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Estabilidad de cepas nativas de Trichoderma conservadas mediante liofilizacién

Articulo original

Stability of native Trichoderma strains preserved by lyophilization
Santos T. Leiva-Espinoza™'®, Elgar Hernandez Diaz’®, Luz Leonor Mattos Calderon’®

RESUMEN

En este estudio se evaluo la capacidad de especies del género Trichoderma para mantener sus capacidades
reproductivas luego de un procedimiento de liofilizacion. Durante 90 dias se evaluaron la capacidad de producir
conidios y la capacidad de germinacion de cuatro cepas conservadas a dos temperaturas diferentes y contrastantes
entre si, ademas de la adicion de malto dextrina o agua como agente protector. Luego de 90 dias de almacenamiento
todas las cepas mostraron altos porcentajes de viabilidad y de produccion de esporas. La mayoria de tratamientos
redujo su capacidad de producir esporas, sin embargo, la cepa F20M4 produjo 2,88x10’ UFC/g luego de 90 dias de
almacenamiento, sin variar respecto de la evaluacion hecha a los 30 dias. Se evidencia que las esporas conservan
mejor su viabilidad al ser conservadas a 28°C, aunque en todos los casos se observaron disminuciones en la
viabilidad de las esporas. Solo siete tratamientos obtuvieron mas del 80% de viabilidad de esporas luego de 90 dias
de almacenamiento.
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ABSTRACT

In this study, the ability of Trichoderma to maintain its reproductive capacities after a lyophilization procedure was
studied. During 90 days, the capacity to produce conidia and the germination capacity of 4 strains conserved at two
different and contrasting temperatures were evaluated, in addition to the addition of malt dextrin or water as a
protective agent. After 90 days of storage, all the strains showed high percentages of viability and spore production.
Most of the treatments reduced their capacity to produce spores, however, the F20M4 strain produced 2.88x107
CFU/g after 90 days of storage, without varying with respect to the evaluation made at 30 days. It is evidenced that
the spores better conserve their viability when stored at 28 °C, although in all cases decreases in the viability of the
spores were observed. Only seven treatments obtained more than 80% spore viability after 90 days of storage.
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L. INTRODUCCION

Una alternativa sostenible para disminuir el impacto
ambiental causado por el frecuente uso de agroquimi-
cos en el control de plagas y enfermedades de los culti-
vos se basa en la utilizacion de agentes de control bio-
logico. Dentro de estos agentes destacan los hongos
del género Trichoderma, reconocidos por su actividad
antagdnica contra algunos hongos fitopatogenos y por
su efecto como promotor de crecimiento en plantas
(Benitez et al., 2004; Druzhinina et al., 2010).

Los hongos del genero Trichoderma son los antago-
nistas mas utilizados a nivel mundial debido a su ubi-
cuidad, facilidad para ser aislados y cultivados, a su
rapido crecimiento en un gran numero de sustratos, a
que no son patégenas de plantas y mediante aplicacio-
nes foliares puede prevenir enfermedades en un
amplio rango de cultivos. Estos hongos se encuentran
en todas las zonas climaticas debido a su notable adap-
tacion (Benitez ez al.,2004; Bateman et al., 2005).

Para elaborar formulaciones con microorganismos, las
células, las esporas o cualquier parte bioldgica, prime-
ramente, deben someterse a un proceso de conserva-
cion para inducir la latencia y proporcionar estabilidad
del producto por un tiempo prolongado. Existen méto-
dos de conservacidn, tales como congelacion, secado
o liofilizacion. Eeste ultimo ha resultado ser el mas
beneficioso para mantener la viabilidad de los
microorganismos y su funcionalidad distintiva (Day y
Stacey, 2007). Los microorganismos liofilizados estan
encerrados en una estructura vitrea, que es muy benefi-
ciosa para el almacenamiento a largo plazo de
microorganismos deshidratados, y también se pueden
almacenar y ser transportados a temperatura ambiente
(Day y Stacey 2007). La adicién de crioprotectores es
considerada benéfica durante el proceso de liofiliza-
ciéon como la malto dextrina que protege contra la
desnaturalizacion de proteinas (Tan et al., 2007). Un
producto de control bioldgico, para tener posibilidades
de competir comercialmente con productos quimicos,
debe tener una vida util minima de uno a dos afios a
temperatura ambiente (Abadias et al., 2000). Por lo

tanto, formulaciones de hongos deshidratados son

atractivas debido a su larga vida util, facil manipula-
cion y almacenamiento a temperatura ambiente (Pe-
dreschiy Aguilera, 1997).

En este orden de ideas, en el presente estudio se evalua
la estabilidad de cinco cepas nativas de hongos del
genero Trichoderma basados en la conservacion de la
capacidad de producir conidios y de viabilidad de
conidios liofilizados conservados a diferentes tempe-

raturas.

II. MATERIALES Y METODOS

Adquisicion de Trichoderma spp.

Se utilizaron cinco cepas de Trichoderma spp: IP3M2-
C4, BIF7-C3, F20M4, BIPF5-C2D2 y APIM5-Cl.
Estas cepas fueron aisladas de agroecosistemas de
cacao de las provincias de Bagua y Utcubamba como
parte de un estudio de diversidad.

Estas cepas se conservaron a 4°C en el laboratorio de
Entomologia y Fitopatologia de la Universidad Nacio-
nal Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas.
Disefio experimental

Para esta investigacion se utilizd6 un DCA (disefio
completamente al azar) con un arreglo factorial SA x
3B x 2C, donde A son las cepas de Trichoderma spp.
(IP3M2-C4, BIF7-C3, F20M4, BIPF5-C2D2 y
AP1M5-C1), B es la temperatura de almacenamiento
(4 y 28°C) y C los protectores (agua, malta), para un
total de 20 tratamientos con tres repeticiones cada uno.

El detalle de tratamientos se describe enla Tabla 1.
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Tabla 1. Descripcion de tratamientos

Cepa Agente Protector Temperatura N° de tratamiento
IP3M2-C4 Malta 4°C 1
1P3M2-C4 Malta 28°C 2
IP3M2-C4 Agua 4°C 3
IP3M2-C4 Agua 28°C 4

BIPF5-C2D2 Malta 4°C 5
BIPF5-C2D2 Malta 28°C 6
BIPF5-C2D2 Agua 4°C 7
BIPF5-C2D2 Agua 28°C 8
BIF7-C3 Malta 4°C 9
BIF7-C3 Malta 28°C 10
BIF7-C3 Agua 4°C 11
BIF7-C3 Agua 28°C 12
F20M4 Malta 4°C 13
F20M4 Malta 28°C 14
F20M4 Agua 4°C 15
F20M4 Agua 28°C 16
AP1M5-C4 Malta 4°C 17
APIMS5-C4 Malta 28°C 18
APIMS5-C4 Agua 4°C 19
APIMS5-C4 Agua 28°C 20

Produccion de Trichoderma spp. en sustrato sélido
La produccion de Trichoderma spp. se realizo en sus-
trato de arroz pre-cocido estéril. Se transfirieron 200 g
de arroz en matraces de 500 ml, se afiadi6 la suspen-
sion de Trichoderma previamente estandarizada de
conidios (3.68x10" UFC/ml). Luego se incubaron a
28°C durante 12 dias. Los cultivos se agitaron diaria-
mente a mano para mantener las condiciones aerobi-
cas de Trichoderma spp. y favorecer la conservacion
de la biomasa en el proceso de liofilizacion (Grze-
gorczyk etal.,2018).

Proceso deliofilizacion

Pasados los 12 dias de incubacién y con el sustrato
cubierto de micelio y conidios se procedi6 a liofilizar
cada uno de los tratamientos. Para preparar el sustrato
para la liofilizacion fueron transferidos 200 gramos de
arroz de Trichoderma spp. matraz de 500 ml y se afia-
dio 20 ml de una solucion estéril de maltodextrina
(Malta) al 20% o agua destilada estéril, segun los trata-
mientos descritos en la tabla 1, como agentes protecto-
res de conidios, se homogeniz6é adecuadamente la
mezcla y se secd en frio con el liofilizador de triada
Labconco, en un colector una presion de 0,2 mbar

durante 24 h. Posteriormente, los liofilizados se trans-
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firieron a tubos plasticos de 50 ml de capacidad y
almacenados a una temperatura de 4°C y 28°C segun
los tratamientos descritos.

Concentracion de conidios

La concentracion de conidios-mL-1 se determind
mediante la formula siguiente de Reyes-Figueroa et al.
(2016).

C=(Cc)(4x 10°) (Fd/80)

Donde:

C = Concentracion (conidios-mL-1)

Cc = Promedio de conidios contados en la cdmara de
Neubauer

Fd = Factor de dilucion.

Estabilidad de Trichoderma spp. en almacenamiento
Para determinar la vida util de las cepas de Trichoder-
ma spp. se evaluo la viabilidad expresada como la
capacidad de germinacion de los conidios formulados
durante tres meses de almacenamiento. Las evaluacio-
nes se realizaron mensualmente, la dilucion que reali-
70 el conteo de esporas se sembro por triplicado en

placas Petri con medio agar PDA y se incubaron a 28
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°C durante 18 horas. Se cuantificaron 100 conidios IIL. RESULTADOS Y DISCUSION

entre germinados y no germinados mediante observa- Las medias de concentracion de conidios producidos
cién al microscopio de cinco campos 6pticos por uni- por cada uno de los tratamientos mostraron diferencias
dad experimental (Ekesi et al., 1999). estadisticas significativas (p<0,001). Diversas tenden-
Analisis estadistico cias se observan entre los tratamientos segun la cepa
Todos los analisis se realizaron con el software esta- evaluada y la temperatura de almacenamiento a 30, 60
distico Infostat V. 2020. Se realizaron analisis de y 90 dias de evaluacion (Tabla 2).

varianza para determinar la existencia de diferencias En la mayoria de tratamientos se aprecia una disminu-
entre las medias obtenidas para concentracion de coni- cién de la capacidad de producir conidios, tanto para
dios y porcentaje de germinacioén. Cuando se identifi- tratamientos con adicién de Malta como de agua desti-
caron diferencias estadisticas se procedi6 a realizar lada. A los 90 dias de evaluacion las tres cepas que
una prueba de comparacion de medias, especificamen- obtuvieron la mayor produccion de conidios son las
te la prueba Scott Knott (0=0,05). que fueron conservadas a 28 °C y usando extracto de

Tabla 2. Concentracion de conidios durante los tres meses de almacenamiento (medias con letras diferentes son significativamente diferentes,
Scott Knott, a.=0,05)

o r 7
Cepa Agente Temperatura Tratamiento Concentracion de esporas (x10' UFC/g)
protector 30 dias 60 dias 90 dias

IP3M2-C4 Malta 4°C 1 1,23d 1,1d 0,68d
IP3M2-C4 Malta 28°C 2 2,7b 2,07c 3,32°
IP3M2-C4 Agua 4°C 3 0,87d 0,73d 0,6d
IP3M2-C4 Agua 28°C 4 2,02¢c 1,78¢ 2,55b

BIPF5-

C2D2 Malta 4°C 5 1,28d 1,28d 0,98d

BIPF5-

C2D2 Malta 28°C 6 1,85¢ 1,92¢ 1,67c

BIPF5-

C2D2 Agua 4°C 7 1,2d 1,2d 0,65d

BIPF5-

C2D2 Agua 28°C 8 2,07c 1,45d 1,55¢
BIF7-C3 Malta 4°C 9 2,63b 1,97c 2,03b
BIF7-C3 Malta 28°C 10 3,63% 2,15b 3,42°
BIF7-C3 Agua 4°C 11 1,63¢ 1,8¢c 0,93d
BIF7-C3 Agua 28°C 12 2,73b 2,27b 2,45b

F20M4 Malta 4°C 13 3,77° 1,88¢c 1,77¢c
F20M4 Malta 28°C 14 3,68 2,87 3,17°
F20M4 Agua 4°C 15 3,05b 1,72¢ 1,07d
F20M4 Agua 28°C 16 2,88b 2,22b 2,88
APIM5-C4 Malta 4°C 17 1,87c 1,27d 1,03d
APIM5-C4 Malta 28°C 18 2,87b 2,3b 1,52¢
APIMS5-C4 Agua 4°C 19 1,22d 1,67c 1,02d
gAPIMS5-C4 Agua 28°C 20 1,4d 1,63c 2,17b
Malta como agente protector. Estos resultados difieren fermentacion después del periodo de incubacion de
a los obtenidos por Grzegorczyk et al. (2018), quienes tres meses utilizando malto dextrina como agente
registran cepas con concentraciones superiores a protector. Tewari y Bhanu (2004), alcanzaron produc-
7x10" UFC/g sobre paja de arroz como sustrato de ciones de conidios de 2,8 x10° UFC/g utilizando paja
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Tabla 3. Porcentajes de germinacion de conidios durante los tres meses de almacenamiento (medias con letras diferentes son significativamente

diferentes, Scott Knott, 0. =0,05).

Agente

Germinacion de esporas (%)

Cepa Temperatura Tratamiento - -
protector 30 dias 60 dias 90 dias
1P3M2-C4 Malta 4°C 1 60,73b 60,6¢ 58c
1P3M2-C4 Malta 28°C 2 90,87* 87,27a 84,13%
1P3M2-C4 Agua 4°C 3 58,27¢ 60,4c 55,8¢c
1P3M2-C4 Agua 28°C 4 89,6 87,2a 85%
BIPF5-C2D2 Malta 4°C 5 58,47¢ 61,07c 60c
BIPF5-C2D2 Malta 28°C 6 89,6 84,73b 79,53b
BIPF5-C2D2 Agua 4°C 7 61,8b 57,6¢ 59¢
BIPF5-C2D2 Agua 28°C 8 88,6% 84b 78,2b
BIF7-C3 Malta 4°C 9 60,8b 58,93c 58,8¢c
BIF7-C3 Malta 28°C 10 93,53 91,13a 90,53a
BIF7-C3 Agua 4°C 11 57,2¢ 57,47¢ 55,8¢c
BIF7-C3 Agua 28°C 12 88,8 83,67b 80,93b
F20M4 Malta 4°C 13 62,33b 62,67c 6lc
F20M4 Malta 28°C 14 91,6* 90,33a 91*
F20M4 Agua 4°C 15 56,53¢ 59,33¢ 56,8¢
F20M4 Agua 28°C 16 87,4* 82,8b 79,2b
APIMS5-C4 Malta 4°C 17 60,73b 61,2¢c 59,93c
AP1IMS5-C4 Malta 28°C 18 89.4* 89,27a 88,4*
APIMS5-C4 Agua 4°C 19 56,67c 58,93c 60,6¢
APIMS5-C4 Agua 28°C 20 89,93 88,27a 87,67a

de trigo como sustrato de fermentacion. Por su parte,
Witkowska et al. (2016) alcanzaron 1,7x10°y 5,3x10°
UFC/g al evaluar el efecto de la liofilizacidn sobre la
supervivenciay la cinética del crecimiento de cepas de
Trichoderma. En ambos estudios se alcanzaron con-
centraciones superiores a las mas altas registradas en
nuestro estudio. Eesto podria deberse a diversas cau-
sas, entre las mas probables podrian destacarse el
diferente sustrato de concentracion y la diferente capa-
cidad de produccion de conidios que tienen las cepas
diferentes en hongos del género Trichoderma.

Las medias de viabilidad de conidios mostraron dife-
rencias altamente significativas entre los tratamientos
evaluados (p<0,0001).

Todos los tratamientos almacenados a 4 °C presenta-
ron germinaciones menores al 80% luego de 90 dias de
evaluacion (Tabla 3). Valores que estan por debajo de
los margenes establecidos como estandares nacionales
e internacionales de calidad, que sugieren en la viabili-
dad como limite minimo de aceptacidn para productos

biologicos (Jenkins y Grzywacz, 2000). Estos resulta-
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dos contrastan con los obtenidos por Papavizas
(1985), que demostrd que los conidios de 7. viride no
lograron mantenerse viables por un tiempo superior a
20 semanas cuando son almacenados a 30°C.

Para los tratamientos almacenados a 28°C se alcanza-
ron medias por encima del 80% en la mayoria de los
casos (Tabla 3). Esto podria estar relacionado con los
excipientes empleados para la liofilizacion, ya que la
Malta se considera una sustancia protectora de secado
que tiene un efecto osmorregulador sobre el microorga-
nismo (Teixido e al., 2005; Grzegorczyk et al., 2018).
El retraso en la germinacién de los conidios posible-
mente se debe a la deshidratacion que sufre durante el
tiempo de almacenamiento, lo cual aumenta la tensién
superficial. Cuando la temperatura es mayor tiene
consecuencias negativas en la viabilidad de los
microorganismos durante el almacenamiento y es
probable que a mayor temperatura exista una mayor
reactividad de las moléculas, presentandose reaccio-
nes de degradacion que pueden ser toxicas para el

microorganismo (Burges, 1998; Chen et al., 2008). En
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nuestro trabajo la incorporacion de la Malta aument6
la capacidad de conservar la viabilidad y logré una
mejor estabilidad tanto para produccién de conidios
como para el porcentaje de germinaciéon en ambas

temperaturas de conservacion.

V.CONCLUSIONES

La biomasa de Trichoderma spp. y la viabilidad de los
conidios luego del proceso de liofilizacion esta nece-
sariamente relacionada con la temperatura. Basados
en la capacidad de producir conidios y la conservacion
de viabilidad de conidios los tratamientos que mostra-
ron mejores resultados son los que estuvieron almace-
nados a 28°C. Por otro lado, los aditivos influyeron en
la concentracion y viabilidad de conidios luego de la
liofilizacion y almacenamiento. Ademas, el uso de
Malta obtuvo mejores resultados comparados con el
agua. Estos resultados confirman el efecto protector
que ejercen los excipientes sobre el principio activo,
manteniendo su viabilidad durante el tiempo de alma-

cenamiento.
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