biomasa (%P)
se determind utilizando las mismas siembras
empleadas para la evaluacion de la viabilidad
de los conidios. La pureza se calculé como la

a+b)

el objetivo 40x. Los datos se extrapolaron a
conidios g' de biomasa.

La viabilidad de los conidios se determind con
base al porcentaje de germinacién; para tal
efecto se ajustd la suspension a una
concentracion de 1 x 105 conidios mL-1, de la
que se sembraron tres cajas de Petri
colocando 50 upL en cinco puntos
equidistantes (250 yL en cada caja) y se
incubaron a 25 + 3 °C durante 16-20 horas.
Después, se colocé un portaobjetos sobre en
cada uno de los puntos de siembra para su
revision bajo microscopio compuesto (objetivo
40x) y se contabilizaron 100 conidios
clasificandolos como germinados o no
germinados. El criterio para considerar a los
conidios germinados fue aquellos que han
desarrollado un tubo germinativo con longitud
del doble del diametro de los conidios (Figura
1) (Cardona et al., 2014). El porcentaje de
viabilidad se calculd mediante la formula
propuesta por Agus et al. (2015).

a

x 100

proporcién de unidades formadoras de
colonias (UFC), correspondientes a conidios
viables, de acuerdo con la ecuacion propuesta
por Cardona et al. (2014).
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100

Conidios totales

e —
VN4 ’,‘i‘a
/| A,

Nt

|
i)

C“ '}
e

0 )

)=

37

Figura 1. Germinacion de conidios y pureza de la biomasa de la cepa TFR3, sobre medio PDA. Vista a microscopio
compuesto con el objetivo 40x.
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Fermentacion bifasica

La fermentacion bifasica (fermentacion liquida
seguida de fermentacién sélida) se llevo a
cabo utilizando los procedimientos
previamente descritos para cada etapa. Los
sustratos correspondientes a cada tratamiento
fueron lavados y esterilizados conforme a la
metodologia empleada en la fermentacion
solida. Como indculo se utilizaron los conidios
obtenidos durante la fermentaciéon liquida,
realizada durante 14 dias. La suspension de
conidios se ajusté a una concentracion de 1 x

107 conidios mL™, y de esta se inocularon 3
mL en bolsas que contenian los sustratos
previamente esterilizados. Posteriormente,
los cultivos se incubaron durante 21 dias bajo
las condiciones establecidas para la
fermentacion sdlida y, al término de este
periodo, el sustrato se secé durante 10 dias.
Finalmente, se recuperé la biomasa y se
evaluaron las mismas variables cuantificables
descritas para la fermentacion sdlida (Figura
2).

Figura 2. Fermentacion bifasica para la reproduccién de biomasa de la cepa TFR3. A) Lavado y pesado de los sustratos
sélidos, B) fermentacion liquida, C) inoculaciéon del medio liquido en el medio soélido estéril, D) incubacion de los sustratos
inoculados, E) secado del sustrato para la obtencién de la biomasa y F) biomasa.

Disefio experimental y analisis estadistico
Para los experimentos de fermentacion sélida
y bifasica se emple6 un disefio
completamente al azar con seis tratamientos:
arroz entero (AE), sorgo entero (SE), trigo
entero (TE), arroz triturado (AT), sorgo
triturado (ST) y trigo triturado (TT), cada uno
con cinco repeticiones. Las variables
evaluadas fueron: a) peso de la biomasa, b)
produccion de conidios (conidios g™ de
biomasa), c¢) porcentaje de viabilidad y d)
pureza de la biomasa. Los datos se
sometieron a las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene para verificar los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas,
respectivamente. Cuando dichos supuestos
no se cumplieron, los datos se transformaron
antes del andlisis estadistico. Posteriormente,
se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y
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las medias se compararon mediante la prueba
de Tukey (p < 0.05), utilizando el software
InfoStat v. 2020 (version estudiantil). En el
experimento de fermentacion liquida no se
utilizé un disefio experimental; por lo tanto, no
se realiz6 un andlisis inferencial y Unicamente
se cuantificé la producciéon de conidios,
expresada como conidios mL™".

Resultados y discusion

Fermentacion liquida

En la fermentacién liquida se obtuvieron en
promedio 1.593 x 107 conidios mL, en 14
dias; con una viabilidad promedio de 85.8%, y
una pureza del 100%, ya que no se observo el
crecimiento de microorganismos diferentes a
la cepa TFR3 en el medio de cultivo PDA
(Tabla 1). Y, aunque estos resultados difieren
por la baja produccién de conidios en
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comparacion con los reportados en trabajos
relacionados con esta técnica de fermentacién
es importante destacar que se realiza en un
espacio reducido y se requiere un minimo de
recursos de agua destilada, melaza vy
levadura. Las ventajas de esta metodologia
para la produccion de Trichoderma spp., fue
confirmada en este trabajo, por esta razén es
la técnica mas utilizada debido a su facil
proceso Yy bajos costos de produccion,
ademas de ventajas en el tiempo de cultivo
corto, control riguroso de los parametros de
fermentacion, menos espacio fisico, bajo nivel
de contaminacién y menor cantidad de mano
de obra (Locatelli et al., 2022). A través de
esta técnica Becker et al. (2024), reportaron
concentraciones de 3.8 x 107 + 1.4 x 107
conidios mL-" utilizando melaza + 0.5% de
extracto de levadura y de 6.7 x 107 £ 1.7 x 107
conidios mL" utilizando como medio
Unicamente la melaza, senalando que el
extracto de levadura no aporté beneficio
alguno para mejorar el crecimiento de
Trichoderma spp., por lo que aseveran que
utilizar levadura puede representar un
incremento innecesario en los costos de
produccion en esta técnica.

Son varios los estudios en los que se ha
evaluado la fermentacion liquida con algunas
variantes, asi se reporta que para la
produccion T. asperelloides LQC-96, a pH de
3.5, relacién carbono nitrégeno 160:1, sin
glicerol e incubada durante siete dias a 30 °C
bajo luz constante, se obtuvo una
concentracion de hasta 8.35 x 107 conidios
mL-" (Castro et al., 2020). Aplicando esas
mismas condiciones, Garcia et al. (2006)
evaluaron 10 cepas de T. harzianum mediante
la técnica de fermentacion liquida estatica,
utilizando melaza fresca y levadura
(Saccharomyces cerevisiae) con lo cual
obtuvieron una produccién de conidios de 1.8
x 10° mL-" en ocho dias y 2.6 x 102 al dia 14
posterior a la inoculacion, evidenciando que la
respuesta de produccién de conidios es
dependiente de la especie y del tiempo.

La fermentacion liquida permite el uso de
diversas fuentes de carbono y nutrientes que
favorecen el crecimiento micelial y la
esporulacion. En este contexto, Locatelli et al.
(2022) demostraron que un medio compuesto
por sacarosa y levadura autolizada promovio
la formacion de microesclerocios en dos
cepas de T. asperellum tras siete dias de
incubacion. Asimismo, un medio formulado
con 2% de pulpa de papa + 2% de azucar sin
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refinar permitié alcanzar una produccion de
10.20 % 107 conidios mL™" en el mismo periodo
(Rai et al, 2023). En conjunto, estos
resultados muestran que la composicion del
medio de cultivo desempefia un papel
determinante en la productividad de
Trichoderma bajo condiciones de
fermentacion liquida.

La ventaja que se le puede atribuir a esta
técnica es que al tener un alto volumen de
fermentacion liquido se puede inocular altos
volumenes de sustrato sélido, tal y como lo
mencionan Garcia et al. (2006) al sefialar que
con este proceso se acelera la obtencion de
in6culo del hongo para el proceso de
produccion de conidios.

Fermentacion sélida

La mayor cantidad de biomasa de
Trichoderma asperellum se obtuvo mediante
la técnica de fermentacion solida con el
sustrato de arroz entero (Solida-AE) con 1.61
g, seguido con 1.38 g mediante la técnica
Bifasica-AT. Los tratamientos AE (arroz
entero) y TE (trigo entero), incrementaron
significativamente la produccion de conidios
por g de biomasa siendo de 6.98125 x 108 y
6.40625 x 108 respectivamente seguidos por
los sustratos de SE y ST con una produccion
de 194625 x 108 y 1945 x 108,
respetivamente. El tratamiento que produjo la
menor cantidad de conidios fue TT con 2.8 x
108 (Tabla 1).

El mayor porcentaje de viabilidad de los
conidios ocurrio en los que procedian del
sustrato en el AT 93.5%, y el AE de 89.4%,
aunque no fue significativo entre estos. En
contraste, los tratamientos TE y TT
presentaron estadisticamente el menor
porcentaje de conidios germinados. Con
relaciéon a la pureza de la biomasa, los datos
indican el 100% para todos los tratamientos a
excepcion de TT en el que la pureza fue de
89% (Tabla 1).

La reproduccion de Trichoderma spp., varia
considerablemente segun la especie y los
sustratos utilizados para su cultivo, en este
trabajo con la fermentacion solida utilizando
arroz como sustrato se obtuvo la mayor
cantidad de conidios, similar a lo encontrado
por Lopez (2018), que reporto una produccion
de 8.845 x 108 conidios g' en T. asperellum
con arroz entero en 28 dias, produccion
relativamente mayor que lo encontrado en
este trabajo, posiblemente por la sensibilidad
de estas especies a las variables en la
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produccion. En contraste en otra investigacion
en la que también utilizé arroz como sustrato
y tras 21 dias de la incubacion de T.
harzianum, se obtuvo una produccioén de 3.30
x 10® hasta 1.03 x 108 conidios en 0.5 g de
sustrato, mientras que para T.
longibrachiatum y Trichoderma spp. fue de
244 x 107 y 7525 x 10% conidios,
respectivamente (Lopez et al., 2022), que es
menos produccion que lo encontrado en este
trabajo aun en condiciones similares. En la
especie T. asperelloides se obtuvo una
produccion de 1 x 107 hasta 1 x 10° conidios
g de sustrato en un periodo de 12 a 14 dias
(Ceballos-Chéavez et al., 2025).

En este trabajo los granos utilizados como
sustrato presentan diferentes respuestas,
como el sorgo entero o triturado en las
técnicas solida y bifasica generan una
produccion estable de conidios y con mayor
pureza y viabilidad a los obtenidos con el trigo
(Tabla 1). Aunque, Lopez (2018) reporta que
al utilizar granos de sorgo entero obtiene
mayor numero de conidios g' de T.
asperellum; y Naeimi et al. (2020) obtuvieron
6.4 x 10" conidios g'para T. harzianum
AS12-2. Por otro lado; Rai et al. (2023)
reportaron que siete dias después de la
inoculacién con T. asperellum, se tuvo una
produccion de 5.24 x 108 conidios g' de
sustrato, aumentando hasta 8.31 x 108 al
adicionar 2% de azucar sin refinar; lo que
demuestra que el tiempo y variables como el
tipo de grano usado como sustrato y la
especie es determinante para incrementar el
numero de conidios.

Fermentacion bifasica

En el caso de la fermentacion bifasica el
sustrato con arroz entero (AE) presentd la
mayor produccion de 7.2025 x 108 conidios g-
" de biomasa respecto a los otros
tratamientos, aunque el peso de biomasa fue
de los mas bajos de tan solo 0.56 g, sin
embargo, el tratamiento AT (arroz triturado)
que tuvo estadisticamente la menor
produccion de conidios, fue la que presento el
mayor peso de biomasa de 1.38 g. También el
tratamiento AE present6 el mas alto
porcentaje de viabilidad (91.1%) vy el
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tratamiento TT el menor (63.5%), con
respecto a los otros tratamientos (Tabla 1). .
En lo que respecta a la fermentacioén bifasica,
autores como Pineda-Insuasti et al., (2017)
destacan que es una técnica rapida de
reproduccién, ya que primero se produce el
inéculo mediante fermentacion liquida para
posteriormente utilizarlo como inéculo para
fermentar sustratos en medio solido;
complementariamente, los autores
consideran que la seleccién de sustratos debe
estar en funcion de su disponibilidad en la
zona que se pretende hacer la reproduccion
de Trichoderma spp. En este sentido, se
difiere con la rapidez sefialada por los autores,
ya que por medio de esta técnica tomé 45 dias
obtener la biomasa como producto final (14
dias fase liquida + 21 dias fase sélida + 10
dias de secado de los sustratos). En lo relativo
a la produccién de conidios por esta técnica,
la mayor concentracion se obtuvo con AE
como sustrato, con el que se alcanzé una
concentracién de 7.2025 x 108 conidios g' de
biomasa; mientras que por fermentacion
sélida en el sustrato en 28 dias se produjo una
concentracion de 6.98125 x 108 conidios g
de biomasa, siendo ambos resultados no
diferentes estadisticamente (p < 0.05).

De acuerdo con lo anterior se refuerza la
teoria de que, para la produccion de biomasa
en la formulacion de biopreparados con
Trichoderma spp., es primordial evaluar
sustratos, técnicas de fermentacion,
condiciones de temperatura, luz y humedad
de los sustratos, los cuales estaran
determinados por la especie y cepa de
Trichoderma spp. Los resultados generados
contribuyen a la toma de decisiones con
relacion a sustratos y técnicas para la
obtencion de biomasa con fines de
formulacién de bioproductos. Al respecto

Pineda-Insuasti et al. (2017) sefialan, que, de
manera comercial, las presentaciones de los
biopreparados pueden ser variables para una
mejor manipulacion del producto; en este
sentido mencionan que es preferible la
fermentacion solida para la formulacién de
polvos humedos, polvos secos, formulaciones
en aceite y encapsulados de esporas de
Trichoderma spp.
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Tabla 1. Produccioén de conidios, viabilidad y pureza de la cepa TFR3 obtenidos mediante las técnicas de fermentacion liquida,
sélida y bifasica.

Fermentacion — Peso de biomasaen g Conidios g' de biomasa % de % de
Sustrato viabilidad pureza
Liquida - ** 15930 000.0** 85.8abc 100
Solida - AE 1.61a 698 125 000.0a 89.4ab 100
Solida - TE 0.29de 640 625 000.0a 77.3bcd 100
Solida - SE 0.42cde 194 625 000.0c 86.0abc 100
Solida - ST 0.37de 194 500 000.0c 82.0abc 100
Solida - AT 0.87b 46 625 000.0d 93.5a 100
Solida -TT 0.10e 2 800 000.0e 1.9e 89
Bifasica - AE 0.56bcd 720 250 000.0a 91.1ab 100
Bifasica - SE 0.75bc 379 506 666.6b 84.4abc 100
Bifasica - ST 0.36de 343 387 500.0b 81.4abc 100
Bifasica - TT 0.59bcd 323 676 666.6b 63.5d 100
Bifasica - TE 0.88b 293 483 333.4b 75.3cd 100
Bifasica - AT 1.38a 152 595 833.3c 87.3abc 100

Los valores representan las medias; letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05).
AE= arroz entero, SE= sorgo entero, TE= trigo entero, AT= arroz triturado, ST= sorgo triturado y TT= trigo triturado.
**Para esta técnica los conidios fueron cuantificados en 1 mL de la muestra liquida ya que no se obtuvo biomasa.
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