P
»
"-:E_:.;z
.
XA
L

W "..Ir-._
"
‘H_._

wgl e i
F-
- sl gy e
R, .

\
¥,




Fecha de presentacion: febrero, 2016
Fecha de aceptacion: junio, 2016
Fecha de publicacion: noviembre, 2016

Niveles de humedad, cepa y cantidad de sustrato arroz
entero para la reproduccion de Trichoderma spp.

Humidity level, strain and quantity of entire rice gra-

Maria I. Irimia Hernandez'

Ana L. Rodriguez Hernandez!
Lednides Castellanos Gonzalez?
Email: Icastellanos @ ucf.edu.cu

in substrate for reproduction of Trichoderma spp.

'Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal Cienfuegos. Delegacion Provincial del Ministerio de la Agricultura. Carretera

de Palmira Km 4.

2Centro de Estudios para la Transformacion Agraria Sostenible. Facultad de Ciencias Agrarias.CETAS. Universidad de

Cienfuegos.

{Cémo referenciar este articulo?

Irimia Hernandez, M. |., Castellanos Gonzalez, L., & Rodriguez Hernandez, A. L. (2016). Niveles de humedad, cepa y
cantidad de sustrato arroz entero para la reproduccion de Trichoderma spp. Revista Cientifica Agroecosistemas [se-
riada en linea], 4 (1). pp. 39-45. Recuperado de hitp://aes.ucf.edu.cu/index.php/ras

RESUMEN

El experimento se realizd en el Centro de Reproduccion
de Entomopatégeno del Laboratorio Provincial de
Sanidad Vegetal de Cienfuegos en el periodo com-
prendido de septiembre del 2008 a julio del 2009. Se
estudid el comportamiento de los biopreparados de
las cepas A-53 y A-34 de Trichoderma harzianum 'y
C-66 de Trichoderma viride, bajo diferentes volumenes
de sustrato y porcentajes de humedad, obtenidos de
forma artesanal en tarrinas bajo condiciones de cul-
tivo estatico sobre soporte sélido (arroz entero). Para
la produccion del bioprepreparado se utilizaron las
metodologias correspondientes, realizando el secado
en cuarto climatizado a temperatura de 20 C°. Se eva-
lué la calidad del bioproducto terminado, realizando
las pruebas de concentracion ufc/g, viabilidad, viru-
lencia y pureza. Con la cepa Trichoderma harzianum
A-53 se obtiene mayor calidad que con el resto de las
cepas por la tecnologia de fermentacion en estado
so6lido usando sustrato arroz entero, reflejado en alto
nivel de pureza y mayor concentracion de los conidios
del biopreprado, sobre todo en la combinacion 100 g
de arroz por tarrina y 35% de humedad. La cepa A-53
alcanza los mayores valores de virulencia (hiperpara-
sitismo sobre Sclerotium rolfsii), mientras que no se
observa diferencia entre las tres cepas en estudio en
cuanto a la viabilidad de los conidios.

ABSTRACT

The experiment was carried out in the Center for
Entomopathogenic Microorganisms Reproduction at
the Provincial Plant Health Laboratory in Cienfuegos,
from September 2009 to July 2010. The behavior of
the bioproducts of strain A-53 and A-34 of Trichoderma
harzianum and C-56 of Trichoderma viride were stu-
died, under different substrate volumes and percen-
tages of humidity, obtained in a low technology way,
in pots for static cultivation on solid supports (entire
rice grain). For the bioproducts production, the co-
rresponding methodologies were applied. The drying
was done at 20 C° in an air-conditioned room. The
quality of the finished bioproduct was evaluated doing
the tests of ufc/g concentration, viability, virulence
and purity. With the Trichoderma harzianum A-53,
more quality was obtained than with the rest of the
strains, applying the fermentation technology in solid
state and using substrate of entire rice grain. This was
reflected in the high level of purity and in the higher
concentration of the bioproduct conidia, especially in
the combination of 100 g of rice per pot and 35 % of
humidity. The strain A-53 reaches the higher values of
virulence (hiperparasitism on Sclerotium rolfsii), while
the difference among three conidia under study loo-
king for the viability of them, was not observed.



INTRODUCCION

El interés en el control biolégico como método de
control de enfermedades aumentd en los ultimos
afos y aunque su desarrollo ha sido relativamente
lento el potencial que representa para el manejo de
las enfermedades es enorme y al igual que el de
plagas de insecto tiene un futuro promisorio. La cri-
sis de los sistemas agricolas convencionales hace
que sea un imperativo del momento el desarrollo y
aplicacion de nuevos métodos y técnicas de manejo
de enfermedades. El control biolégico da respuesta
a muchos de los problemas de la agricultura moder-
na y es uno de los componentes esenciales de la
agricultura sostenible (Martinez et al., 2013).

Entre los métodos de control bioldgico es importan-
te la utilizacion de microorganismos antagonicos.
En este grupo tiene un gran empleo las especies de
hongos del género Trichoderma (Pufio et al., 2011).
El proceso de produccion de hongos antagonistas
con calidad competitiva exige, entre otros factores,
la seleccion de sustratos idoneos para la propaga-
cién de microorganismos factibles, a partir de la pro-
duccioén agricola local y no comprometida con otros
usos, asi como la formulacion de otros ingredientes
que confieran protecciéon al principio activo y una
metodologia que garantice la estabilidad y preser-
vacion del producto final, que no alteren la propieda-
des fisico-quimicas y su interaccion con la naturale-
za bioldgica de los microorganismos (Reyes, 2011).

En Cuba la produccion artesanal del biopreparado
a base de especies del género Trichoderma ha sido
difundida por su facil reproduccion y efectividad en
la proteccion de los cultivos contra hongos del sue-
lo (Stefanova, 2007). Por otra parte Martinez et al.,
2013) plantea que la produccién de biopreparados
de diferentes cepas de Trichoderma se realiza me-
diante métodos artesanales, por cultivos liquidos es-
taticos y solidos bifasicos.

Por primera vez en Cuba durante las campanas
1994-1995 se emplearon biopreparados, obtenidos
por métodos alternativos con materias primas nacio-
nales y parametros controlados, de cepas promiso-
rias nativas de Trichoderma (Stefanova, 2007).

La introduccién del hongo Trichoderma spp. en
Cienfuegos tuvo lugar en el periodo comprendido
entre 1993-1995. El antagonista se comenzd a pro-
ducir un método liquido estatico empleando como
sustrato la melaza. Posteriormente se empled el mé-
todo de reproduccion de fermentacion sélida em-
pleando sobres de papel. Como tercera tecnologia
se empled un método bifasico inoculo sdélido — sus-
trato soélido similar al anteriormente descrito, pero
en vez de emplear los sobres de papel se utilizaron
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cajas metalicas para la reproduccion de este anta-
gonista (Castellanos et al., 2008).

A pesar de la experiencia acumulada en la provincia
de Cienfuegos en la reproduccion de Trichoderma
spp. sobre soporte solido por método estatico, no se
ha logrado un bioproducto con las condiciones de
calidad y estabilidad que permitan su comercializa-
cion en el mercado de frontera y aunque se lograron
exportar varios lotes del bioproducto, después de
tres ciclos de produccién habia que cerrar el labo-
ratorio por la presencia de contaminaciones fuertes.
Para este mercado se exige que el sustrato sea gra-
no de arroz entero, la concentracion de unidades
formadoras de colonia por gramo (ufc/g) supere el
valor 1x10° , y que la estabilidad del producto sea
mas de 90 dias.

La investigacion tuvo como objetivo evaluar dife-
rentes niveles de humedad y cantidad de sustrato
(arroz entero) para la obtencién de un bioproducto
en tarrina de buena calidad a partir de las cepas
de Trichoderma harzianum A-34, Trichoderma har-
zianum A-53 y Trichoderma viride C- 66.

Materiales y métodos

El ensayo se realizé en el Centro de Reproduccion
de Entomopatogeno del Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal de Cienfuegos, en el periodo
comprendido entre septiembre del 2007 a julio del
2008. Se estudio el comportamiento de las cepas
de Trichoderma harzianum A-34, A-53 y Trichoderma
viride C-66 nativa de Cienfuegos, bajo diferentes vo-
lUmenes de sustratos y porcentajes de humedad en
condiciones de cultivo estatico sobre soporte sélido
(grano de arroz entero).

Se adicion6 a 45 tarrinas plasticas la cantidad de
arroz entero a evaluar 100, 150 y 200 g. de acuerdo
al tratamiento, se agregd un volumen de agua pota-
ble en relacion al peso del arroz hasta lograr 30, 35
y 40% de humedad.

Se empled un disefio multifactorial completamente
aleatorizado con 27 tratamientos distribuidos en tres
factores (tres cepas, tres cantidades de sustrato y tres
niveles de humedad) con 5 réplicas (tarrinas), las cua-
les constituyeron la unidad experimental. Las cepas
estudiadas fueron Trichoderma harzianum cepa A 34,
Trichoderma harzianum cepa A 34 y Trichoderma viri-
de C66. Las cantidades de sustratos fueron 100,150,
200 g vy las humedades 30, 35y 40 %.

Preparacion del sustrato: Para cada nivel de sus-
trato estudiado (100,150, 200 g) depositado en ta-
rrinas plasticas se adiciond la cantidad de agua
potable necesaria en relacion al volumen peso para



lograr los niveles de humedad evaluados (30, 35y
40 %) a cada nivel de sustrato.

Esterilizacion: Para ejecutar la esterilizacion las
tarrinas se ubicaron en una autoclave a 121 0C de
temperatura y 1,2 atm durante 40 minutos, este pro-
ceso se realizd como esta recomendado en el proce-
dimiento para la reproduccion de los biopreparados
segun metodologia del INISAV. Posteriormente se
extrajeron y se agitaron con movimientos horizonta-
les para descompactar el sustrato, procurando que
no quedaran granos de cabecilla en las paredes y
tapas, se mantuvieron en reposo durante 12 horas y
se procedié a la inoculacion.

Preparacion de preinéculos: Se utilizaron frascos
de cristal de 500 ml, donde se adicionaron 24 g de
arroz por cada recipiente y a partir de suspensiones
de cultivos puros agarizados de las tres cepas de
Trichoderma A-53, A-34 y C-66, obtenidos en la sec-
cion de entomo-patégeno del Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal con sus correspondientes con-
troles de calidad; se procedié a la inoculacion para
la que se emplearon dos cepas diluidas en 100m
de agua destilada estéril por cada una de las cepas
evaluadas con una concentracion mayor de 108
ufc/g , después se inicid la incubacion en el cuar-
to de reposo a 25°C durante 5 dias, de igual forma
se comprobo la calidad del preinoculo para realizar
posteriormente la siembra.

Inoculacion del sustrato: A partir de los preinécu-
los se obtuvo el material para inocular el sustrato. La
inoculacion se realizé empleando la proporcion de
10 ml de la suspension por cada 100 g de sustrato.
Se agitaron las tarrinas inmediatamente con movi-
mientos laterales para homogenizar el indculo por
todo el sustrato.

Incubacion del biopreparado: Este proceso se rea-
liz6 en cuarto climatizado a una temperatura de 25
OC donde el microorganismos se mantuvo en reposo
hasta que se cosecho a los siete dias.

Secado: La produccion terminada se esparcid so-
bre bandejas metalicas en cuarto climatizado a una
temperatura de 20° C para extraer la humedad du-
rante 72 horas, se tomaron muestras del producto
final realizando las pruebas correspondientes de
control de calidad.

Del producto final se tomaron muestras de cada ré-
plica por variante o tratamiento y se le realizaron los
analisis segun la metodologia descrita anteriormen-
te para determinar los parametros de calidad. Las
variables de calidad del bioproducto que determi-
nadas fueron:
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Concentracion de conidios/gramo de sustrato:
De la muestra del biopreparado evaluado se tomo
un gramo del producto y se realizé una suspension
en 10 mL de agua destilada estéril durante una hora
después se realizaron cuatro diluciones a las que
posteriormente se realizd el conteo de conidios en
camara de Neubauer, utilizando microscopico opti-
co con el objetivo de 40X.

Pureza del bioproducto: Durante todo el proceso
de produccién se mantuvo una evaluacion diaria
eliminando el producto contaminado evaluando el
nivel de contaminaciones de las producciones vi-
sualmente y por medio de observaciones al micros-
copio para determinar los microorganismos conta-
minantes presentes en el biopreparado. Al final del
ciclo se totalizd el producto contaminado, teniendo
en cuenta el tipo de cepa, volumen de sustrato y
porcentaje de humedad en las variantes en estudio.

Virulencia: Se realizé un enfrentamiento entre las di-
ferentes variantes de cepas evaluadas y el hongo
Sclerotium rolfsii Sacc empleando medio agarizado
de agar-papa-dextrosa (PDA), en placas Petri de 9
cm , se sembrd un disco de 0.5 cm de diametro de
Trichoderma spp. (cepas A-34,A-53 y C-66) en un
extremo y en el otro uno similar con el crecimien-
to del patégeno. Se midio el crecimiento micelial de
la Trichoderma spp. con una regla graduada al en-
frentarse con el patégeno (entre cuatro a seis dias),
midiendo el solapamiento de la Trichoderma en cm.

Viabilidad: Se llevé a cabo mediante siembra en PDA
de 0.1 mL de suspensiones conidiales con Tween
60 al 0.01 % preparadas a partir del biopreparado
final, a una concentracion del orden de 108 con/g.
Estas se incubaron a 28 C° por 24 horas. El conteo
de conidios se realizé en microscopio de contraste
de fase, a las 24 h. Se efectuaron dos conteos por
replicas a las 24 horas y los datos se expresaron en
porcentaje de conidios germinados.

Para conocer si existia diferencia entre las diferentes
variantes en cuanto a la variable concentracion del
biopreparado (ufc/g) se realizd un analisis de varian-
za trifactorial. Se empled como unidad experimental
la tarrina. Ademas se realizé un andlisis de varian-
za simple para conocer si habia diferencia entre las
cepas en cuanto a las variables virulencia y viabili-
dad. Los datos de porcentajes de virulencia sobre el
hongo patégeno y viabilidad de los conidios fueron
transformados en 2 arcsen /p. En todos los casos
las medias fueron comparadas por el test de ran-
gos multiples de Duncancon 5% de probabilidad de
error para lo cual se empled el paquete estadistico
SSPS version 15 para Windows.



Resultados y discusion

La pureza visual y al microscopio, se observé para todos los tratamientos de las combinaciones de la cepa
A- 53 se obtuvo 100 % excepto para la combinacion 200 g de sustrato y 40 % de humedad (Tabla 1). Para
la cepa A-34 solo se alcanzd 100 % de pureza al microscopio en la combinacién 100 g de sustrato con
30% de humedad y para la cepa C-66 no se alcanzé en ninguna combinacion. Entre los contaminantes se
encontraron bacteris sin identificar y varios hongos como Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhyzopus spp.
y Monilia spp.

Tabla 1: Interaccion cepa-cantidad y humedad de sustrato del biopreparado.

Tratamientos
Tipo de Niveles Niveles de Pureza Pureza al microscopio Contaminantes bgopgegrt;%%'o&o
Cepa sustrato (g) | humedad (%) | visual (%) (%) P pO_W
A-53 100 30 100 100 No contaminado 2,32 x 10° bc
A-53 100 35 100 100 No contaminado 4,46 x 10° a
A-53 100 40 100 100 No contaminado 2,59 x 10°bc
A-53 150 30 100 100 No contaminado 280x10°b
A-53 150 35 100 100 No contaminado 2,50 x 10° bc
A-53 150 40 100 100 No contaminado 2x10°e
A-53 200 30 100 100 No contaminado 1,68 x 10° bed
A-53 200 35 100 100 No contaminado 1.37 x 10° de
A-53 200 40 100 80 Bacteria 2x10°e
A-34 100 30 100 100 No contaminado 4.8 x 10’ de
A-34 100 35 100 80 Asperqillus spp. 3,2x 10" e
A-34 100 40 100 60 Penicillium spp. 3x10°e
A-34 150 30 100 40 Rhyzopus spp. 20x10"e
A-34 150 35 100 40 Bacteria 80x10"e
A-34 150 40 100 40 Bacteria 2x10°e
A-34 200 30 80 40 Rhyzopus spp. 23x10"e
A-34 200 35 80 40 Penicillium spp. 28x10" e
A-34 200 40 80 40 Monilia spp. 0,15x 10" e
C-66 100 30 100 60 Penicillium spp. 3,0x 10" e
C-66 100 35 100 60 Aspergillus spp. 3,2x10’e
C-66 100 40 80 60 Bacteria 2,44 x 108 de
C-66 150 30 100 40 Rhyzopus spp. 4,1 x 10" de
C-66 150 35 100 40 Penicillium spp. 45x 10" de
C-66 150 40 60 40 Monilia spp. 3,1x107e
C-66 200 30 60 40 Asperqillus spp. 22x10"e
C-66 200 35 60 40 Penicillium 22x10%e
C-66 200 40 60 40 Bacteria 2x10°e
CV (%) 4.5
Error Tipico* 0,066

* Medias con letras desiguales difieren para p < 0.05 segun test de Duncan

El andlisis estadistico arrojo significacion para la interac-
cion de los tres factores (cepa, humedad y cantidad del
sustrato), e interaccién doble cepa humedad del sus-
trato para la variable concentracion del bioproducto, asi
como entre las cepas para la anterior variable y el hiper-
parasitismo, no asi para la germinacion de los conidios.
Se verificd también significacion estadistica entre las
cantidades del sustrato para la variable concentracion
del bioproducto.

Al analizar la concentracion de conidios del bioprepara-
do para la interaccion tipo de cepa, cantidad de sus-
trato y porcentaje de humedad (Tabla 1) la mejor combi-
nacion fue para la cepa A-53 con un 35% de humedad
y 100 g de sustrato con una concentracion de 4,46 x
10° ufc/g , le siguieron desde el punto de vista esta-
distico A-563 con 30% de humedad y 150g, A-53 con
40% de humedad y 100g, A-53 con 35% de humedad

42 | Volumen 4 | Nimero 1 | Abril-Junio | 2016

y 150g, A-53 con 30% de humedad y 100g, A-53 con
40% de humedad y 150g. Para la cepa A-53 solamente
la variante de 200 gramos y 35% de humedad se en-
cuentra con concentraciones por debajo de 1,68 x 10°
conidios/g mientras que la cepa C-66 arroj6 los meno-
res valores de concentracion de ufc/g.

Cuando un microorganismo no encuentra condiciones
idoneas para su crecimiento y desarrollo, no evidencia
Su potencial, en particular cuando existe un medio rico
en almidén como el arroz, lo que permite que sea utili-
zado en otros microorganismos 10 que esta en corres-
pondencia con lo planteado por Elosegui et al. (2005)
quienes comprobaron que para condiciones similares
de humedad y esterilizacion el mayor riesgo de conta-
minaciones del bioproducto de Trichoderma ocurrid en
la variante que incluia cabecilla de arroz en la mezcla
de sustrato.
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La presencia de contaminantes en las diferentes varian-
tes estudiadas se considera como algo inherente al pro-
pio proceso productivo como han planteado Elosegui et
al. (2005), quienes ademas sefialan en particular que la
calidad del sustrato y de la esterilizacion juega un papel
importante en la carga de contaminantes del biopro-
ducto de Trichoderma al final del proceso productivo.

Los presentes resultados demuestran la mayor adapta-
bilidad de la cepa A-53 en el proceso productivo tanto
para la cantidad de sustrato como para el porcentaje
de humedad, determinado esto por las caracteristicas
intrinsecas de las cepas.

Similares resultados de calidad del producto obtuvo
Castillo, (2001) al lograr en la produccién de conidios
de Trichoderma aureoviride TAT-1 con la tecnologia de
fermentacion en estado solido sobre sustrato arroz, al-
canzando concentraciones de 2,74 x 10° con/g con el
nivel mas bajo de humedad 70% y cantidad de sustra-
to arroz 0,39 g/cm?. Ademas los presentes resultados
coinciden con los de este autor en lo relacionado a la
respuesta diferencial de una cepa de Trichoderma spp.
frente a diferentes porcentajes de humedad y sustrato
para la variable concentracion de ufc/g.

De las combinaciones estudiadas en la interaccion ce-
pa-humedad del sustrato la cepa A-53 con 35% de hu-
medad presento el valor mas alto de concentracion (1,7
x 10°ufc/g). Este tratamiento no presento diferencia es-
tadistica para la concentracion del biopreparado en la
combinacion de la propia cepa con 30% y 40% de hu-
medad, ni con cepa A-34 con porcentaje de humedad
de 30% y 35%. El resto de las variantes presentaron
titulos inferiores a 1,10 x 10° ufc/g y difieren estadistica-
mente de la mejor combinacion (Tabla 2).

Tabla 2: Concentraciones del biopreparado (ufc/g) en
el momento de la cosecha para la interaccién Cepa-
humedad del sustrato.

Los resultados obtenidos con las combinaciones de
la cepa A-53 con 30%, 35% y 40% de humedad re-
flejan que esta cepa tiene una capacidad mas am-
plia de adaptacion al régimen de humedad que el
resto. Al parecer las cepas A-34 y 66 requieren con-
diciones mas especificas de humedad vy les afecta
el exceso de esta.

Estos resultados coinciden con lo planteado por
Elosegui et al. (2005) cuando refiere que un exceso
de humedad provoca baja disponibilidad de oxige-
no y por ende pobre desarrollo del microorganismo,
ademas compactaria el sustrato impidiendo una co-
lonizacion total de su superficie, por otro lado este
autor sefiala que una baja humedad podria inhibir el
desarrollo del antagonista.

Los resultados obtenidos en la comparacion entre las
cepas de Trichoderma, demostraron que la cepa A-53
manifestd superioridad con una concentracion de 2,37
x 10° ufc/g presentando diferencia estadistica con la
cepa A-34 y C-66 con concentraciones de 2,82 x 108y
2,28 x 108 respectivamente independientemente de la
cantidad del sustrato y porcentaje de humedad, y se
obtuvo la menor concentracion del biopreparado con
la cepa C-66 del grupo T viride (Tabla 3).

Tabla 3: Concentraciones del biopreparado (ufc/g) e
hiperparasitismo para tres cepas de Trichoderma en
el momento de cosecha.

Concentracion . .
Cepa biopreparado H|perp(i:;1)3|t|smo
Ufc g
Trichoderma A-53 2,37 x 10%°a 2,18 a
Trichoderma A-34 2,82 x 108D 1,17 Db
Trichoderma C-66 2,28 x 108b 1,15¢
CV (%) 7.6 8,0
Error Tipico* 0,10 0,12

Humedad | Concen-
Cepa (%) del tracion Significacion
sustrato ufc/g

Trichoderma A-53 30 1,03 x 10° ab
Trichoderma A-53 35 1,7 x 10° a
Trichoderma A-53 40 1,02 x 10° ab
Trichoderma A-34 30 1,13 x 10° ab
Trichoderma A-34 35 1,10 x 10° ab
Trichoderma A-34 40 0,66 x 10° b
Trichoderma C-66 30 0,71 x 108 b
Trichoderma C-66 35 0,55 x 108 b
Trichoderma C-66 40 0,71 x 108 b

CV (%) 12,3

Error Tipico* 0,08

*Medias con letras desiguales difieren para p < 0.05 segun test
de Duncan.
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* Medias con letras desiguales difieren para p < 0.05 segun test
de Duncan.

Los resultados obtenidos de 2,37 x 10° ufc/g son los exi-
gido para estos bioproductos al momento de la expor-
tacion se corresponden con lo planteado por Stefanova
(2007) para Cuba, quien informd concentraciones de
conidios de 2-3 x 10°con/g en el caso de producciones
solidas.

Se conoce de otras investigaciones que el arroz ente-
ro contiene de 0,2-0,5% de celulosa, y que todas las
especies del género Trichoderma producen celulasa
(Marin, 2012) por lo que al parecer T. harzianum (Cepa
A-53 y A-34) son menos exigentes a la celulosa ya
que se desarrollaron mejor sobre el sustrato en estudio
(arroz) que la especie T, viride (Cepa C-66). Esto esta

Agroecosistemasl| Revista para la transformacion agraria sostenible ISSN: 2415-2862



en correspondencia con lo planteado por Rodriguez y
Pifieiro (2007) quien resaltd al hongo T viride como el
mejor productor de la enzima celulasa y alta capacidad
para crecer en materiales celuloliticos.

Todas las cepas de Trichoderma spp. resultaron hiper-
parasiticas, esporulando sobre el hongo Sclerotium rol-
fsii Sacc., aunque la cepa A-53 supero el resto y pre-
sent6 diferencia estadistica con las cepas A-34 y C-66
(Tabla 3). Resultados similares fueron obtenidos con
otras especies de Trichoderma sobre hongos patége-
nos aislados de otros cultivos por Martinez et al. (2010),
Guedez et al. (2012) y Martinez et al. (2014).

Al analizar los resultados de virulencia pudo compro-
barse que Trichoderma cepa A-53 fue superior a las
96 horas con 2,18 cm de solapamiento (Tabla 3) segui-
das en orden descendente por las cepas A-34 y C-66.
Los resultados alcanzados indican que la virulencia del
bioproducto no va a depender de las condiciones bajo
las cuales se realiz6 el proceso de produccion en cuan-
to a cantidad de sustrato y porcentajes de humedad,
sino que depende de la capacidad intrinseca de cada
cepa de producir hiperparasitismo sobre un organismo
determinado.

Estos resultados se corresponden con los de Reyes et
al. (2006) quienes enfrentaron a Trichoderma spp. con el
hongo Rhizoctonia solani, presentando el mayor hiper-
parasitismo T harzianum cepa A-53 y A-34, demostran-
do la elevada actividad hiperparasitica de esta especie
sobre el hongo patégeno.

Al analizar la concentracion del bioproducto (ufc/g) en
las variantes con diferentes cantidades de sustrato se
observa que este parametro resultd mayor cuando se
utilizé 100 g/tarrina de arroz al alcanzar un titulo de 1,79
x 10° ufc/g manifestando diferencia estadistica con las
variantes de 150y 200 g/tarrina y éstas a su vez no arro-
jaron diferencia estadistica entre si, presentando una
concentracion con valores medios de 1,25 x 10°y 9,3 x
108 ufc/g respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4: Concentracion del biopreparado (ufc/g) por
cantidad de sustrato en el momento de cosecha.

Cantidad Concentracion del o
de sustrato gltarrina | bioproducto ufcfg | S9Mficacion
200 9,3 x 108 b
150 1,25 x 10° b
100 1,79 x 10° a
CV (%): 14’5
Error Tipico* 0.11

* Medias con letras desiguales difieren para p < 0.05 segun test
de Duncan (Lerch, 1977).
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Cuando se emplea mayor cantidad de sustrato este
tiende a compactarse mas, cumpliéndose lo plan-
teado por Elosegui et al. (2005) quienes manifiestan
que la compactacion del sustrato impide una colo-
nizacion total de la superficie por parte del microor-
ganismo lo que se refleja en los valores de menor
concentracion obtenidos en la variante de 200 g de
sustrato/tarrina.

Conclusiones

Con la cepa Trichoderma harzianum A-53 se obtiene
mayor calidad que con las cepas T harzianum A 34
y T viride C66 por la tecnologia de fermentacion en
estado sdlido usando sustrato arroz entero, reflejado
en alto nivel de pureza, mayor concentracion de los
conidios del biopreprado sobre todo en la combina-
cion 100 g de arroz por tarrina 'y 35% de humedad.

La cepa A-53 alcanzdé los mayores valores de vi-
rulencia (hiperparasitismo sobre Sclerotium rolfsii),
mientras que no se observo diferencia entre las tres
cepas en estudio en cuanto a la viabilidad de los
conidios.
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