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1. Introduccion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos mas importantes del mundo
(1), ya que se produce en casi todos los paises (2) (1). En Colombia, para el afio 2013, se
produjeron 412.351 t, siendo el Norte de Santander el principal departamento productor
con 119.787 t, seguido por Antioquia con 47.110 t, Boyaca con 46.638 t, Santander con
42.924 t y Cundinamarca con 26.851 t. Las exportaciones de tomate para ese mismo afio
fueron por un valor de $ 298.565 US dolares (3).

La produccion de esta hortaliza se ve afectada por el ataque de algunas enfermedades y
plagas como el ahogamiento o secadera (“damping-off’) ocasionado por Pythium
aphanidermatum y Rhizoctonia solani; tizon temprano por Alternaria solani; tizén tardio
por Phytophthora infestans; la pudricién basal del tallo por Sclerotium rolfsii; pudriciones
de fruto por Alternaria sp., Pythium sp. y Geotrichum sp.; asi como las agallas en las
raices causadas por el nematodo Meloidogyne sp. (4); la enfermedad de marchitez
causada por Ralstonia solanacearum (5) y la del moho gris causada por Botrytis cinerea
(6); ademas de estas, tienen especial interés las ocasionadas por Fusarium oxysporum
(2,6-8), ya que este hongo tiene la capacidad de atacar las plantas en todos sus estados
de desarrollo, ocasionando grandes pérdidas econémicas (2,9).

Las especies del género Trichoderma son colonizadores efectivos de las raices de las
plantas, lo que les permite promover el crecimiento de la misma aumentando su densidad
radicular (10-12), a su vez tienen diferentes mecanismos de accion que le permiten ser
muy efectivos antagonistas de fitopatdgenos como Fusarium oxysporum (2,9,11,13-17),
por ejemplo la produccién de antibidticos, micoparasitismo, competencia por nutrientes,
produccion de enzimas liticas e inactivacion de enzimas patégenas involucradas en el
proceso de infeccion (6,13,15).

Los biorreactores de tanque agitado son el sistema mas utilizado para el crecimiento
masivo de Trichoderma sp. Los grandes volimenes de medio de cultivo utilizados en este
proceso limitan la implementacion de dichos sistemas, por lo que la seleccion de un medio
de bajo costo es necesaria al momento de desarrollar un proceso de produccion a escala
de biorreactor. Ademas se deben tener en cuenta las condiciones de operacion a las que
se va a llevar a cabo el proceso, ya que factores como el pH, la temperatura y la agitacion
afectan de manera directa la productividad (2,11,18-20).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el de establecer las condiciones de
produccion de Trichoderma asperellum GRBHAL en un biorreactor de tanque agitado para
el control de Fusarium oxysporum en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.).



2. Materiales y métodos

2.1. Definicion de las condiciones de operacidon en biorreactor para el cultivo
de Trichoderma asperellum GRBHAL.

Se utilizé un biorreactor de tanque agitado de 1,5 litros con una turbina tipo Rushton con
un volumen de trabajo de 1,2 L (Applikon, Schiedam, Holanda). El equipo se configurd
para monitorear el perfil de pH y de oxigeno disuelto, por medio de la ayuda de electrodos
de pH y oxigeno disuelto, conectados a un biocontrolador ADI 1030 (Applikon). Se
controlo la temperatura por medio de una mantilla de calentamiento también conectada al
biocontrolador. Las condiciones de operacion del biorreactor fueron 1,2 L de medio TSM,
temperatura de 30 °C, agitacion de 400 rpm, tasa de aireacion de 0,5 vwm (21-25).

El biorreactor se inoculé con 30 mL de un cultivo de T. asperellum GRBHAL, preparado
en un matraz Erlenmeyer con 29 mL de medio TSM y 1 mL de un in6culo a una
concentracion de 6x10* conidias/mL, crecido durante 84 horas en agitacion 150 rpm y 30
°C.

Para realizar la cinética del cultivo, se tomaron aproximadamente 20 mL por triplicado en
los siguientes tiempos: 0, 24, 36, 48, 72, 96 y 168 horas. Se evalu6 el crecimiento del
hongo (peso seco), la esporulacién y se tomaron fotografias de los cultivos (22).

2.2. Actividad antifangica de las esporas de T. asperellum GRBHA1l
producidas en biorreactor contra Fusarium oxysporum en plantas de
tomate.

Para determinar el efecto de las esporas de T. asperellum producidas en el biorreactor
contra F. oxysporum se utilizaron los siguientes tratamientos: F. oxysporum, F. oxysporum
+ T. asperellum (a partir de caja petri), F. oxysporum + T. asperellum (a partir del
biorreactor), F. oxysporum + Funguicida (Carbendazim — 30 cm®100 L de agua) y un
control negativo (sin inocular).

Se prepararon indculos de 1x10™ conidias/ml de cada uno de los hongos, T. asperellum y
F. oxysporum, y se adicion6 1 ml de estos inéculos (segun el tratamiento) a 500 g de
suelo estéril en el que se habian sembrado plantas de tomate de 30 dias. Cada uno de los
tratamientos tuvo 20 réplicas y se hizo un monitoreo semanal de los sintomas de infeccién
del patdgeno (Altura de la planta, caida de las hojas, decoloracion vascular y marchitez,
dafio radicular, peso fresco y peso seco) (2).

Cada 3 dias se regaron las plantas con 80 mL de una solucién Half-strenght Hoagland
(26) y se mantuvieron en fotoperiodo 12 horas luz, a una temperatura de 22 £ 2 °C

3. Resultados parciales

3.1. Definicién de las condiciones de operacién en biorreactor para el cultivo
de Trichoderma asperellum GRBHAL.



La Figura 1 muestra el crecimiento de T. asperellum GRBHAL en un biorreactor de tanque
agitado de 1,5 L con 1,2 L de medio TSM.

Figura 1. Crecimiento de T. asperellum GRBHA1 en un biorreactor de tanque agitado de
1,5L con 1,2 L de medio TSM durante 96 horas. A) 20 mL de muestra tomados en las
horas indicadas y B) contenido total del biorreactor.

El perfil de pH fue similar al obtenido en matraces Erlenmeyer (Figura 2A), sin embargo, el
pH del medio en el biorreactor bajé desde el inicio del cultivo, ya que el hongo comenzé
su fase exponencial en ese momento; al final del cultivo el pH descendié hasta 3,27 +
0,48.

La fase lag del cultivo fue menor a 24 horas y crecié con una velocidad especifica de
crecimiento p= 0,0407 h™* hasta la hora 48 (Figura 2B), donde alcanzé una produccion de
biomasa de 1,87 + 0,25 g PS/L, la cual es 40% mayor comparada con la obtenida en
Erlenmeyer (Tabla 1). La concentracion final de esporas en el biorreactor fue mayor (6,62
+ 6,37X10° Esporas/L) comparada con la obtenida en Erlenmeyer (Figura 2C).
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Figura 2. Comparacion de la cinética de crecimiento de T. asperellum GRBHA1 en
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matraces Erlenmeyer de 125 mL (o) contra un biorreactor de tanque agitado de 1,5 L (o).
A) pH, B) peso seco y C) esporulacion.

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de T. asperellum GRBHAL en matraces Erlenmeyer de 125
mL y un biorreactor de tanque agitado de 1,5 L

. . Matraces Erlenmeyer Biorreactor
Parametro cinético

(125 mL) (1,5L)
Velocidad especifica de crecimiento (u) 0,016 0,040
Tiempo de duplicacién (h) 43,05 17,03
Productividad (g PS/L h) 0,0128 0,0179

Velocidad de esporulacion (esporas/L h) 6,63X10* 2,86X10*
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