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RESUMEN

ABSTRACT

Se ejecuté un trabajo en el Centro Bioplantas de la Universidad de
Ciego de Avila con el objetivo de seleccionar un medio de cultivo
para el aislamiento de Trichoderma spp. que permitiera procesar un
alto volumen de muestras, asi como conocer las especies presentes
en los suelos de la Empresa de Pifia, en Ciego de Avila. Se tomaron
muestras de la parte bioactiva del suelo, se trasladaron al laborato-
rio para procesarlas hasta obtener diluciones que se depositaron en
placas que contenian los medios de cultivo agar-agua, agar-papa-
dextrosa, paja de arroz, aserrin de casuarina y bagazo de cafia. Las
placas se incubaron durante 72 h a 25°C y total oscuridad, para su
posterior aislamiento e identificacion a nivel de género y especie,
ademas de realizar la correspondiente prueba de patogenicidad. Se
comprobd que el sustrato natural de paja de arroz resulté el mejor
entre los medios probados para el aislamiento de Trichoderma spp.,
con poca contaminacion y buen nivel de colonizacién. Se determiné
que en las areas dedicadas a la produccion de esta fruta se encuen-
tran presentes las especies Trichoderma viride Pers.:Fr., Trichoderm
atroviride Bissett, Trichoderma aureoviride Rifai, las cuales no son
patégenas al cultivo. Este trabajo constituye el primer informe de la
presencia de T. atroviride y T. aureoviride en el pais.

Palabras clave: medios de cultivo, método de aislamiento, Trichoderma
viride, Trichoderma atroviride, Trichoderma aureoviride

With the objective of selecting a culture media for the isolation of
Trichoderma spp., that allow the processing a high volume of samples,
as well as to know the species present in the soils of Pineapple
Enterprise in Ciego de Avila, was carried up a work at Bioplants
Center in Ciego de Avila University. Samples from the bioactive part of
the soil were taken to laboratory and processed to obtain dilutions;
they were then placed on Petri dishes that contained culture media
water-agar, potato-agar-dextrose, rice straw, casuarina sawdust and
sugar cane bagasse. The plates were incubating for 72 h to 25°C and
a complete darkness, for its next isolation and identification to a
genus and species level, and also to do the corresponding pathogenic
test. It was proved that the natural substratum of rice straw was the
best among all the tested media for the isolation of Trichoderma spp.,
with a slight contamination and a good colonization level. It was
determined that Trichoderma viride, Pers. Fr, Trichoderma atroviride
Bissett and Trichoderma aureoviride Rifai are present in areas
dedicated to pineapple production, which are not pathogens to this
fruit plants. This work is the first information about T. atroviride and T.
aureoviride in the country.

Key words: cultura media, isolation method, Trichoderma viride,
Trichoderma atroviride, Trichoderma aureoviride

INTRODUCCION

La pina (Ananas comosus (L.) Merr.) constituye uno
de los cultivos de mayor importancia para la provincia
de Ciego de Avila, primer productor de esta fruta en el
pais. Esta region realiza grandes esfuerzos por lograr
un desarrollo sostenible en este cultivo, por lo que se
trabaja en la busqueda de estrategias mas sanas para
enfrentar y resolver la problematica del control de en-
fermedades causadas por patégenos fungicos, donde el
biocontrol, mediante la utilizacién de hongos antago-
nistas, crea una oportunidad favorable y confiable.

El género Trichoderma se caracteriza por agrupar espe-
cies de gran eficiencia como antagonista de hongos del
suelo de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pytium,
Phytophthora y Fusarium [Stefanova et al., 1999]. Den-
tro de ellos se encuentran especies fitopatéogenas muy
daninas para este cultivo, tales como Phytophthora
nicotianae Van Breda de Haan, Rhizoctonia solani Kuhn,
Fusarium subglutinans (Wollen & Reinking) Nelson,
Toussonn & Marasas [Hernandez et al., 2000; Hernandez

etal.,2002].
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Es por ello que la introducciéon de especies de
Trichoderma en el manejo integrado de enfermedades
de la pina puede satisfacer en gran medida la solucién
de los problemas actuales. Los objetivos de este traba-
joradican en la bisqueda de un medio de cultivo id6-
neo que permita la realizacion de aislamientos de estas
especies e identificar aquellas que se encuentren pre-
sentes en los suelos dedicados a este cultivo en la Em-

presa de Piiia de Ciego de Avila.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se ejecut6 en los laboratorios de Mejora-
miento Genético del Centro de Bioplantas de la Uni-
versidad de Ciego de Avila y el Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal —ambos de esta provincia—, el La-
boratorio de Micologia del Instituto de Ecologia y Sis-
tematica (IES) del CITMA, en Ciudad de La Habana,

asi como en la Empresa de Pina del territorio avileno.

Se realizaron siete muestreos de suelo a diferentes areas
de produccién del cultivo con suelo ferralitico rojo. Se
tomaron 24 muestras de la parte bioactiva —primeros
10 cm— y distribuidas de forma representativa segiun
cuatro puntos del campo y una zona central. La porcién
de suelo se colocé en bolsas de polietileno que se trasla-
daron allaboratorio para su posterior procesamiento, y
para su conservacién se humedecieron ligeramente a fin
de mantener viables los microorganismos presentes.

Luego de su homogenizacién, las muestras se tritura-
ron finamente con las manos y se tamizaron por una
malla de 1 mm, con el objetivo de eliminar restos vege-
tales y demas elementos. Posteriormente se tomaron
10 g de suelo y se afiadieron a 100 mL de agua destilada
estéril, de donde se obtuvo una solucién madre, de la
cual se realizaron tres diluciones de 10,102 y 107, de
acuerdo con las metodologias para el aislamiento de
hongos fitopatégenos del suelo de Fernandez (1998). A
partir de las diluciones se tomaron 2 mL de cada una
de las concentraciones, se vertieron sobre diferentes
medios de cultivo y sustratos naturales como agar-
papa-dextrosa (PDA), agar-agua (WA), aserrin de
casuarina, paja de arroz y bagazo de cana, con el obje-
tivo de determinar el medio 6ptimo y més sencillo para
aislar este hongo.

Cada medio y sustrato se replic6 de forma indepen-
diente tres veces para un total de 12 placas por
muestreo. Estas se incubaron a 25°C y se revisaron a
los tres, cinco y siete dias, en los que se contabilizé el
total de las colonias de especies de Trichoderma. Luego
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se realiz6 su transferencia a cufias de agar-papa-dex-
trosa, luego de una confirmacién de la presencia del
género mediante preparaciones fijas observadas bajo
microscopio 6ptico con un objetivo de 40X, para con-
frontar y definir las caracteristicas morfolégicas a este
nivel, segin los clasificadores de Barnett y Barry (1972)
y Alexopoulos y Mimms (1979). Se realiz6 ademas un
conteo de colonias no pertenecientes al género en cues-
tién, y se establecié un rango de contaminacién me-
diante una escala donde se calificé de bajo (contamina-
cién < 5 colonias), medio (contaminacién entre 6-10
colonias) y alta (contaminacién > 11 colonias).

Los datos de los conteos de nimero de aislados y el
rango de colonias contaminantes observados por pla-
cas se procesaron mediante analisis estadistico, a tra-
vés de la prueba de U de Mann-Whitney para mues-
tras no paramétricas, segun Sydney (1987), con el
objetivo de conocer las diferencias estadisticas entre
los medios y sustratos naturales empleados en los ais-
lamientos, y determinar el mejor con sus correspon-
diente prueba de significacion.

Enla determinacion de las especies se emplearon las cla-
ves taxonémicas de Rifai (1969) y Bissett (1991) me-
diante el procedimiento tradicional que se sigue en estos
casos. Esta parte del trabajo se ejecuté en el Laborato-
rio de Micologia del Instituto de Ecologia y Sistematica

(IES) del CITMA, en Ciudad de La Habana.

Los aislamientos de las especies de Trichoderma se so-
metieron a una prueba de patogenicidad sobre las
vitroplantas de pifia (grupo Cayena lisa, hibrido MD ),
para la cual se tomaron 40 en total, 10 para tratarlas
segun especies aisladas y un testigo sin tratamiento
como comparacion. Las plantulas por tratar se inocu-
laron mediante inmersién en una suspension de espo-
ras a concentracién de 10° durante 3 min, luego de
punzarlas con una aguja estéril en su parte basal. Pos-
teriormente se incubaron en cimara himeda a 25°C con
un régimen de luz/oscuridad de 8-16 h durante 25 dias.
Se revisaron mediante un microscopio estereoscopio
cada 72 h para detectar la existencia o no de sintomas
de afectacién, tales como clorosis, pudriciones y
decoloraciones, y verificar la acciéon patogénica de estas
especies sobre las vitroplantas de pifa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa que el medio de cultivo agar-
papa-dextrosa (PDA) es un medio que ofrece niveles
aceptables para el crecimiento y desarrollo de los hon-
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gos, pero que muestra inconvenientes para realizar ais-
lamientos por su facil contaminacién con bacterias y
otros microorganismos saprofitos de no emplearse
antibiéticos. En este medio se logr6 obtener un nime-
ro total de 64 aislamientos, pero en su gran mayoria
altamente contaminados con bacterias y otros hongos
de los géneros Aspergillus spp. y Penicilium spp. La
contaminacién en este medio se clasificé segiin la escala
establecida en una categoria de nivel alto (mayor de 11
colonias por placa). En agar-agua no se observaron cre-
cimientos de Trichoderma, pero al igual que en PDA, si
se observé un alto nivel de contaminacién; sin embar-

go, en paja de arroz se obtuvo un nimero de 228 ais-
lamientos del total de muestras analizadas, con ni-
veles de contaminacion entre 0 y 2 colonias por pla-
ca. Se observ6 ademas un rapido crecimiento para
estas especies, las cuales ejercen una accién antagé-
nica y proporcionan la inhibicién de los contaminan-
tes, lo que permite en tiempo breve —de tres a cinco
dias—realizar el aislamiento de estas colonias y trans-
ferirlas a tubos. Los restantes sustratos como baga-
zo de cafia y aserrin de casuarina no presentaron cre-
cimiento de ningin microorganismo durante el
periodo evaluado.

Tabla 1. Namero de aislamientos de especies de Trichoderma y rango de colonias

contaminantes presentes en los diferentes medios de cultivos y sustratos empleados

Medios de cultivos
Muestreo Muestra PDA Agar Paja de arroz Aserrin Bagazo
No. No. No. No. No. No. No. | No. No. | No.
cont. aisl. | cont. | aisl. | cont. | aisl. |cont.| aisl. | cont. | aisl.
M; alto 0 alto 0 bajo 3 - - - -
M, alto 0 alto 0 bajo 2 - — - —
1 M; alto 0 alto 0 bajo 3 - - - -
M, alto 0 alto 0 bajo 3 - - - -
M; alto 0 alto 0 bajo 3 - - - -
M; alto 1 alto 0 bajo 6 - - - -
2 M; alto 1 alto 0 bajo 8 - - - -
M; alto 1 alto 0 0 12 — — — —
M, alto 2 alto 0 bajo 6 - - - -
3 M, alto 2 alto 0 bajo 6 - - - -
M; alto 1 alto 0 bajo 9 - - - -
M; alto 2 alto 0 0 11 - - - -
M; alto 0 alto 0 bajo 6 - - - -
4 M; alto 2 alto 0 bajo 6 - - - -
M, alto 1 alto 0 bajo 8 - - - -
M; alto 2 alto 0 bajo 6 - - - -
M, alto 1 alto 0 0 12 — — — —
5 M; alto 0 alto 0 Bajo 6 - - - -
M; 0 10 alto 0 0 10 - - - -
6 M; alto 1 alto 0 0 11 - - - -
M, 0 alto 0 0 12 - - - -
M, alto alto 0 bajo 31 - - - —
1 M; alto 5 alto 0 bajo 30 - - - -
M; bajo 21 alto 0 bajo 18 - - - -
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El anterior comportamiento de las especies de
Trichoderma tiene explicaciéon por la alta capacidad
celulolitica. Estos hongos contienen cuatro grandes
celulasas (1,4 B-D glucan celobiohidrolasas CBHI y
CBHII, endo-1,4-3 D-glucanasa EGI y EGII) [Seibotht
etal.,1997]. También se plantea que las especies de este
género producen, de forma eficiente, muchas enzimas
extracelulares, con buena capacidad celulolitica y de
conjunto con otras que degradan polisacaridos comple-
jos [Harman, 2003], aspectos que justifican los resul-
tados en paja de arroz; sin embargo, el comportamien-
to de estas especies en bagazo de cafia y aserrin de
casuarina difieren del anterior sustrato, a pesar de la
capacidad de degradacion de la celulosa que tienen es-
tas especies, aunque en el caso del aserrin de casuarina
puede tener relacién con la existencia de sustancias
resinosas de efecto antifingico, como ocurre con las

especies de Pinus cartbea Morelet, cuyas cortezas po-
seen diferentes compuestos biolégicamente activos que
en ocasiones constituyen modelos para la formulacién
de farmacos, venenos e insecticidas [Delle, 1997, citado
por Vargas, 2002], asi como el contener flavan-3-ols, que
le proporciona accién antiftingica, aspecto pocas veces
demostrado, pero asociado a la oxidacién fendlica

[Feutch & Treutter, 1999; citado por Vargas, 2002].

La Tabla 2 muestra el resultado estadistico de la com-
paracion de los medios de cultivo: agar-papa-dextrosa
(V1), paja de arroz (V2), agar-agua (V3); no se inclu-
yen los sustratos aserrin de casuarina y bagazo de cafia
porque no presentaron crecimiento de colonias de
Trichoderma. Se encontré que existen diferencias signi-
ficativas entre V1 y V2, lo que demuestra un mayor
numero de aislamientos con un bajo nivel de contami-
nacién en comparacién con agar-papa-dextrosa.

Tabla 2. Analisis comparativo del nimero de aislamientos y rango

de contaminacion en los diferentes medios de cultivo y sustratos empleados

mediante prueba de contraste

Estadigrafo ViyV2 V1y V3 V2y V3
U de Mann Whitney 32,000 264,000 000
W de Wilcoxon 332,000 564,000 300,000
Z —5,832 -1,429 —6,629
Sig. asintét. (bilateral) 000 153 000

Ademais de los resultados anteriores, los cuales demues-
tran las ventajas de la utilizacién de la paja de arroz
como sustrato por la buena germinacion para las espe-
cies de Trichoderma y la poca contaminacién de otros
microorganismos que favorecen la no utilizacién de
antibiéticos, se justifica la propuesta de este sustrato
por el aporte econémico, ya que es un subproducto de
desecho de la industria arrocera, de muy bajo costo.

Desde el punto de vista practico las observaciones reali-
zadas a las siembras en este sustrato demuestran
factibilidad para realizar los aislamientos, pues a partir
de los tres dias comienza la aparicién de colonias pun-
tuales de Trichoderma que se distinguen por su colora-
cion de verde musgo intenso —tonalidad que puede va-
riar en dependencia de las especies presentes—, y que
mediante la ayuda de un microscopio estereoscopio pue-
den transferirse a los tubos con agar-papa-dextrosa.

Se comprobé que los aislamientos obtenidos mediante
el procedimiento anterior se corresponden con especies
pertenecientes al género Trichoderma, las cuales se ca-
racterizaron por presentar conidiéforos hialinos,
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braqueados, no verticilados en fidlides simples o en gru-
pos, con la presencia de fialosporas hialinas, unicelulares,
ovoides. Todas estas caracteristicas coinciden con las
descritas para este género por Barnett y Barry (1972)
y Alexopoulus y Mimms (1979).

Del presente género se determinaron las especies
Trichoderma virtde Pers.:Fr., Trichoderma atroviride
Bissett, Trichoderma aureoviride Rifai, las cuales pre-
sentaron las siguientes caracteristicas:

T virtde. En medio de cultivo agar-papa-dextrosa pre-
sento colonias difusas y en forma de agregados que lle-
garon a cubrir la superficie del medio como una masa
compacta. Se observé un rapido crecimiento al cuarto
dia, con un micelio flocoso de tipo aracnoide, que al
reverso se distingue de color amarillo a pardo palido.
Almicroscopio 6ptico se distinguen hifas delgadas, de
paredes finas hialinas, septadas, con conidiéforos es-
trechos, erectos o flexuosos ramificados, septados,
fialidicos, con fialides dispuestas en verticilos
lageniformes a subuladas no muy ramificadas de 2-3
clamidosporas presentes en metarrizos hasta —5 mm
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de didametro, de abundante esporulacién, conidios
unicelulares, globosos a elipsoidales u oblongos, de pa-
redes delgadas hialinas, ornamentadas, que coinciden
con las descritas por Rifai (1969).

T atroviride. En medio agar-papa-dextrosa las colonias
mostraron un rapido crecimiento. En la observaciéon
microscépica (con objetivo de 40X) se apreciaron
clamidosporas de hasta 12 mm de diametro, conidios
subglobosos y lisos y mayormente de 2,5-4,2 x 2,2-3,6 mm,
que coinciden con los descripciones de Bissett (1991).
Los conidiéforos son similares a T. viride, ramificados,
flexuosos, con forma langeniforme y subulados, fialides
en verticilos. También este hongo se semeja mucho a T.
harzianum y se confunde facilmente, pero los conidios
del dltimo son significativamente mas pequefos y las
fialides diametralmente un poco mas cortas e infladas.
El micelio es blanquecino, conidiéforos ramificados fre-
cuentemente en pares, terminados en fialides de hasta
cinco verticilos y color reverso amarillo verdoso mas
intenso.

T. aureoviride. Las caracteristicas de esta especie en agar-
papa-dextrosa presenté colonias de abundante micelio y
al microscopio 6ptico (objetivo de 40X) se observaron
conidios lisos, obovoides, no ornamentos, fialides ligera-
mente ramificadas (3-5) y mas cortas de base ligera y
truncada, conidiéforos ligeramente mas estrechos que
T. viride y flexuosos. Esta descripcion coincide con los
criterios de Bissett (1991) para esta especie.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad com-
probaron que T. viride, T. atroviride y T.aureoviride no
son fitopatégenas pasadas las 72 h en las evaluaciones
realizadas. No se detectaron pudriciones en las
vitroplantas 96 h después de la inoculacién, asi como
ningin sintoma de amarillamiento; luego de transcurrir
10 dias se logré observar las colonias de Trichoderma spp.
en cada una de las punteaduras u orificios realizados
en el momento de la inoculacién. Esto puede resultar
ventajoso, pues garantiza la capacidad de protecciéon
ante cualquier otro fitopatégeno que pueda penetrar
por esta via. Se destaca que por mas de un mes las
vitroplantas se mantuvieron en condiciones de alta hu-
medad y temperaturas de 27°C sin observar dafio algu-
no, lo que demuestra que estas especies no son patogénas
para las vitroplantas de pina.

CONCLUSIONES

* El sustrato natural paja de arroz como medio de
cultivo permiti6 obtener 228 aislamientos de espe-
cies de Trichoderma, con bajo nivel de contamina-
cién, lo que demuestra que constituye un sustrato
promisorio para estos fines.

* Las especies T. virtde, T. atroviride y T. aeuroviride se
encuentran presentes en los suelos de la Empresa de
Piiia de Ciego de Avila, las cuales no resultan paté-
genas para el cultivo.
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