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RESUMEN

Para alcanzar una agricultura sostenible es necesario in-
vestigar los diferentes mecanismos de control natural,
como el uso de microorganismo eficientes (Trichoderma
sp) y de biocarbones, que en conjunto pueden generar
una sinergia que beneficien al suelo y por tanto a los cul-
tivos. Por tanto, los objetivos de la investigacion fueron:
Evaluar el crecimiento de Trichoderma sp., sobre medios
de cultivo formulados con biocarbén de banano y biocar-
bon de cacao en laboratorio en diferentes concentracio-
nes. El ensayo se conformd en 3 dosis de biocarbones (1,2
;3,5 g; 7,5 g) obtenidos por pirolisis de los residuos de
raquis de banano y de la cascara del cacao. En laborato-
rio se prepara el medio de cultivo en PDA para reproducir
Trichoderma sp., a una concentracion de 10*10' UFC que
luego fue tomada una porcion para ser colocada en cajas
de Petri con la dosis de biocarbones. Los resultados fue-
ron medidos a intervalos de 7 dias. El tratamiento de 3,75
gr de biocarbdén de cacao fue el de mayor crecimiento su
fluctuacion fue de 5 a 8,5 cm en 21 dias desde la siembra.
Para el medio con el biocarbon de banano no se porto cre-
cimiento de Trichoderma sp.
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Microorganismos eficientes, agricultura sustentable, siner-
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ABSTRACT

Research into different natural control mechanisms, such
as the use of efficient micro-organisms (Trichoderma sp)
and bio-coals, is necessary to achieve sustainable agricul-
ture, which together can generate a synergy that benefits
the soil and therefore the crops. Therefore, the objectives of
the research were: To evaluate the growth of Trichoderma
sp., on culture media formulated with banana biochar and
cocoa biochar in the laboratory in different concentrations.
The test was made up of 3 doses of biochar (1.2 g; 3.5 g;
7.5 g) obtained by pyrolysis of banana rachis residues and
cocoa shells. In the laboratory, the culture medium is pre-
pared in PDA to reproduce Trichoderma sp. at a concentra-
tion of 10*10" UFC, which was then taken a portion to be
placed in Petri dishes with the dose of biochar. The results
were measured at 7-day intervals. The treatment of 3.75 gr
of biocoal of cocoa was the one of greater growth its fluc-
tuation was of 5 to 8.5 cm in 21 days from the sowing. For
the medium with banana biocarbon there was no growth of
Trichoderma sp

Keywords:

Efficient microorganism, sustainable agriculture, synergy,
colony-forming units.
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INTRODUCCION

Para lograr una agricultura sostenible es necesario com-
prender que los recursos naturales: suelo, agua y planta
funcionan como un sistema y al ser afectado por las pla-
gas, se romper el equilibrio natural (Robert, et al., 2017).
Aungue el control quimico es una alternativa rapida, en
muchos de los casos ocasionan la contaminacion de los
recursos mencionando, debido a que estan constituido
en su formulacién por metales pesados como: cobre
(Cu), plomo (Pb), Arsénico (As), en otros que se acumu-
lan en el suelo, contamina el agua e intoxica a las plantas.
Por tanto, este control acentua la ruptura del equilibro de
los sistemas agrarios, afectando la sostenibilidad (Zhao,
etal.,, 2019).

Desde la década de los 80 hasta la actualidad, las tra-
bajos sobre el control biolégico contra las plagas abrié
nuevas lineas de investigacion, una de ellas es el uso de
microorganismos eficientes (ME), las enmiendas orgéa-
nica con biocarbones por ejemplo, en otras alternativas
tendientes al control de plagas y para mejorar el suelo
(Barrow, 2012)aid sustainable production and reduce con-
tamination of streams and groundwater. This study reviews
biochar potential and problems and argues for adequate
research before hasty application leads to environmental
and socio-economic damage and discourages applica-
tion. There is also a need for broad overview because
research is conducted by a diversity of specialist fields
including soil chemistry, archaeology, farming extension
and so forth. Research on biochar-rich Amazonian dark
earths may help identify the best raw materials (feedstock.

Por otra parte, el ME Trichoderma spp., es un agente bio-
l6gico muy eficaz que posee un desarrollo y crecimiento
rapido, capaz de manifestarse en una amplia gama de
sustrato que facilita su produccion masiva para uso en
la agricultura (Howell, 2003). También, se conoce que
Trichoderma spp., tiene algunos mecanismos de accion
biorreguladora de forma indirecta, los cuales son los que
incitan al mecanismos de la defensa fisiolégico y bioqui-
mica relacionados con la detoxificacion de toxinas excre-
tadas por los patégenos y en la desactivacion de enzimas
que ocurren en el proceso de infeccion (Dignac, et al.,
2017; Jaramillo, et al., 2017).

En el caso del biocarbén, su incorporacion al suelo me-
jorar la retencion de humedad, incide sobre la densidad
aparente, incrementa los niveles de materia organica y
regula el pH; asi como, facilidad de laboreo en el sue-
lo y mejorar la estructura. También el biocarbdon es un
portador de microorganismos, que al incorporarse como
enmienda estimulan el crecimiento de hongos benéficos,
como Trichoderma spp. (Escalante, et al., 2016).

Investigaciones previas indican que la interaccion bio-
tica-abidtica (ME-Biocarbdn), se desarrolla un ciclo de
intercambio de nutrientes que produce un medio favora-
ble para la planta que equilibra la microbiota del suelo

y la disponibilidad de nutrientes (Escalante, et al., 2016;
Herrera, et al., 2018).

En este marco, desde la primera década del siglo XXI,
se investiga el crecimiento del ME Trichoderma spp., so-
bre distintos medios a dicional al uso de arroz o sorgo,
para obtener una sinergia que actue en beneficio de una
produccion sostenible (Howell, 2003). Los carbones ob-
tenidos de biomasa vegetal por el proceso de pirdlisis es
una alternativa como medio de cultivo, debido que tienen
una gran capacidad de biosorcién de metales pesados
en el suelo, que sumado a la capacidad de biocontrol
de plagas como la del Fusarium spp. puede producir la
sinergia esperada.

Pero establecer una dosis adecuada se debe realizar
varios experimentos de laboratorio, debido que el creci-
miento de Trichoderma spp., esta limitado a medio de cul-
tivo con un pH 4.0 a 7.0 y por lo general los biocarbones
en especial los obtenidos del raquis de banano y de la
mazorca de cacao (pH 9-9.5). En este marco, es limitado
el crecimiento de Trichoderma spp. sobre los biocarbones
en mencion. Por tanto, los objetivos de la investigacion
fueron: Evaluar el crecimiento de Trichoderma spp. so-
bre medios de cultivo formulados con biocarbén de ba-
nano y biocarbon de cacao en laboratorio en diferentes
concentraciones.

DESARROLLO

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Machala, ubicada entre las coor-
denadas 79° 54’ 05” W y 03° 17 16” S y una altura 6
msnm, en la ciudad de Machala (ElI Oro-Ecuador). Entre
los meses de octubre y noviembre del 2019.

Obtencion de la materia prima

Biomasa de la cascara de cacao.

Las mazorcas de cacao cosechadas fueron recolec-
tadas de una finca cacaotera del cantén Arenillas (El
Oro-Ecuador). Se utilizd este tipo de biomasa por su alto
contenido de lignina y celulosa que permite obtener car-
bones con mayor superficie especifica, propiedad que
incrementa la absorcion de los metales y facilita el creci-
miento de los ME.

Obtencion del raquis de banano

El raquis de banano se obtuvo de una finca bananera del
cantéon El Guabo (EI Oro-Ecuador). Recoleccion que se
realiz6 después de la cosecha. Esta materia prima esta
constituida de niveles altos de fésforo y potasio, elemen-
tos que permiten un desarrollo de ME. Con el material re-
colectado en ambos casos se procedié al secado al am-
biente durante 20 dias, sobre una superficie de concreto.
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Produccion del biocarbon

La metodologia utilizada para la obtencion de biocar-
bén fue tomada de Marin-Armijos, Garcia-Batista &
Barrezueta-Unda (2018), y consistio en introducir 7 kg de
la materia prima (biomasa seca de la cascara de cacao
y raquis de banano por separado) en un tanque metalico
de 70 cm de largo por 40 cm de ancho, cerrado con una
tapa metdlica (Figura 1 A), para ser introducido dentro de
un tanque mas grande de 120 cm de alto por 50 cm de
ancho (Figura 1 B). A continuacion, se llend los espacios
de tanque mas grande con lefa para iniciar el proceso
de calcinacion y producir biocarbon vegetal (Figura 1). El
tiempo de incineracion fue de 3 horas.

Figura 1. Horno para la elaboracién del bio carbén vegetal.

Caracteristicas del biocarbon

El biocarbdn es un producto que muestra una estructura
fina y porosa. Las particulas tienen cargas eléctricas ca-
paz tanto de absorcion y adsorcion de metales pesados
(Figura 2). La aplicacion de biocarbon a los suelos po-
tencia la productividad de los cultivos atribuyendo a la
capacidad de intercambio catiénico, lograr un pH desea-
do, incrementar la materia organica, diversificacion de las
comunidades microbianas del suelo, entre otros aspectos
(Elad, et al., 2011)the thermal degradation of biomass in
the absence of oxygen. Pyrolysis also yields gaseous and
liquid biofuel products. There is a growing interest world-
wide in the pyrolysis platform, for at least four reasons: (i.

A B

Figura 2. Biocarbon vegetal de cacao (A) y banano (B)

Para caracterizar a los biocarbones se tom6 10 g de car-
bon vegetal para pH (1:2.5) y conductividad eléctrica
(CE), determinados mediante extracto de saturacion en
agua y se ley6 en un conductivimetro Hi5222-1 (Hanna,
Rumania).

Para determinar el porcentaje de carbdn obtenido de los
residuos, se dividi6 el peso del carbdn vegetal y el peso
de la biomasa seca, y se multiplico por 100 (Ecuacion 1).

% carbén =

__ Pezo del carbon vegetal +100 (1)

Peso dela biomasa
Obtencion de la cepa de Trichoderma spp.

La cepa de Trichoderma spp. (Figura 3), se obtuvo una
suspension comercial (Bio Fertilizante Organico de
Trichoderma) a una concentracion de 1010 UFC (uni-
dades formadoras de colonias), producto formulado por
la empresa FENEC S.A.

L & il
P

Figura 3. Trichoderma spp. observado en aumento 100 x.

El medio de cultivo estuvo constituido de 39 g de papa
dextrosa agar (PDA) para un 1 litro de agua destilada.
Luego se dispenso 20 ml de PDA en cajas de Petri; a con-
tinuacion, se agregdé 1 ml de la suspension comercial de
Trichoderma spp., con ayuda de un asa de Drigalsky, se
distribuyo6 la suspension en toda la caja. Se espero¢ 8 dias
para su crecimiento. Luego, se preparé el medio de cul-
tivo biochar de acuerdo a las siguientes dosis (Tabla 1).

Tabla 1. Dosis de biocarbones y Agar Agar (PDA).

Materia Dosis Codifica- Dosis
prima del Biocarbon cion Agar Agar | H20

biocarbén (PDA)
Cacao 159 BC 1,5 169 80 ml
Cacao 3,759 BC 3,75 169 80 ml
Cacao 759 BC 7,5 169 80 ml
Banano 1,59 BB 1,5 169 80 ml
Banano 3,759 BB 3,75 1,69 80 ml
Banano 759 BB 7,50 169 80 ml

Se tomo la dosis de agar, que se disolvio en agua desti-
lada, para llevarlo a punto de ebullicion, incorporando la
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dosis de biocarbon; a continuacion, se autoclavar a 121
°C por 20 min. Por cada caja de Petri se colocé 20 ml
de medio de cultivo biochar, y se procedié a sembrar to-
mando una porcion de 1,4 cm de didametro del medio de
cultivo de PDA con Trichoderma spp.

Medicion de las variables

El trabajo consisti6 en comparando el crecimiento de
Trichoderma spp. en funcién del diametro en tres interva-
los de tiempo cada 7 dias. El disefio del experimento fue
completamente al azar, conformado por tres tratamientos
(dosis de biochar 1,5 g, 3,75 gy 7,5 g) y cinco repeticio-
nes mas un tratamiento control que consistié en el cre-
cimiento del Trichoderma sp., solo en PDA. Los factores
fueron los tipos de biocarbones (Tabla 1).

Todos los valores fueron promediados y tabulados en una
hoja de Excel para la presentacion e interpretacion de los
resultados. Para establecer la comparacion entre los va-
lores se realizé un andlisis de varianza entre los biocar-
bones y una prueba Tukey entre los tratamientos. Todo
el andlisis estadistico inferencial fue realizado al 5% de
significancia.

Los resultados obtenidos, nos muestran el analisis de va-
rianza (ANOVA) entre los biocarbones BB y BC (Tabla 2),
solo mostro diferencia significativa (p<0,01) en la medi-
cion del pH, que vario de 9,74 = 0,04 (BB) a 9,5 + 0,01
(BC), valores que indican que el medio utilizado fue alta-
mente alcalino. Gaskin et al (2008) justifica, que los valo-
res extremadamente alcalinos en carbén vegetal de ba-
nano y cacao, es producto del alto contenidos de fosforo
y potasio en bréacteas o mazorcas.

Los valores de carbones fueron ligeramente inferiores en
banano (34,63 % + 14,42) con respeto al cacao (37,59 %
+ 18,93), diferencias que se pueden atribuir a la compo-
sicion quimica de cada biomasa. En el caso del cacao la
cantidad de celulosa y ligninas es superior a la de bana-
no y pudo influir en los resultados (Kabenge et al., 2018;
Marin-Armijos, et al., 2018; Tsai, et al., 2018)cocoa pod
husk (CPH. Los grupos funcionales como los carboxilos
estan presentantes en mayor proporcion en la corteza de
la mazorca del cacao (Ellerbrock & Kaiser, 2005).

El valor de conductividad eléctrica (CE) fue mas alta en
BC (1,17 dS/m?) con respeto al BC (0,35 dS/m?), diferen-
cia numérica pero no significativa entre los dos biocar-
bones (p=0,343). Los valores que estan en el rango de
CE determinada por Azeem et al., (2019), pero en car-
bén vegetal obtenido de bagazo de la cafia de azucar.
Diferencia que pude estar relacionado con el mayor nivel
de calcio y magnesio en la cascara de cacao.

Tabla 2. Analisis de varianza de las principales caracteris-
ticas de los biocarbones obtenidos de raquis de banano
(BB) y cascara de cacao (BC).

Tratamiento  Variable N Media DS(z) (?I(;‘:’s
Banano carbon (%) 10 34.63 14.42 0.343

Cacao 10 37.59 18.93

Banano pH (1:2.5 H20) 3 9.74 0.04 0.001

Cacao 3 9.5 0.01

Banano CE(dS/m2 3 0.35 0.08  0.141

Cacao 3 1.17 0.78

En la Figura 4, se muestra el crecimiento de Trichoderma
spp., en las diferentes dosis y del tratamiento control, asi
como el analisis de medias (Tukey al 5%). Todos los tra-
tamientos mostraron significancia intragrupo. La dosis de
1,5 g de BC, Trichoderma sp., mostro un crecimiento de
forma aislada en colonias en el centro de la caja de Petri
y cuya medicion fluctudé de 3 a 7, 8 mm de diametro en 21
dias después de la siembra. En la dosis de 3,75 g de BC
el crecimiento vario de 5,14 mm a 8,42 mm de diametro
similar a la dosis de 1,25 g de BC. Valores que indican
significancia estadistica. Para el tratamiento BB en las
tres dosis no se observo crecimiento de Trichoderma sp.,
al igual que para el BC en la dosis de 7,5 g. Por otra parte,
el tratamiento control creci6 de 4,6 mm a 13,9 mm.

16 ®24/10/2019 ®30/10/201% ®5/11/2019
[VALOR] +0,89 ¢

14

12

[WVALOR] %0,38 ¢ [VALOR] £0,13 b

[VALOR] 0,36 ¢
[VALOR] 0,43 b
6

-
[

centimetros

[WVALOR] £0,42]

ocoo oo0oo0 o000 I

BB 3,75 BC 7,5 BB 7,5 CONTROL
Tratamientos

[vALOR] +0,08 b
[\.:f\LD R] 14a

[VALOR] +0,15
2

000
0

BC 1,50 BB 1,50 BC 3,75

Figura 4. Crecimiento de Trichoderma spp. en medio de cultivo
biochar.

En la Figura 5 se observa el crecimiento irregular de
Trichoderma spp., en el medio de cultivo conformado por
BC en las dosis de 1,5 g (Figura 5B) y 3,75 g (Figura 5C).
Imagenes que contrasta con las obtenidas en PDA, que
se desarroll6 desde el centro hasta los costados forman-
do hileras de color verde (Figura 5D). La falta de carbohi-
dratos u otros aminoacidos pueden ser la causa que los
medios de biocarbones no se pudo lograr un crecimiento
homogéneo.
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Figura 5. Crecimiento de Trichoderma spp. a) colonias aisladas
de Trichoderma spp., b) colonias de Trichoderma spp. En la do-
sis de 1,25 g, c) colonias de Trichiderma spp. En la dosis de
3,50

CONCLUSIONES

El tratamiento de 3,75 gr de biocarbdn de cacao fue el de
mayor crecimiento, aunque este no fue uniforme como se
reporta en arroz o sorgo. Por tanto, no podemos sustentar
que el biocarboén si permiten el crecimiento y desarrollo
de Trichoderma sp., en el suelo, y que no tengan reaccio-
nes que puedan inhibir su crecimiento.
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