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ABSTRACT

Sanchez, A.; Stocco, M. & Mobnaco, C.
(2024). Protocol for the preparation and
application of a Trichoderma harzianum
based bioinput for family farmers.
Horticultura Argentina 43 (110): 47-56.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/gkyrv
6kz6

One of the biggest challenges for the
production of bioinputs is that the product is
adequately developed. This implies that it
contains a sufficient amount of inoculum and
that its quality is maintained during storage
time. In this sense, the objectives of this work
were i) to establish a protocol for the
preparation and application of a bioinput
based on Trichoderma harzianum and ii) to
develop a protocol for family producers on
the correct use of the bioinput produced. For
the multiplication of T. harzianum, rice
grains were used as a solid substrate.
Polyethylene bags were prepared with 30 g of

rice plus 15 mL of sterile distilled water. The
bags were sterilized and seeded with a culture
of T. harzianum. The bags were incubated at
room temperature for 10 days. Once the rice
was colonized, it was dried in an oven at 50°
C for 24 h. The quality was evaluated one
month, three and six months after the
preparation of the solid product. To do this,
the concentration of conidia was calculated
by counting in the Neubauer chamber and the
viability of the product was also calculated by

counting colony-forming units of
Trichoderma in Trichoderma selective
medium culture medium. The results

obtained indicate that the concentration of
conidia in the solid substrate remains high up
to six months of storage. A protocol of use
was developed for producers.

Keywords: family producers, biocontrol,

diseases, sustainable management,
vegetables.
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RESUMEN
Sénchez, A.; Stocco, M. & Monaco, C. prepararon bolsas de polietileno con 30 g de
(2024). Protocolo de elaboracion y aplicacion arroz mas 15 mL de agua destilada esteril.
de bioinsumo a base de Trichoderma Las bolsas se esterilizaron y se sembr6 con un
harzianum para agricultores familiares. cultivo de T. harzianum. Las bolsas se
Horticultura Argentina 43 (110): 47-56. incubaron a temperatura ambiente durante 10
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/qkyrv dias. Unavez colonizado el arroz, este se seco

en estufa a 50° C durante 24 h. Se evalud la
calidad al mes y a los tres y seis meses de la
preparacion del producto solido. Para ello, se
calculé la concentracion de conidios por
recuento en la cadmara de Neubauer y la
viabilidad del producto mediante el recuento
de unidades formadoras de colonias de
Trichoderma en medio de cultivo
Trichoderma  selctive  médium.  Los
resultados obtenidos indican que hasta los
seis meses de almacenamiento se mantiene
alta la concentracion de conidios en el
sustrato sélido. Se elaboré un protocolo de
uso para los productores.

6kz6

Uno de los mayores desafios para la
produccidn de bioinsumos es que el producto
este desarrollado adecuadamente. Esto
implica que contenga una cantidad suficiente
de indculo y que la calidad de éste se
mantenga  durante el tiempo de
almacenamiento. En este sentido, los
objetivos de este trabajo fueron i) establecer
un protocolo de elaboracién y aplicacion de
un bioinsumo a base de Trichoderma
harzianum y ii) elaborar un protocolo para los
productores familiares sobre el uso correcto
del  bioinsumo  producido. Para la
multiplicacién de T. harzianum se utilizd
como sustrato solido granos de arroz. Se

Palabras Claves: biocontrol, productores
familiares, hortalizas, enfermedades, manejo
sustentable.

1. Introduccién

El uso inadecuado e indiscriminado de fitosanitarios de sintesis quimica, ha generado problemas
de contaminacion ambiental y resistencia de los patdgenos a los fungicidas. Esto ha provocado la
busqueda de alternativas amigables con el ambiente para manejar las enfermedades de las plantas.
Una alternativa eficiente y no contaminante es el uso de microorganismos antagonicos
competitivos para la proteccion de los cultivos de patégenos fungicos del suelo (Infante et al.,
2009). En particular, el uso de especies del género Trichoderma ha merecido una gran atencion
como agente de biocontrol (Herndndez-Melchor et al., 2019). En este sentido, los aislamientos del
género Trichoderma estan siendo usados para el control biol6gico de enfermedades en los
principales cultivos de importancia econdmica a nivel mundial (Chaverri et al., 2011, Ommati &
Zaker, 2012). Varias especies han sido exitosamente usadas tanto para aplicaciones en invernaculo
como en cultivos a campo (Cordo et al., 2007; Stocco et al., 2016; 2019). Siendo un habitante
comun del suelo, este hongo ha demostrado poseer una alta capacidad para reducir las infecciones
causadas por un amplio rango de patdgenos asociados a problemas vasculares (Shrivastava et al.,
2015). Ademas, dada su naturaleza al momento de actuar frente a los patégenos Trichoderma sp.
ofrece un mayor rango de accion que no ha sido superado facilmente por otros agentes de control
bioldgico (Gonzélez et al., 2019; Samuels, 2006).
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El desarrollo de bioinsumos eficaces adquiere una gran importancia en el &rea del control biolégico
ya que puede afectar profundamente la eficacia del antagonista. Uno de los mayores desafios para
el uso y la comercializacion de agentes de biocontrol reside en que el desarrollo de los productos
estén formulados adecuadamente. Esto implica que contenga una cantidad adecuada de inéculo y
que la viabilidad y pureza de éste se mantenga durante el almacenamiento. Por otra parte, debe ser
de facil aplicacidn y uso, que persista en el medio en el que se va a dispersar, y que su produccion
sea economica (Fravel, 2005; Goulet & Hubert, 2020). En este sentido, los objetivos de este trabajo
fueron i) establecer un protocolo de elaboracion y aplicacion de un bioinsumo a base de
Trichoderma harzianum y ii) elaborar un protocolo para los productores familiares sobre el uso
correcto del bioinsumo producido.

2. Materiales y métodos

La cepa que se utiliz6 en este trabajo es Trichoderma harzianum (Th 118) depositada en el Banco
Micoldgico de especies de Trichoderma sp. que se encuentra en el Centro de Investigaciones de
Fitopatologia (CIDEFI) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, de la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP), Argentina. Esta cepa de T. harzianum ya fue evaluada con muy
buenos resultado en cultivos de tomate (Rolleri et al., 2021; Sanchez et al., 2022)

2.1 Produccion del bioinsumo:

El ensayo se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones de Fitopatologia (CIDEFI) perteneciente
a la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata durante los
meses de Abril y Mayo de 2023.

Para la multiplicacion de T. harzianum se utiliz6 granos de arroz como sustrato sélido. Se colocd
30 g de arroz més el agregado de 15 mL de agua destilada estéril en bolsas de polietileno. Se
Ilevaron a autoclave durante 20 minutos a 120°C. Una vez esterilizado, en cdmara de flujo laminar
se sembro este medio solido con un disco de 6 mm de didmetro proveniente de un cultivo de T.
harzianum de 7 dias de edad. Las bolsas inoculadas se mantuvieron a temperatura ambiente (20°C)
y luz, para permitir el desarrollo de T. harzianum. Se realizaron 3 repeticiones.

A fin de evitar la presencia de bacterias en el bioinsumo, las bolsas colonizadas se llevaron a estufa
a 50 °C durante 24 h. Estas bolsas se sellaron con una selladora de bolsas para que no haya
intercambio con el medio.

Se evalud la calidad del producto al mes, a los tres y seis meses de la preparacion del producto
solido. Para ello, se determiné: a) la concentracion de conidios por recuento en la camara de
Neubauer y b) la viabilidad del bioproducto. Para preparar la suspension de conidios, se agregd 1
g de arroz colonizado a 9 mL de agua destilada estéril mas Tween 80 al 0,5 % v/v, y se
homogeneizo enérgicamente la mezcla. En el caso de la viabilidad del bioproducto, se utilizé la
técnica de diluciones seriadas sembrando una alicuota de 1 mL de la suspension de conidios en
cajas de Petri con medio de cultivo selectivo para Trichoderma (TSM) (Elad et al., 1981), se
incubaron durante 5 dias y se realizo el recuento de unidades formadoras de colonias de
Trichoderma/ g de arroz (ufc/g).

2.2 Protocolo de aplicacion del bioinsumo:
Una vez colonizado todo el arroz, se procedio a establecer un protocolo de uso del bioinsumo para
uso de los productores familiares. El bioinsumo entregado, esto es la bolsa con los granos de arroz

49
Horticultura Argentina 43 (110): Ene. - Abr. 2024. ISSN de la edicion on line 1851-9342
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/gkyrv6kz6




Sénchez, A.; Stocco, M. & Monaco, C. - Protocol for the preparation and application...

totalmente colonizado por T. harzianum, se dispersé en 1 L de agua, se contd el numero de
conidios.ml y se hicieron diluciones hasta obtener una concentracion de 1 x10° a fin de establecer
cuantos litros de agua debera colocar el productor para regar o sumergir la bandeja de siembra 'y
lograr una buena concentracion de conidios de T. harzianum en el sustrato del plantin antes del
trasplante. Se evalu6 el nimero de conidios de T. harzianum, que se obtienen colocando el
contenido de la bolsa en 1; 3 y 5L de agua (sin cloro).

2.3 Anélisis Estadisticos:

Los datos (ufc/g de sustrato sélido y numero de conidios/ mL) fueron analizados mediante Analisis
de la varianza (ANOVA), comparando las medias con prueba de Tuckey para un nivel de
significancia del 5% (P<0,05). En los datos que no cumplan con los supuestos de normalidad,
homocedasticidad y aleatoriedad, se aplicé estadistica no paramétrica, utilizando la prueba de
Kruskal-Walis. Se utilizé el programa estadistico Infostat ® (Di Renzo et al., 2020).

3. Resultados y discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo, se observaron diferencias en cuanto al tiempo
de almacenaje del bioproducto, ya que, a los 6 meses de preparacion del formulado, se observo
una disminucién del numero de conidios (conidios/g) y de unidades formadoras de de biopreparado
(ufc/g), tal como se observa en la figura 1. De todos modos, a los 6 meses de almacenaje aun
conserva un alto nimero de conidios viables (4,2 x 108 conidios /g).

Sin embargo, con respecto al nimero de conidios/ mL, di6 diferencias estadisticas utilizando el
analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se observé que, a los seis meses hubo una disminucion
significativa de conidios, aunque estos siguen siendo viables, como lo demuestra el nimero de
unidades formadoras de colonia. g, mientras que al mes y a los tres meses se mantuvo el nimero
de conidios, pero se observa que a los tres meses disminuye la viabilidad de los mismos (3,81 x
1028) respecto al primer mes de almacenamiento (8,65 x 10%) (Figura 1).

De todos modos, a los seis meses de almacenaje aln conserva un alto nimero de conidios viables
(4,2 x 108 conidios/g). Por esta razon, es que se recomienda utilizar el bioinsumo antes de los seis
meses de almacenaje.

Los inoculantes microbianos con propiedades antagonistas sobre los hongos patdgenos de las
plantas tienen el potencial de reemplazar a los fitosanitarios, ya que son conocidos por su capacidad
para la promocion del crecimiento y reduccion de enfermedades en los cultivos. Varias especies
de Trichoderma han sido utilizadas como agentes de control biolégico para controlar
enfermedades de los cultivos de importancia agronémica, por ejemplo, tomate y pimiento
(Guerrero et al., 2017; Jiménez et al., 2011; Lewis & Papavizas, 2001). Uno de los problemas mas
sustanciales a resolver con el productor es como se formula para que su aplicacion al cultivo sea
amigable (Gramuglia, 2014; Hernandez et al., 2019).

Los insumos de uso agropecuario desarrollados en base a microorganismos benéficos, surgen
como respuesta a la demanda de los mercados mundiales de alimentos de alta calidad, sostenibles,
trazables e inocuos. Si bien existe conocimiento cientifico generado por diversos grupos de
investigacion nacional, el desafio actual es ingresar en la etapa de adopcion y uso comercial de
estos bioinsumos (Chulze, 2023; Amerio et al., 2020).
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Figure 1: Colony forming units/g and number of conidia of T. harzianum/mL per month, after
three and six months of storage. All values are multiplied by x 108 La Plata, Buenos Aires.
Argentina 2022.

Figura 1: Unidades formadoras de colonia/ g y nimero de conidios de T. harzianum / mL al mes,
a los tres y seis meses de almacenaje. Todos los valores se multiplican por x 108 La Plata, Buenos
Aires. Argentina. 2022.

En relacion al protocolo de aplicacion del bioinsumo, se obtuvo una suspension de esporas de 2,4
x 10° después del lavado de los granos de arroz colonizados por T. harzianum en cinco litros de
agua colocados en la carretilla. Si bien la concentracion de conidios es mayor cuando se diluye en
1L(2,3x108 yen3 L (1x107), paraobtener una buena capilaridad en las bandejas de siembra,
se necesita colocar las mismas en 5 L de agua.

Por lo anterior, se desarroll6 el siguiente protocolo para el uso de este boinsumo para los
productores:

a. Verter el contenido de la bolsa en cinco litros de agua (sin cloro, para no afectar la viabilidad de
los conidios de Trichoderma) en una bandeja o en una carretilla. (Figura 2).

b. Desmenuzar el arroz colonizado a fin de obtener una suspensién de esporas de T. harzianum
hasta observar el agua color verde (Figura 3).

c. Colocar la bandeja con los plantines en la suspension de esporas de T. harzianum en un
recipiente o en una carretilla, durante 25 minutos (este tiempo depende del cultivo, es decir, de
cuanto tiempo tarda en saturar el sustrato) hasta observar que las celdillas estdn mojadas. (Figura
4).

d. Dejar reposar la bandeja durante 24 h. Luego trasplantar (Figura 5).
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Figure 2: Tray with Bio-input. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.
Figura 2: Bandeja con el bioisumo. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.

Tras los resultados obtenidos en el presente trabajo se considera que la propuesta formulada para
introducir el uso de microorganismos biocontroladores en el agroecosistema es de facil
reproduccion para los agricultores familiares, facilitando su uso y favoreciendo una agricultura
mas sustentable.

Figure 3: Suspension of Trichoderma harzianum conidia obtained from colonized rice. La Plata,
Buenos Aires. Argentina 2022.

Figura 3: Suspension de conidios de Trichoderma harzianum obtenidos a partir del arroz
colonizado. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.

El objetivo de este protocolo, es promover la transicién agroecoldgica a partir en una primera etapa
vinculada a la sustitucién de insumos. A partir de esta propuesta, se impulsa minimizar la
dependencia de insumos externos, de alto costo, muchas veces inaccesibles para los productores
familiares. Se pretende disminuir el uso de diferentes insumos quimicos en las producciones
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periurbanas y reducir el riesgo de intoxicaciones y contaminacion de los seres humanos y el
ambiente.

Figure 4: Tray of seedlings of Broccoli (Brassica olerace Plenk) placed on top of the suspension
of T. harzianum conidia in the wheelbarrow. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.

Figura 4: Bandeja de plantines de brécoli (Brassica olerace Plenk) colocada sobre 5 L de
suspension de conidios de T. harzianum en la carretilla. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.

Figure 5: Transplanting seedlings in the greenhouse. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.

Figura 5: Trasplante de los plantines en el inverndculo. La Plata, Buenos Aires. Argentina 2022.
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En el mercado argentino, hasta el dia de hoy, existen alrededor de 14 bioproductos cuyo principio
activo son cepas de Trichoderma sp. Son primordiales, las iniciativas de las instituciones
nacionales sobre estos estudios para el desarrollo de tecnologias innovadoras y, ampliar el nimero
de bioproductos utilizados en el pais.

4. Conclusiones

Se concluye que una forma practica de preparar un bioinsumo a base de Trichoderma harzianum
es realizar una fermentacion solida sobre granos de arroz. Para conservar mejor el mismo, se
recomienda secar en estufa a 50°C el arroz colonizado. De esta manera se conserva activo hasta
seis meses almacenados a temperatura ambiente.

Para la incorporacion del bioinsumo al agroecosistema, se recomienda sumergir la bandeja con los
plantines durante 25 min. (o el tiempo que se necesite para saturar el sustrato) en la suspension de
esporas que surge del lavado del arroz colonizado por T. harzianum y trasplantar a las 24 h de
realizar la practica.
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