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Aislamiento de cepas de Trichoderma de suelos, sustratos y raices
de plantas en invernaderos en la Republica Dominicana®

Juan Moya, Socorro Garcia, Elpidio Avilés, Feliciano Andujar y Pedro Nunez

La produccién de vegetales eninvernaderos es una actividad de importancia econémica en la Republica Dominicana.
En el ano 2009 se dedicaron a esta actividad 294 hectareas. Los cultivos en agricultura bajo ambiente protegido
(invernaderos) presentan problemas de enfermedades radiculares causadas por hongos de suelo, las cuales
reducen los rendimientos. La mayoria de los productores manejan estos problemas con la aplicacién de plaguicidas
quimico-sintéticos. Esto provoca resistencia, contaminacion ambiental y toxicidad. Se ha propuesto la busqueda de
sistemas de manejo alternativos. Este estudio tiene como objetivo aislar cepas de Trichoderma en invernaderos,
con potencial antagonista en el control de hongos fitopatégenos radiculares. El estudio se realizé en el periodo julio
a septiembre del afio 2010, en cinco zonas productoras de vegetales en invernaderos de la Republica Dominicana.
Se aplicd un muestreo exploratorio no probabilistico, en 35 estructuras de invernaderos (siete por zona). Se
evaluaron 89 muestras (35 de suelos, 16 de sustratos y 38 de raices de plantas). Se prepararon diluciones seriadas
102y 10 en medio de cultivo PDA. El nimero de aislados (nimero de colonias) de Trichoderma fue evaluado ocho
dias después de la siembra y se identificaron las colonias en base a las caracteristicas morfologicas. Se aislaron
95 colonias con crecimiento caracteristico de Trichoderma, de las cuales 56 colonias provenian de estructuras bajo
ambiente protegido que no han utilizado productos con Trichoderma. La mayor cantidad de aislados se obtuvo en
las muestras de sustratos y raices. Se recomienda probar en laboratorio y estructuras bajo ambiente protegido la

efectividad antagonista de los aislados frente a hongos fitopatégenos radiculares.

Palabras clave: Estudio exploratorio, hongos antagonistas, control bioldgico

INTRODUCCION

La produccién de vegetales en estructuras bajo ambien-
te protegido (invernaderos) es una actividad econémi-
camente importante en la Republica Dominicana. En
el afio 2009, se dedicaron a esta actividad aproxima-
damente 294 hectareas, en esta area se obtuvo 53.5
millones de libras de vegetales de las cuales se exportd
34.2 millones, que generod ingresos de 31.6 millones de
ddlares. Los invernaderos estan localizados principal-
mente en los municipios de Constanza, Jarabacoa, San
José de Ocoa, Rancho Arriba y Villa Trina, y se dedican
esencialmente a la produccion ajies (Capsicum annuum
L.), tomates (Solanum lycopersicum L.) y pepinos (Cu-
cumis sativus L.), Promefrin (2010).

Los cultivos en invernaderos presentan problemas de
enfermedades radiculares causadas por hongos de sue-
lo, las cuales reducen los rendimientos y calidad de fru-
tos y, por tanto, disminuyen su capacidad competitiva y
su rentabilidad. La mayoria de los productores manejan
estos problemas con practicas culturales y la aplicacion
de plaguicidas quimico-sintéticos. Estos plaguicidas
pueden provocar riesgo de resistencia, contaminacion
ambiental y toxicidad, por esta razén, se busca la utili-
zacion de sistemas de controles alternativos, Garcia et

al. (2006). Adicionalmente, cada dia los mercados de
alimentos demandan la produccién de alimentos orga-
nicos, Ferrucci (2000) y Cummings et al. (2009). Entre
los sistemas de manejo o control esta disponible la utili-
zacion de microorganismos antagonistas para el control
de hongos patdgenos de suelo, herramienta importante
dentro del manejo de cultivos, Cook y Baker (1983).

Trichoderma es un género de hongos antagonistas efi-
caz en el manejo integrado de hongos fitopatégenos
en diversos cultivos, Stefanova (2007). Son hongos
asexuales (anamorfos) con especies genéticamente
vinculadas al género Hypocrea (teleomorfo). Estan pre-
sentes en el suelo, la raiz y el follaje de plantas, Samuels
(2004) y Samuels (2007). Han sido reportados como
eficientes micoparasitos en una amplia gama de pato-
genos, incluyendo Armillaria mellea Valh, Pythium spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia solani Kuhn, Chondros-
tereum purpureum Fr. Pouzar, Sclerotium rolfsii Sacc.
y Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., Cook y Baker
(1983). También, se ha reportado su eficiencia contra
Fusarium spp., Chet (1990), y contra Botrytis cinerea
Pers. y Sphaeroteca fuliginea Schlechtend que atacan
a nivel foliar, Harman (2000).
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El uso de cepas nativas de Trichoderma puede servir
para crear sistemas de manejo o control biolégico de
hongos fitopatdégenos que afectan principalmente el sis-
tema radicular de los cultivos. Estas cepas pueden estar
mejor adaptadas que las introducidas a las condiciones
agroecoldgicas locales, y por tanto, pueden ser mas
eficientes en el manejo de las plagas. Ademas, su uso
podria disminuir los costos de produccion, promover la
industria nacional y contribuir con el ahorro de divisas.

Esta investigacion se realizé con el objetivo de aislar
cepas de Trichoderma de suelos, sustratos y raices de
cultivos y malezas en invernaderos, con potencial anta-
gonista en el control de hongos fitopatégenos radicula-
res del suelo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 durante el periodo julio a septiembre
del afio 2010 en cinco zonas representativas del pais en
la produccién de vegetales en invernaderos. Las zonas
fueron Constanza, Jarabacoa, Moca (Villa Trina y Juan
Lépez), San José de Ocoa y La Vega (parte baja). En
Constanza se incluy6 invernaderos de las localidades:
El Valle, El Arroyaso, La Palma y Arroyo Arriba; en Ja-
rabacoa en las localidades: La Joya y La Quebrada; en
Moca en las comunidades: Los Guayuyos, Los Guayu-
yos Abajo y Jamao Afuera, pertenecientes a Villa Trina
y en El Pozo de la Palma, perteneciente a Juan Lopez;
en San José de Ocoa en las localidades: Sabana Larga,
Nizao y El Alambique; mientras que en la parte baja de
La Vega, en las comunidades: El Pinito y Pontén.

Para el estudio, se realiz6 un muestreo exploratorio no
probabilistico (Hernandez et al. 1998), en donde se eva-
luaron 35 estructuras de invernaderos (siete por zona).
Se exploraron 89 muestras (35 de suelos, 16 de sustra-
tos y 38 de raices de plantas) Tabla 1. Los criterios de
seleccién de los invernaderos fueron la accesibilidad, la
disponibilidad al momento de la visita y la autorizacion
de uso de su propietario.

Para obtener informaciones generales sobre el mane-
jo de los cultivos se entrevistaron a los encargados o
los propietarios de los invernaderos muestreados. Los

Tabla 1. Cantidad de invernaderos muestreados por zona

invernaderos fueron georeferenciados mediante siste-
ma de posicionamiento global (GPS). La localizacion se
presenta en la Figura 1.

Toma de muestras

Dentro de cada invernadero se tom6 una muestra de
suelo de aproximadamente 800 cm?® también una
muestra de sustrato y una muestra de raices, segun la
existencia de sustrato o plantas al momento de la eva-
luacion. Para la muestra de raices se extrajo el sistema
radicular de una planta sana del cultivo. Donde habia
dos cultivos se extrajo una muestra de raiz por cada cul-
tivo. Donde no habia cultivo se extrajo el sistema radi-
cular de una o dos plantas de malezas. Para la muestra
de suelo y la de sustrato se tomaron 10 submuestras de
cada una a profundidad de 0 a 20 cm. La cantidad de
muestras tomadas se presenta en la Tabla 2.

Las submuestras se tomaron de manera sistematica por
hileras, abarcando la totalidad del area del invernade-
ro. En invernaderos grandes (40 m x 120 m) la primera
submuestra se tomd a una distancia entre 5y 10 pasos
(5 a 10 metros) del borde del pasillo central o del bor-
de lateral del invernadero, y la segunda a una distancia
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Figura 1. Localizacion de los invernaderos muestreados
(Indicados por los cuadros)

Zona . Numero de Numero de muestras
invernaderos muestreados
Constanza 7 18
Jarabacoa 7 18
Moca Villa Trina 5 13
Moca Juan Lépez 2 04
San José de Ocoa 7 18
Parte baja de La Vega 7 18
Total 35 89
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Tabla 2. Numero de muestras tomadas por zona, segun tipo de muestra

Tipo de muestra

Zona - - - Total
Suelo Sustrato  Raiz cultivo Raiz maleza
Constanza 7 4 7 0 18
Jarabacoa 7 6 0 18
Moca Villa Trina 5 3 5 0 13
Moca Juan Lopez 2 0 2 0 4
San José de Ocoa 7 4 7 0 18
La Vega 7 0 6 6 18
Total 35 16 33 5 89

entre 70 y 75 pasos (70 a 75 metros) de la primera.
Luego se dejaron cuatro hileras sin evaluar y se evalué
la quinta, y asi sucesivamente hasta completar las 10
submuestras. En invernaderos medianos y pequenos,
las submuestras se tomaron de manera que quedaran
equidistantes una de otra y dejando aproximadamente
dos pasos (2 metros) de los bordes laterales del inver-
nadero.

La extraccion de suelo y de sustrato se realizé con un
barreno helicoidal tipo holandés con hélice de 6.5 cm
de ancho, 20 cm de largo y grosor de 3.5 cm. También,
se utilizd un palin (pala) de 4 pulgadas de ancho y 10
pulgadas de largo. La submuestra se recogio a todo lo
largo de la hélice del barreno o del cuerpo del palin,
tomando con las manos aproximadamente 80 cm?, y se
colectd hasta completar la muestra en una funda plasti-
ca transparente (14 x 20 cm). Las muestras se homoge-
neizaron agitando la funda, se identificaron y se coloca-
ron en nevera hielera portatil para su mantenimiento en
frio y traslado al laboratorio.

Analisis y procesamiento de las muestras

Se utilizo el protocolo descrito por Acufia y Pena (2005).
Se utiliz6 medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar)
preparado 3 a 5 dias antes de la siembra. Para la prepa-
racion se usaron 39 g/l de PDA sintético Oxoid CM0139,
mas 5 gramos de agar bacteriological (Oxoid LP 0011).
Esta preparacion se colocd en plato agitador caliente
durante 45 a 60 minutos hasta disolver el agar. Poste-
riormente, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante
15 minutos a 1.2 kg/cm? de presion. Antes de distribuirlo
en platos Petri se dejo bajar la temperatura a unos 45
°C, se le adicionaron 200 mg/l de estreptomicina y 0.62
ml/I (30 gotas) de acido lactico 80%. Se distribuyeron 10
ml del medio de cultivo en cada plato Petri.

Las muestras de suelo y las muestras de sustrato se
homogeneizaron y se tamizaron en tamiz con abertura
de 4.75 mm. De cada muestra se preparé una dilucion
madre en frasco con capacidad para 125 ml. Para esto
se colocaron 10 g de la muestra en el frasco con 90 ml
de agua destilada y esterilizada, el frasco se agité hasta
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preparar una suspension total del suelo o del sustrato.
Las muestras de raices se sacudieron hasta desprender
la mayor parte del suelo o sustrato de estas. Se cortaron
en trozos de 0.5 a 1.0 cm de largo, se colocaron (2 a 10
g) en frasco matraz con capacidad de 300 ml y se les
aplico 150 ml de agua destilada y esterilizada. Luego
se agitaron durante 20 minutos en agitador horizontal
compacto, para preparar la dilucion madre.

Las diluciones madres se llevaron a la cabina de flujo
laminar y se prepararon diluciones seriadas 10-2 y 10-3.
De estas diluciones se realizaron siembras en plato pe-
tri con el medio de cultivo PDA. Para esto se colocé 0.1
ml de la dilucion y se distribuy6 sobre toda la superficie
del medio. Se utilizaron dos platos petri en cada dilucion
y se llevaron al incubador a temperatura entre 25 y 30
°C.

Variables evaluadas

Se evalud el numero de aislados (numero de colonias)
de Trichoderma por zona y tipo de muestra. La evalua-
cion se realizd ocho dias después de la siembra y se
identificaron las colonias en base a sus caracteristicas
morfoldgicas. Se registro la cantidad de colonias color
verde o amarillo verdoso, de crecimiento rapido y abun-
dante esporulacién, caracteristico de Trichoderma.

Purificacién y conservacién de aislados de
Trichoderma

Para la purificacion de los aislados se realizaron cul-
tivos con puntas de hifas en medio PDA. Cuando los
cultivos estuvieron bien esporulados, entre 12 y 15 dias,
se recogieron esporas en tiras de papel filtro estéril con
dimensiones de 0.5 cm x 3.0 cm, y se conservaron en
microtubos de 2 ml a temperatura de 5 °C en la oscu-
ridad.

Analisis de datos

Los datos se analizaron con estadistica descriptica me-
diante el uso de tablas de distribuciones de frecuen-
cias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las entrevistas aplicadas a los encargados o los
propietarios de los invernaderos se encontré que en
20 invernaderos (57.1%) no se aplica productos a base
de Trichoderma En cinco (14.3%) se utilizan productos
con Trichoderma y en diez invernaderos (28.6%) no se
sabe, Tabla 3.

En todas las muestras procesadas se aislaron 95 co-
lonias con crecimiento morfolégico caracteristico de
Trichoderma, colonias color verde o amarillo verdoso,
Figura 2. De estas, 56 colonias son provenientes de
invernaderos que no han utilizado productos con Tri-
choderma, 13 provienen de invernaderos que han uti-
lizado este tipo de productos y 26 colonias proceden
de invernaderos donde no se sabe si se ha utilizado
Trichoderma. La mayor cantidad de colonias provenien-
tes de invernaderos que no utilizan productos a base de
Trichoderma se encontré en San José de Ocoa y Villa
Trina, Tabla 4.

La cantidad de aislados encontrados en los invernade-
ros que no utilizan productos con Trichoderma en las
muestras de raiz, sustrato y suelo, fue 29, 14y 13, res-
pectivamente, Figura 3.

En la mayoria de los tipos de muestras de las zonas
estudiadas, se encontraron colonias de Trichoderma.
Solo en los sustratos de Constanza y en las raices de
cultivos de La Vega no se obtuvieron aislados de Tri-
choderma. En términos absolutos en las muestras de
raices se encontré la mayor cantidad de aislados, con

Jarabacoa

Figura 2. Platos Petri con algunas colonias de Trichoderma spp.

Tabla 3. Invernaderos que utilizan, no utilizan y no se sabe si utilizan productos a base de Trichoderma segun

zona.
Invernadero (Unid.)
Zona — — Total
No utiliza Utiliza No se sabe

Constanza 6 1 0 7
Jarabacoa 3 0 4 7
Moca Villa Trina 2 2 1 7
Moca Juan Lépez 0 2 0 7
San José de Ocoa 6 0 1 7
La Vega 3 0 4 7
Total 20 5 10 35
% 57.1 14.3 28.6 100

Tabla 4. Numero de aislados de Trichoderma encontrados en las muestras, segun la utilizacion de productos con

Trichoderma en los invernaderos, por zona

Productos con Trichoderma en invernaderos

Zona Total — —
No utiliza Utiliza No se sabe
Constanza 9 8 1 0
Jarabacoa 20 8 0 12
Moca Villa Trina 23 14 4 5
Moca Juan Lépez 8 0 8 0
San José de Ocoa 27 20 0 7
La Vega 8 6 0 2
Total 95 56 13 26
14
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Figura 3. Numero de aislados de Trichoderma encontrados por tipo de muestra, segun la utilizacion de productos con

Trichoderma en invernadero

49 colonias, seguida por las muestras de sustratos con
27 colonias, y por ultimo las muestras de suelos con 19
colonias Tabla 5. Sin embargo, en proporcién a la can-
tidad de muestras procesadas segun el tipo de mues-
tra, en los sustratos se encontré el mayor porcentaje de
aislados de Trichoderma, con 168.75%, seguida por las
raices, con 125.64%; mientras que, en las muestras de
suelo se encontré un 54.28% de aislados, Tabla 6.

Estos resultados confirman que Trichoderma es facil-
mente aislado del suelo, restos organicos y raices, de-
bido a su rapido crecimiento y esporulacion, y a su ha-
bilidad de colonizar y desarrollarse en las raices de las
plantas, Samuels (2004).

Tabla 5. Aislados de Trichoderma por zona segun tipo de muestra

Tipo de muestra

Zona - - - Total
Suelo Sustrato Raiz cultivo Raiz maleza
Constanza 5 0 4 N.A. 9
Jarabacoa 4 8 8 N.A. 20
Moca Villa Trina 2 5 16 N.A. 23
Moca Juan Loépez 2 N.A. 6 N.A. 8
San José de Ocoa 3 14 10 N.A. 27
La Vega 3 N.A. 0 5 8
Total 19 27 44 5 95

N.A. = No aplica, ya que la muestra no se tomé porque no existia en el invernadero al momento del muestreo.

Tabla 6. Proporcién de aislados de Trichoderma encontrados segun cantidad y tipo de muestra.

Tipo de muestra

Muestras tomadas Aislados de Trichoderma

Proporcion aislados/muestras

(Unid.) (Colonias) (%)
Suelo 35 19 54.28
Sustrato 16 27 168.75
Raiz 38 49 125.64
Total 19 27 44
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CONCLUSIONES

Se aislaron 95 colonias de Trichoderma de las cuales
56 son provenientes de 20 invernaderos que no han uti-
lizado productos con Trichoderma y estan ubicados en
Constanza, La Vega, San José de Ocoa, Villa Trina y
Jarabacoa.

La mayor cantidad de aislados se obtuvo en las mues-
tras de sustrato y raices de invernaderos de San José
de Ocoa y Villa Trina.

RECOMENDACIONES

Se recomienda:

« Evaluar en laboratorio e invernadero la efectividad
antagonista de los aislados frente a hongos fitopa-
tégenos radiculares;

* Identificar (morfoldgica y molecularmente) los aisla-
dos de Trichoderma;

« Continuar con las exploraciones en suelos, sustra-
tos y raices en otras localidades para aislar nuevas
cepas promisorias para el manejo de plagas.
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