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Introduccion

El incremento de los “residuos”, actualmente
denominados subproductos de la actividad
agropecuaria, es un grave problema desde el
punto de vista ambiental. Por este motivo resulta
un desafio constante encontrar tratamientos
adecuados para su disposicién final, como asi
también la blisqueda de usos alternativos. Para
ello, resulta importante investigar sobre el posible
uso de estos subproductos, ya sea como sustrato
para la multiplicacion y crecimiento de
microorganismos benéficos o como posibles
biocidas sobre patégenos de cultivos.

La vinaza es el subproducto resultante de la
produccion de bioetanol y puede provenir de
diversas materias primas (cafia de azlcar,
remolacha, café, vino, etc.). Bernal-Gonzalez et
al., [1], definen a la vinaza como “una disolucién
de sustancias, sales minerales y organicas, con
valor relativo y con potencial para diversos usos”.
La composiciébn de las vinazas varia segun
condiciones climaticas y edéficas, la fuente de
origen, condiciones de cultivo y los procesos
industriales dentro de cada fébrica, pero en
general tienen alto contenido de materia organica,
azlcares, sales y se caracterizan por tener bajo
pH y alta conductividad eléctrica [1, 5, 6].

Por su composicion la vinaza presenta
caracteristicas quimicas favorables al desarrollo
de microorganismos [9]. Los azlcares y materia
organica, podrian ser utilizados como sustratos
para favorecer la multiplicacion de
microorganismos benéficos como de Trichoderma
spp. Se reportdé que la vinaza acelera la
descomposicién de residuos de cafia, cuando es
aplicada al suelo, mediado por el incremento de
microorganismos descomponedores [10].

Sin embargo, las vinazas también contienen
acidos organicos (acido lactico, oxalico, malico y
acético), acidos grasos volatiles, glicerol, etanol,
melanoidina y compuestos fendlicos que, podrian
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reducir o inhibir la actividad de los
microrganismos, tanto de los benéficos como de
los patégenos [5, 6].

Existen pocas referencias bibliograficas del
comportamiento de la vinaza frente a
microorganismos, o de uso como biofungicida [2,
8].

El hongo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van
der Aa, sin.: Guignardia citricarpa Kiely, es un
patégeno de Citrus que causa la enfermedad
mancha negra de los citricos, restrictiva a ciertos
mercados. Al final de su ciclo biolégico desarrolla
ascosporas en las hojas de citrus que se
desprenden, asegurando asi el inéculo inicial para
el préximo ciclo de infeccion. Una medida
complementaria para interrumpir su ciclo seria
acelerar la descomposicion de esta hojarasca. La
vinaza aplicada sobre esta hojarasca podria tener
un efecto directo sobre los microorganismos
saprofitos presentes alli, favoreciendo la
descomposicion de las mismas.

En funciéon de esto el objetivo del trabajo fue
evaluar el comportamiento del patégeno P.
citricarpa y del agente de biocontrol Trichoderma
harzianum (Rizoderma®) en medio de cultivo
adicionado con vinaza de cafia de azlcar para
probarlo como posible alternativa de control del
primero y sustrato del biocontrolador.

Materiales y métodos

El ensayo se realiz6 en el laboratorio de
fitopatologia de frutales del INTA Famailla.
Aislamiento de P. citricarpa a partir
muestras citricas

Se colectaron muestras de frutos de limén, de la
variedad Eureka de lotes comerciales en Tafi
Viejo (Tucumén) para realizar aislamientos de P.
citricarpa.

El aislamiento se realizé en placas con agar papa
glucosado 2% (APG 2%). Los aislamientos se
incubaron en estufa a 25-27°C durante 5 dias y se
repicaron las colonias con caracteristicas de
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Phyllosticta sp., las cuales son de color negro,
lobuladas y costrosas.

Luego estas colonias se repicaron en agar avena,
para identificar los aislados, ya que en dicho
medio P. citricarpa forma un halo amarillento
caracteristico [4].

Posteriormente se realizd un cultivo mondsporico
y todos los cultivos se conservaron en APG 2 %
refrigerados hasta su uso y luego se activaron por
repique para utilizar cultivos jévenes (14 dias de
crecimiento) en los diferentes ensayos.
Activacién del agente de biocontrol

En los ensayos se utiliz6 la cepa Trichoderma
harzianum 2 (Th2), (Rizoderma®)
(http://www.rizobacter.com/argentina/rizoderma)
gue fue activada, a partir del producto comercial,
en medio APG 2% para utilizar cultivos jovenes
con 7 dias de crecimiento.

Vinaza de cafia de azucar

La muestra de vinaza empleada para los ensayos
fue cedida por un ingenio de Tucuman, de la zafra
2016, y sus caracteristicas quimicas fueron
determinadas en el laboratorio de Quimica y
Suelo de INTA Famailla.

Evaluacion del crecimiento de los hongos: T.
harzianum y P. citricarpa, en medio de cultivo
adicionado con vinaza

Para los ensayos se usaron diferentes
concentraciones de vinaza: 2,5%, 5%, 7,5%, 10%,
12,5%, 20% y 30% adicionadas en medio de
cultivo APG Merck®. Como testigo se empled el
APG solo, sin vinaza ajustado a pH 4,9 como el
resto de los medios con vinaza.

Se colocaron discos de 6 mm de diametro del
hongo (Phyllosticta o Trichoderma) en el centro de
placas de Petri. Se incubaron en estufa a 27 ° C
12 h de luz y 12 h de oscuridad y se midi6 el
crecimiento de la colonia (cm) cada 7 dias, hasta
alcanzar el borde la placa. Se realizaron 4
repeticiones por tratamiento en un DCA.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con el paquete
InfoStat, a través de Andlisis de la Varianza
(ANOVA) con comparacion de medias por la
prueba de Tukey a un a=0,05.

Resultados
Aislamiento de P.
muestras citricas
Luego de 5 dias de incubacion, se revisaron las
placas y se repicaron las colonias tipicas de
Phyllosticta sp. con caracteristicas tales como
color negro, lobuladas y costrosas. De las 40
siembras de tejido enfermo se lograron aislar solo
dos colonias con caracteristicas de P. citricarpa.

citricarpa a partir de
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Estas dos colonias se repicaron en placas de Petri
con agar avena para observar o no la formacion
de halo amarillo, caracteristico de P. citricarpa. En
base a los resultados obtenidos, se identificd
fenotipicamente como P. citricarpa solo una de
ellas, ya que se evidencié un halo amarillo
alrededor de la colonia y la otra como Phyllosticta
sp., porque en este aislado no se formo dicho halo
(Figura 1).

Figura 1. Phyllosticta sp. (Izquierda) y PhIIosticta
citricarpa (derecha).

Parametros quimicos de la vinaza

Los parametros quimicos de la muestra de vinaza
empleada fueron: pH 4.7; C.E 32,8 dS/m; Na
367,8 mg/l, K15,9g/ly N 1,4 g/l.

Evaluacion del crecimiento de los hongos en
medio de cultivo adicionado con vinaza:

P. citricarpa:

En el primer experimento las concentraciones de
20% y 30% de vinaza en el medio de cultivo
resultaron inhibitorias para el crecimiento de P.
citricarpa. Sin embargo solo se utilizaron estas
concentraciones a modo exploratorio para
observar el comportamiento in vitro ya que son
elevadas para su aplicacion en suelo. En cambio,
en la concentracion de 10%, y contrariamente a lo
esperado, se observo un efecto estimulante del
medio adicionado con vinaza en el crecimiento del
hongo, con diferencias altamente significativas
respecto al testigo. A los 33 dias, el hongo en el
medio con vinaza alcanzo los 7,8 cm de diametro
frente al testigo que a ese tiempo tuvo un didmetro
de 4,7 cm (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento de P. citricarpa con diferentes
dosis de vinaza

Luego, cuando se evaluaron concentraciones
cercanas al 10% (2,5%-12,5%) también se
evidencié un aumento significativo en la tasa de
crecimiento del hongo para todos los tratamientos
respecto al testigo (Figura 3).

En funcion de estas curvas se calculé el Area Bajo
la Curva (ABC) vy los valores difirieron
significativamente  del testigo, siendo el
tratamiento de vinaza 2,5% significativamente el
de mayor area bajo la curva (Figura 3).

En la Gltima evaluacion, a los 26 dias, P. citricarpa
presento valores de diametro de crecimiento entre
7,0-8,0 cm en las diferentes dosis de vinaza,
mientras que a este tiempo el testigo alcanzé
valores de 3,7+0,15 cm (Figura 3).

Creciemitento (cm)
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Figura 3. Crecimiento de P. citricarpa con diferentes
concentraciones de vinaza: 2,5%, 5%, 7,5%, 10% y
12,5 %. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas, del ABC entre tratamientos,
segun Tukey a un p< 0,05

T. harzianum:

Como se puede observar en la Figura 4, las
diferentes concentraciones de vinaza (10%, 20%
y 30%) afectaron el crecimiento de Trichoderma
respecto al testigo. Estas concentraciones no
resultaron favorables para su crecimiento.
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Creciemitento (cm) Trichoderma

Figura 4. Crecimiento de Trichoderma con diferentes
dosis de vinaza.

Luego, cuando se evaluaron concentraciones
cercanas al 10% (2,5%-12,5%) también se
observé un retraso en la tasa de crecimiento en
todas las concentraciones, a excepcion del
tratamiento 2,5 % que fue similar a la curva del
testigo (Figura 5).

10

Creciemitento (cm)

Figura 5. Crecimiento de T. harzianum con diferentes
concentraciones de vinaza: 2,5%, 5%, 7,5%, 10% y
12,5 %.

Discusion

El comportamiento de los hongos frente a la
vinaza fue diferente a lo esperado. Por un lado,
hubo un efecto favorable de la vinaza para el
patégeno y un retraso del crecimiento del hongo
benéfico en la mayoria de las concentraciones de
vinaza, a excepcion de 2,5%. Tal como lo
menciona Santos et al. [8], la literatura es muy
escasa para comparar estos resultados con la de
otros autores, ya que la mayoria de las
investigaciones se concentran en el uso de la
vinaza como fertilizante y mejorador de las
propiedades del suelo y no en su comportamiento
frente a los microorganismos.

Sin embargo, estos resultados son de gran
relevancia desde el punto microbiolégico, ya que
su adicion al medio de cultivo estimula el
crecimiento de P. citricarpa, patégeno de muy
lento crecimiento en los medios estandares, y que
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es rapidamente invadido por otros hongos de los
géneros Colletotrichum spp., Alternaria spp. o
Cladosporium spp. Esto dificulta su diagndstico y
aislamiento [3, 7]. Por esto, el empleo de este
medio podria resultar Gtil para el diagnéstico
clasico por aislamiento directo de sintoma, como
asi también para multiplicar y obtener en poco
tiempo indculo, facilitando estudios de este hongo
tan importante para la citricultura.

Conclusiones

No se encontr6 el efecto biocida buscado de la
vinaza frente a P. citricarpa.

Se encontrd un efecto de estimulacion del medio
con vinaza en el crecimiento de P. citricarpa.

Se sugiere realizar estudios para determinar que
factor fisico, quimico y/o biolégico de la vinaza
favorece el crecimiento de P. citricarpa in vitro y
ajustar el medio para su uso.

La vinaza afect6 negativamente el crecimiento de
Trichoderma a excepcién de la concentracion
2,5%.

Se debe evaluar el comportamiento e interaccion
de estos microorganismos con vinaza en su
hébitat natural.
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