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Resumen

El objetivo del trabajo fue la produccion artesanal de
Trichoderma spp. para su posible aplicacion en el
control bioldgico sostenible en huertas de zonas
urbanas y suburbanas del distrito de Encarnacion y
Capitdn Miranda, Itapla, afio 2021. Tuvo enfoque
cuantitativo con disefio no experimental de caracter
descriptivo. Se evaluaron parcelas de huertas
familiares considerando caracteristicas del ambiente
y espacios temporales para la ejecucién de las
acciones. El muestreo de hongos consider6 su
aislamiento y para la siembra se prepararon medios
de cultivo PDA. Trichoderma posee tres tipos de
propagulos: hifas, clamidosporas y conidios; los dos
Gltimos son los mas estables, motivo por el cual para
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la determinacion de la viabilidad se evalud la
germinacién de conidios, obteniendo valores
adecuados. El sustrato (marlo) es apto para la
obtencién de suspensiones de conidios en
concentraciones adecuadas para ser utilizadas en
aplicaciones de campo. El contenido de abonos
organicos en suelo favorece el desarrollo del hongo,
situacion que se observoé en la huerta del distrito de
Capitdn Miranda. La versatilidad de crecimiento y
las bondades que presentan las cepas de Trichoderma
spp. han hecho posible su utilizacién para la
elaboracion de  productos  biocontroladores
fitopatégenos.

Palabras clave: Trichoderma spp. Control
biologico. Sustrato.
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Abstract

The objective of the study was the artisanal
production of Trichoderma spp. for its potential
application in sustainable biological control in urban
and sub-urban gardens in the district of Encarnacion
and Capitan Miranda, ItapUa during the year 2021.
The descriptive study developed a quantitative
approach with a non-experimental. Local people
garden plots were evaluated considering
characteristics of the environment and temporary
spaces for the execution of the actions. The sampling
of fungi was considered for the isolation and PDA
culture media were prepared for sowing.
Trichoderma has three types of propagules: hyphae,
chlamydospores and conidia; the last two are the
most stable, which is why conidia germination was
evaluated to determine viability, obtaining
satisfactory values. The substrate is suitable to
generate suspensions of conidia in acceptable
concentrations to be used in field applications. The
content of organic fertilizers in soil favors the
development of the fungus, a condition that was
observed in the gardens of the district of Capitan
Miranda. The versatility of growth and the benefits
that the strains of Trichoderma spp. have made
promising its use to make phytopathogenic
biocontrol products.

Keywords: Trichoderma spp. Biological control.
Substrate.

Introduccion

El género Trichoderma spp. es un hongo
cosmopolita, habitante natural del suelo con
abundante materia organica y altas densidades de
raices, que también se puede encontrar asociado a la
superficie de plantas (Aceves y Sanchez, 2005;
Norte, 2007; Affokpon et al., 2011; Flores et al.,
2018) y cortezas de madera descompuesta. Las
especies de este género son de gran interés agricola
(horticultura) debido a las caracteristicas antagénicas
que presentan frente a hongos fitopatogenos
(Gilchrist et al., 2005; Garcia et al., 2006; Affokpon
et al., 2011; Castellano et al., 2011).

Se conoce que aproximadamente el 90 % de los
actuales micoplaguicidas para biocontrol de hongos
fitopatogenos tiene como principio activo las esporas
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(conidios y clamidiosporas) de Trichoderma spp.
(Flores et al., 2018). La produccion de este agente se
realiza mediante diferentes métodos, entre ellos los
artesanales (Sandoval, 2020). Uno de los sustratos
maés utilizados para la produccién de Trichoderma
spp. es el arroz, también se reproduce en cebada,
amaranto, quinua, maiz y otros (Agamez, 2008;
Ldpez et al.; 2011, Sivila y Susana, 2013; Martinez
etal. 2013; Valdez, 2014; Vallejo, 2014; Flores et al.,
2018). Las bondades como agente de control
dependen maés de las cepas de Trichoderma; que de
la especie (Navazollah y Navid, 2008; Jiménez y
Pantoja, 2012). La produccién artesanal de
biopreparados fungicos, para control bioldgico de
plagas, aun no se aborda profundamente. El objetivo
de este trabajo fue la produccién artesanal de
Trichoderma spp. para su posible aplicacién en el
control biolégico en huertas de zonas urbanas y sub
urbanas del distrito de Encarnacién y Capitan
Miranda, Itapua, afio 2021.

Materiales y métodos
Muestreo de hongos

Para la siembra de las muestras fueron preparados
medios de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar). Se
pesé el PDA deshidratado, posteriormente fue
agregado en un matraz de 500 mL con agua destilada,
luego se procedid a la esterilizacion del mismo en
autoclave durante 15 minutos a 121°C. Se dejo
enfriar  hasta aproximadamente  30°C, el
Cloranfenicol fue afiadido como antibiético para
evitar el crecimiento de bacterias contaminantes. Se
vacid la suspension en placas de Petri en la campana
de flujo laminar con los cuidados necesarios para
evitar la contaminacion. El medio de cultivo reposd
hasta solidificar. A partir de raices de chia (Salvia
hispanica L), en el estudio (Albrecht, 2019) de la
diversidad micol6gica asociado a este cultivo, se
identificO el hongo en estudio. Se cortaron en
pequefias porciones de la misma, que fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2,5% y
enjuagadas con agua estéril, luego se depositaron en
placas de Petri con PDA (papa dextrosa agar) y se
incubaron a una temperatura de 25+2°C durante 5-7
dias.
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Purificacion

El proceso de purificacion partio de un solo conidio,
porque la finalidad de la aplicacion del método se
asocié a evitar la mezcla de cepas. Se toc6 con un
ansa flameado la masa de conidios, logrando asi que
varios de ellos se adhieran al material utilizado. Las
muestras fueron desprendidas del ansa utilizando
entre 4 y 6 gotas agua destilada estéril, para ser
depositadas en el medio de cultivo PDA contenido
en una placa de Petri. La eleccion del conidio
germinado concluyé con el traslado del mismo a una
placa de Petri para la incubacion a 24 °C durante 10
dias (Castellano, Jara, & Mosquera, 2011).

Preparacion de sustrato

Segun técnica de Benites (2013) se triturd el sustrato
(marlo) hasta obtener particulas de 5mm de didmetro,
se esteriliz6 200 gramos en bolsas individuales de
polipropileno esterilizable con autoclave (121°C,
latm por 15 min.). Posteriormente, a la temperatura
ambiente, se le agreg6é 40mL de agua destilada de tal
forma que el sustrato quedd himedo. Se procedi6 a
la inoculacién del sustrato esterilizado con 20 mL de
Trichoderma spp, para lo cual se utiliz6 una jeringa
esterilizada, mechero, colocando un muelle o un
callo para facilitar el manejo del medio de cultivo
donde se aplico y distribuy6 en un total de 20 bolsas.
Se dejaron incubar por 7 dias, agitando diariamente
a partir de las 72 horas para oxigenarlas, alternando
periodos de luz y oscuridad. Trascurrido este tiempo,
se procedid a la aplicacion del sustrato en huertas de
zonas urbanas y sub urbanas del distrito de
Encarnacion y Capitan Miranda.

Calculo de la concentracion del inoculo

Un paso fundamental es colocar las esporas del
hongo en agua, se debe raspar los cultivos del hongo
en las placas y mezclar este raspado con un volumen
conocido de agua destilada. Una vez homogeneizada,
la suspension se filtra a través de una malla o gasa
para eliminar el agar o restos de micelio que podrian
obstruir el paso de la suspension a través del aspersor
durante la inoculacién, y se lleva a un volumen
conocido. Paso a seguir, tomar una gota con una
pipeta Pasteur y colocarla en el centro de la camara
de Neubauer; enseguida colocar el cubreobjetos
cuidando que no queden burbujas y que la gota no se
derrame ni se salga de los campos de conteo. Esto
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darfa un dato erréneo, ya que el excedente arrastraria
las esporas. La camara consta de dos campos de
conteo, cada uno con nueve cuadros que, a su vez,
estan divididos en cuadros mas pequefios. Tanto los
cuadros grandes como los pequefios tienen
dimensiones conocidas, de tal modo que por medio
de formulas se puede obtener el nimero de esporas
por mL (Gilchrist, y otros, 2005).

Figura 1.
Cuadro de conteo

°
°
B
B
i

Cuadro de conteo

El campo de conteo que se debe utilizar depende del
tamafio de los conidios del hongo con el que se esté
trabajando. Si éstos son grandes, lo mas conveniente
es contar en los cuatro cuadros de las esquinas (A, B,
C, D) méas el cuadro del centro (E). El conteo se repite
por lo menos seis veces y se saca un promedio
(Gilchrist, y otros, 2005). Con los datos obtenidos, se
calcula un valor de la media; éste se multiplica por
una constante que depende de la camara que se
utilice. De ese producto se obtendra la concentracion
en conidios/mL. La concentraciéon corresponde a la
de la suspensidn inicial. Cuando se desea calcular
una diluciéon determinada, se aplica la férmula
siguiente:

Clvi=C2V2
Donde:
C1 = Concentracion inicial (conocida en el conteo)
V1 =Volumen inicial (establecido arbitrariamente al
preparar el in6culo)
C2 = Concentracion final deseada (segun el estudio

a realizar)
V2 = Volumen final (desconocido)
Despejando:
_ GxWy
2 = C—2

Recuento de colonias
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Seleccionar las placas que presentan menos de 150
colonias, al nivel de dos diluciones sucesivas. Contar
las colonias de las placas seleccionadas. Calcular el
nimero de Unidades Formadoras de Colonias por
gramo o mililitro, segin la siguiente expresién:
xC
N e
V(n, +0,1n,)d

N: Numero de Unidades formadoras de Colonia por
gramo o mililitro
XC: Suma de todas las colonias contadas en todas las
placas retenidas de dos diluciones sucesivas.
V: Volumen del in6culo aplicado a cada placa, en

PUNTO 2 DE MUESTREO - ENCARNACION

Aria NAGIONAL 2002
" Pro

EARAMETROS CARTOGRAFICOS
PROYEGTIEN: UTM
e e
Geoogzino MuNDAL
WGS:1984 2oNa 21 J Sur

mililitros. Figura 4.

ny: NOmero de placas retenidas en la primera Punto de muestreo en Capitan Miranda
dilucion

n,: Numero de placas retenidas en la segunda PUNTD DE MUESTRED CAPITAN MIRANDA

dilucién

d: Nivel de dilucién correspondiente a la primera
dilucién retenida (Covacevich & Consolo, 2014).
Descripcion del area de investigacion

FuenTE:
CARTOGRAFIA NACIONAL 2002
GagaLs EARTH PRO

Los ensayos se realizaron en las localidades de
Capitadn Miranda y Encarnacién, que se caracterizan
por suelos arcillosos (Quifibnez Vera , 2019) ,
temperatura y humedad promedio de 29 °C y 60%
(Direccidén de Meteorologia e Hidrologia, 2020).

WS 1 9BA ZONA 2) J Bun
Rerene
DEPARTAMENTO DE ITAPUA

DISTRITO DE CAPITAN MIRANDA

7'13.809's
:55° 47.313°0

Figura 2. Inoculacion de suelo
Punto de muestreo 1 en Encarnacion Para cada unidad experimental se utiliz6 parcelas de
3m de largo por 1,5m de ancho, (4,5 m2). La
PUNTD 1 DE MUESTRED - ENCARNACION aplicacion del sustrato inoculado en suelos sin

cultivos, se realiz6 en surcos de 5¢cm de profundidad
con una distancia entre los mismos de 15cm,
utilizando una dosis ajustada a una concentracién de
conidios de 1,1x10” UFC. Segun Avila et al (2017)
con la aplicacion de Trichoderma harziarum de
concentraciones mayores de 6 y 8x10%° UFC en pre-
siembra se obtuvo menor incidencia de plantas
enfermas.

Transcurrido los 45 dias después de la aplicacion del
sustrato inoculado en las parcelas se realizd el
recuento de unidades formadoras de colonias por
mililitro.

Se procedio a extraer muestras de suelo con una pala
Figura 3. limpia, a una profundidad de 10-20 cm de la zona
Punto de muestreo 2 en Encarnacion inoculada de aproximadamente 500 g, las que fueron

depositadas en un recipiente plastico, etiquetados

debidamente para su respectivo procesamiento.
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Una vez colectadas las muestras, se homogeneiz6 10
g de suelo en 90 mL de agua destilada estéril y se
agitaron por 30 minutos, posteriormente se extrajo
una alicuota de 1mL diluyendo en un tubo de ensayo
con 9 mL de agua destilada estéril. Se tom6 1 mL de
la dilucion y fue depositada en el medio de cultivo
selectivo para Trichoderma spp. Se incub6 a
temperatura ambiente (aproximadamente 1 semana)
hasta que se observé el desarrollo de colonias
fangicas de color verdoso, luego se transfiri6
(axénicamente) las colonias presentes a medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), hasta su
esporulacién, aproximadamente 5-8 diasa 22 + 4 °C.
Y se realizé el recuento (UFC/mL).

Resultados y discusion

Aislamiento y crecimiento de Trichoderma spp en
medio de cultivo PDA.

Figura 5.
NUmero de conidios

Nimero de conidios en placas
6520000

6500 co0 6350000 6500200

) 6 100000

5500200

500200

A partir de los cultivos aislados y purificados
obtenidos de la raiz de chia (Salvia hispanica L) se
obtuvo un promedio de 6105000 conidios por mL,
notandose su crecimiento en las placas de Petri que
evidencia su facil desarrollo en medios de cultivo que
pueden ser utilizados como fuente de inoculo para su
masificacion (Sandoval & Belesansky, 2020).

Conidios Viables
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Figura 6.
Unidades formadoras de Colonias viables en 20 bolsas de
sustrato inoculado

Unidades Formadoras de Colonias Viables en 20 bolsas de Sustrato Inoculado
130 10

%8 58 s
s
I o6 86
o4

Las unidades formadoras de colonias viables (UFC)
de un total de 20 bolsas analizadas, las bolsas nimero
1 y 14 presentaron crecimiento en un valor de
1,1x10" UFC/mL, siendo estas las de mayor
crecimiento en sustrato (marlo) inoculado, mientras
que en las bolsas nimero 5, 6 y 7 presentaron menor
crecimiento. El marlo reline las condiciones para la
obtencion de concentraciones de conidios adecuadas
paraser utilizadas en aplicaciones de campo (Cooney
etal., 1997; Nugra, 2018).

Figura 7.
UFC/mL (células viables) de Trichoderma spp. en suelos
inoculados

UFC/ml (celulas viables) de trichoderma sp. en suelos inoculados

Se observa que después de 45 dias de la aplicacion
en suelo del sustrato inoculado se evidencia la
cantidad de Trichoderma spp. con mayor valor en la
muestra 1 situado en el distrito de Capitan Miranda
5.10° UFC/mL, seguido por la muestra 2 de la parcela
perteneciente al distrito de Encarnacion — Cuatro
Potrero con un valor de 4. 10° UFC/mL
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Conclusién

A causa de que los conidios son uno de los
propagulos mas estables del Trichoderma spp en la
determinacion de su viabilidad se midié la
germinacion, en la cual se pudo evidenciar que el
promedio obtenido de la concentracion 6105000
conidios por mL, fue el adecuado, a partir de los
cultivos aislados y purificados obtenidos de la raiz de
chia (Salvia hispanica L).

El sustrato de maiz (marlo) se considera apto para el
desarrollo del hongo, debido a un favorable resultado
en el crecimiento de Trichoderma spp con valor de
1,1x10” UFC/mL.

Luego de 45 dias de la aplicacion del inoculo con el
sustrato (marlo) se observd una importante
colonizacién del hongo en el suelo, la concentracion
del mismo para la parcela del distrito de Capitan
Miranda fue de 5.10° UFC/mL.

Es importante la utilizacion de cepas nativas que ya
estan adaptadas a las condiciones edafoclimaticas y
edafoldgicas de la regién, por lo que el crecimiento
en el sustrato y su proliferacion en el suelo hacen que
sea factible su produccion artesanal.
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