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Resumen: Los hongos antagonistas se han convertido en importantes alternativas para
el control biolégico de fitopatdgenos en el suelo. Las especies del género Trichoderma se
destacan dentro de las méas empleadas como agentes de control fungico estableciendo
simbiosis con las plantas, actuando en ciertos casos como antagonistas de hongos y
bacterias fitopatdgenas, tales como Fusarium sp., Curvularia sp., Pseudomonas, entre
otros; al igual que con invertebrados e incluso con malas hierbas. Su modo de accion
se expresa mediante hiperparasitismo, antibiosis y/o competencia. En este sentido, el
objetivo del presente trabajo fue aislar el hongo del género Trichoderma, de las uni-
dades productivas agricolas del Centro de Formacion Agroindustrial La Angostura,
ubicado en el municipio de Campoalegre en el departamento del Huila. El estudio se
desarrollo entre los meses de abril a septiembre de 2014. El trabajo comprendié dos
fases: la primera fue la de campo, donde se utilizé la metodologia de muestreo de sue-
los y trampeo utilizando como sustrato el arroz; en la segunda fase, que contempld el
trabajo de laboratorio, se llevaron las muestras, para posteriormente realizar siembras
de diluciones seriadas en base 10 y siembra de granulos de suelo en medio de cultivo
PDA, Sabouraud y Rosa de Bengala. Con esta Ultima metodologia, empleando agar Rosa
de Bengala, se logro obtener el crecimiento de colonias aterciopeladas de color blanco
verdoso, caracteristico del hongo. Esto constituye un punto de partida para que en un
futuro se realicen ensayos de antagonismo in vitro con patdgenos fungicos causales
de enfermedad, como Fusarium, con el propdsito de producir un bioinsumo efectivo y
adaptado a las condiciones agroecoldgicas de la zona.
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control bioldgico, fitopatdgenos,
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AISLAMIENTO DE Trichoderma sp., EN LAS UNIDADES PRODUCTIVAS AGRICOLAS DEL CENTRO DE

FORMACION AGROINDUSTRIAL LA ANGOSTURA DE CAMPOALEGRE (HUILA)

ISOLATION OF Trichoderma sp., IN AGRICULTURAL
PRODUCTION UNITS AGRIBUSINESS TRAINING CENTER LA
ANGOSTURA CAMPOALEGRE (HUILA)

Abstract: Antagonistic fungi have become major alternatives to the biological control
of plant pathogens in the soil. Trichoderma is the genus of fungi that is considered
one of the most widely used as an agent of fungal control; establishing symbiosis with
plants, in some cases acting as antagonists of plant pathogenic fungi and bacteria
as Fusarium sp, Curvularia sp, Pseudomonas, among others, invertebrates and even
weeds. Hyperparasitism, antibiosis and / or nutrient competition are typical biocontrol
actions of these fungi. In this sense, the objective of this study was toisolate the fungus
Trichoderma from the agricultural productive units of the Agro-industrial Training Center
La Angostura, located in the town of Campoalegre in the department of Huila. The study
was conducted between April and September, 2014. This work was developed in two
phases: the first phase was carried out on the field, where soil sampling methodology
and trapping using rice as substrate was used. In the second phase, which included
lab work, samples were taken to make serial dilutions on base 10 for sowing set as well
as seed granules were sowed in the PDA crop, Sabouraud and Rose Bengal. Through
this latter method, that is using Rose Bengal Agar, it was possible to obtain the growth
of velvety greenish-white colonies, the distinctive color of the fungus. This is a starting
point to perform future in vitro antagonistic tests with fungal pathogens that cause
diseases such as Fusarium; in order to produce an effective bio-input adapted to the
agro-ecological conditions of the area.

Introduccion

Key words: bio-inputs, biological
control, plant pathogens,
mycoparasitism.

Para la agricultura convencional, los fungicidas
constituyen la principal herramienta empleada para el
control de hongos fitopatégenos. El uso a corto plazo
de estos productos quimicos, ha provocado a través del
tiempo el desarrollo de resistencia a los fungicidas mas
empleados, como Mancoceb, Silvacur, Stratego, y Nati-
VO, entre muchos otros. Por ello, la tendencia actual ha
sido racionalizar el uso de fungicidas y desarrollar nue-
vas alternativas de control a través del uso de agentes
bioldgicos, tales como: bacterias, hongos y virus ento-
mopatodgenos, hongos antagonistas, insectos predado-
res y parasitoides. De tal manera, se han desarrollado
biopreparados a base de microorganismos antagonistas

como el hongo Trichoderma sp., que pueden reducir el
iImpacto generado por los patdgenos en las raices de
las plantas (Centro de Educacion y Tecnologia, 2004).

Las especies del género Trichoderma poseen ca-
racteristicas hiperparasiticas, para el control de enfer-
medades en plantas producidas por hongos. Se le ha
atribuido el control de patdgenos fungicos del suelo,
principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizocto-
nia, Sclerotium, Pythium y Fusarium, entre otros (Ezzi-
yyani, et al., 2004).

Los mecanismos por los que las cepas del géne-
ro Trichoderma desplazan al fitopatégeno son funda-
mentalmente de tres tipos: 1. Competicion directa por
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el espacio o por los nutrientes; 2. Produccion de meta-
bolitos contra bacterias, ya sean de naturaleza volatil
o no volatil; y 3. Parasitismo directo de determinadas
especies de Trichoderma sobre los hongos generadores
de enfermedad (Infante, 2009).

Dentro delas cualidades que hacen de Trichoderma
un género ideal para el desarrollo de trabajos de inves-
tigacion se destacan su ubicuidad, la facilidad para ais-
lamientoy cultivo de sus colonias, el crecimiento rapido
en un gran nimero de sustratos, y el que no constituye
una amenaza para las plantas superiores (Papavizas
etal., 1982).

El objetivo de este trabajo consiste en aislar el hongo
Trichoderma sp., a partir de muestras de sueloy trampas
en sustratos con arroz en diferentes unidades produc-
tivas agricolas del Centro de Formacion Agroindustrial
La Angostura, ubicado en el municipio de Campoalegre
en el departamento del Huila.

Metodologia

Desarrollo del tema: procedimiento para
aislamiento de Trichoderma sp.

Toma de la muestra de suelo

Los ensayos experimentales efectuados para el ais-
lamiento de Trichoderma sp., se vienen adelantando
desde el mes de abril hasta septiembre del afio 2014,
en las unidades productivas agricolas del Centro de For-
macion Agroindustrial La Angostura. El area de estudio
corresponde a las plantaciones de: pasifloras (Passi-
flora edulis y Passiflora maliformis), mango (Mangifera
indica), cacao (Theobroma cacao), citricos del género
Citrus sp., y policultivo (Theobroma cacao y Musa sp.);
zonas donde se recolectd, en cada una, 15 muestras de
suelo para aislar Trichoderma sp. Estas plantaciones
se ubican en la cordillera central, con altitudes entre
los 500 a 650 msnm y temperatura entre los 25a 32 °C
(Plan de Ordenamiento Territorial Campoalegre, 1999).

Para proceder al aislamiento de Trichoderma sp.,
se realizd una colecta de suelo en las 5 unidades agri-
colas del Centro de Formacion. En cada una de estas,
los muestreos fueron hechos en forma de zig-zag cer-
ca de las raices de la planta, a una profundidad de 20
centimetros. Setomaron 15 submuestras/ha (Sadegian,
2004); de igual manera se tomaron las muestras al azar,
para lo cual se seleccionaron diferentes puntos dentro
del terreno, tratando de colectar una muestra de suelo
de aproximadamente 500 g en cada area productiva.
Las herramientas utilizadas fueron baldes, palines, ma-
chetes; debidamente desinfectados con hipoclorito de
sodio al 70 %, con el fin de evitar que durante la mani-
pulacion del suelo se pudieran contaminar con otros
agentes patogenos. Se utilizaron dos metodologias para
la manipulacion del suelo: en la primera se emplearon
guantes para incorporar el suelo recolectado dentro
del balde, desterronando y ubicandolo en la bolsa; en
la segunda metodologia se utilizaron los terrones sin
ningun tipo de manipulacion (sin disturbar); ademas
en otros sectores seleccionados, se colocaron trampas
con sustrato a base de arroz cocido para muestrear el
crecimiento macroscopico del Trichoderma (Smith et
al., 2002); las muestras se transportaron en bolsas de
polietileno debidamente rotuladas, y enviadas al labora-
torio de ciencias basicas del Centro de Formacion, para
finalmente ser procesadas.

La metodologia que se desarrolld para realizar los
respectivos analisis para la identificacion de Trichoder-
ma sp., se describen a continuacion:

Trampas con sustrato definido (arroz)

Se colocaron 15 trampas en diferentes lugares de
cada una de las unidades productivas agricolas selec-
cionadas (policultivo, citricos, mangos, pasifloras, y ca-
cao), cada trampa se realizo utilizando vasos desecha-
bles plasticos y bandejas de aluminio que se llenaron
con arroz cocido, para un total de 75 trampas; estas se
dispusieron a 20 cm de profundidad de la superficie del
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suelo, quedando el sustrato hacia arriba. Cada trampa
se identifico con banderas.

De las 75 trampas dispuestas enlas cinco unidades
productivas, se evidencié la posible presencia de Tri-
choderma sp., en 3 delas trampas sembradas en suelo,
dada la aparicion del crecimiento de algunas colonias
aterciopeladas de color blanco verdoso que se tornaba
verde oliva con el tiempo, caracteristica macroscopica
descrita por Arias y Pifieros en el 2008. Adicionalmente,
estas muestras fueron observadas bajo microscopio en
objetivo de 40x (Foto 1). Estructura de hongo encontrado
en la unidad productiva de cacao y que morfoldgica-
mente corresponde a Trichoderma sp.
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Foto 1. Raspado en fresco sobre estructura de hongo que posiblemente
corresponde a Trichoderma observada con objetivo de 40x (fuente: autores,
2014).

Para el montaje de la muestra en el microscopio se
empleo la técnica de la cinta pegante.

Técnica de la cinta pegante para
identificacion microscopica de hongos

Para la identificacion microscopica de la posible
presencia de Trichoderma sp., en las muestras sembra-
das de cada una de las unidades productivas agricolas,
se realizo la técnica de la cinta pegante siguiendo el

procedimiento descrito en el Manual de fundamentos
de microbiologia (Escobar, 2005).

Diluciones seriadas en base 10

Las muestras de suelo obtenidas de cada una de
las unidades productivas agricolas, fueron de aproxi-
madamente 500 gramos; estas se analizaron en el La-
boratorio de Ciencias Basicas del Centro de Formacion
Agroindustrial La Angostura. Se efectuaron 3 diluciones
seriadas enbase 10, tomando 10 g de suelo previamente
homogenizadoy adicionado en 90 mL de solucion salina
estéril, obteniendo la dilucion 107"y asi sucesivamente
hasta obtener la dilucion 10%; de cada una de estas dilu-
ciones setomd 1 mL, que se sembro en profundidad en
agar papa dextrosa (PDA) y se incubd a 25 °C durante 5
dias. Se utilizaron otros medios de cultivo para siembra,
tales como Rosa de Bengala y Sabouraud, sembrando
en superficie 0,1 mL de las diluciones 10"y 102

De acuerdo a los resultados obtenidos, empleando
la técnica de siembra por profundidad, no se evidencié
el crecimiento del hongo en ninguna de las cajas, posi-
blemente por contaminacion de la muestraen campo o
en laboratorio, o porque las condiciones de siembra en
el medio de cultivo, muy probablemente no resultaron
ser favorables.

Después de constatar la estructura macroscopicay
microscopica del hongo, se procedié a realizar la prueba
de pureza para comenzar a aislar el hongo de interés.

Prueba de pureza

Se identifico la posible presencia de Trichoderma
sp., procedente de la plantacién de pasifloras, corres-
pondiente a la dilucién 10", en medio de cultivo PDA.
Para confirmar la posible presencia de Trichoderma sp.,
setomo una muestra de la caja del medio de cultivo PDA,
se sembro por puncion en agar Rosa de Bengala y se
incubd a 25 °C de 5 a 7 dias (Foto 2). Prueba de pureza
para identificacion de caracteristicas macroscopicas
del género Trichoderma sp.




Carolina Avila Cubillos - Marfa Goretti Ramirez - Rodolfo Lizcano Toledo

Foto 2. Prueba de pureza paraidentificacion de caracteristicas macroscopicas
del género Trichoderma sp. (fuente: autores, 2014).

Adicionalmente, con la siembra en superficie de las
diluciones 10"y 102 se obtuvo crecimiento de otros
hongos que, de acuerdo a la estructura morfoldgica
observada en las cajas de petri y bajo el microscopio,
pueden corresponder a diferentes especies dentro de
los géneros: Aspergillus, Penicillium, Mucor y Fusarium
(Ariasy Pifieros, 2008). El mayor crecimiento de colonias
de hongos ha sido observado sobre el medio de cultivo
Rosa de Bengala, en las muestras correspondientes a
las unidades productivas de citricos y policultivo.

Granulos o terrones de suelo

Para estatécnica se utilizaron los medios de cultivo
Rosa de Bengala y PDA, en cada uno de ellos se sem-
braron 16 granulos de suelo de aproximadamente 0,5
cm de diametro, conformando una matriz de 4 filas x 4
columnas, se incubaron a 25 °C de 5 a 7 dias.

Mediante esta técnica se observo el crecimiento

de colonias de diferentes hongos, notandose la posible
presencia de Trichoderma (de acuerdo a sus caracte-
risticas macroscopicas de colonia aterciopelada, radia-
da de color blanco verdoso) en las muestras de suelo

de las cinco unidades productivas y especialmente en
los granulos sembrados en medio de cultivo Rosa de
Bengala, procedentes de la unidad productiva de pasi-
floras. Estos granulos se rodearon inicialmente de un
colorblanco que posteriormente fue tornandose en una
masa algodonosa de color verde oliva, caracteristico
del género Trichoderma. Ver foto 3. Granulos de suelo
de la unidad productiva de pasifloras con evidencia de
posible crecimiento de Trichoderma.

Foto 3. Granulos de suelo de la unidad productiva de pasifloras con evidencia
de posible crecimiento de Trichoderma con estructura algodonosa y colo-
racion verde oliva (fuente: autores, 2014).

Conclusiones

® [ ametodologiadeterrones o granulos de suelo per-
miti6 apreciar las caracteristicas macroscopicas
del hongo de interés en un periodo de tiempo mas
corto y con colonias mejor formadas.

® | as posibles colonias de Trichoderma se eviden-
ciaron mas claramente en medio de cultivo Rosa
de Bengala.

Recomendaciones
® Paraaislarmasrapidamente el hongo, es necesario
tomar la muestra de suelo en terrones y sembrar
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en pequenas porciones sobre el medio de cultivo;
de preferencia agar Rosa de Bengala.

® [Enesteensayo se sembraron 16 terrones por cada
caja, se hace necesario disminuir esta cantidad para
garantizar el espacio suficiente para el crecimiento
de los hongos.

® Realizar la siembra en superficie sobre los medios
de cultivo, ya que este hongo crece mejor en am-
bientes aerobios.

® Dentro de los medios de cultivo empleados, se
encontré mejor selectividad utilizando Rosa de
Bengala.

® Realizar pruebas de biologia molecular alas mues-
tras obtenidas, con el propdsito de identificar las
especies nativas del Centro de Formacion.

® Aplicarlametodologia detrampas dearrozytomade
muestra de suelo para aislamiento de Trichoderma
en zona de bosque y madera en descomposicion.
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