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Presentacion

La presente publicacién relne y sistematiza un conjunto de informacidn técnica desarrollada por el
Centro de Educacion y Tecnologia sobre la produccién y uso de Trichoderma spp. en el control bioldgico
de Botrytis cinerea y Phytophthora cactorum en vid y manzano respectivamente, asi como los resultados
de mayor relevancia obtenidos en el proyecto “Produccién y utilizacién de Trichoderma spp. en el con-
trol de enfermedades fungosas en sistemas de produccidn de fruta organica de exportacion en la zona
central de Chile”, realizado entre los anos 2000 y 2004 con el apoyo financiero de la Fundacién para la
Innovacion Agraria (FIA).

En el desarrollo del trabajo de campo se contd con el apoyo de las empresas: Vifiedos Organicos
Emiliana S.A.; Fruticola Viconto S.A.; Mira-Rios S.A. y Huertos Organicos de Chile.

Durante la implementacién de la iniciativa se definieron los siguientes objetivos: Aislar e identificar cepas
nativas de Trichoderma; Evaluacion de laboratorio de las cepas aisladas; Evaluacion de campo en el con-
trol de Botrytis cinerea y Phytophthora cactorum, en vid y manzano; Formulacién de distintas presenta-
ciones de los biocontroladores mejor evaluados.

En el proyecto se lograron aislar 42 cepas con potencial de control, entre las que se destacan algunas
por su habilidad para crecer a distintas temperaturas asi como por sus positivos indices de control de
patégenos.

Las cepas se obtuvieron de los predios de las empresas involucradas en el trabajo de investigacion, espe-
cialmente en rodales de bosque nativo ubicados en las distintas propiedades.

La Zonas involucradas corresponden al Valle de Casablanca, Valle del rio Tinguiririca, Chimbarongo y la
Precordillera de Parral.

El' manual que ahora entregamos a productores y técnicos se ha desarrollado en base a la informacién
obtenida durante 4 afios de trabajo y en el se entrega una parte de las experiencias generadas por el
proyecto, en especial aquellas relativas al aislamiento, produccién, evaluacién y usos del controlador
obtenido.

Como productos finales se logré formular tres presentaciones, una pasta para el control de P cactorum
y aplicacién en cortes de poda, presentacion en polvo v liquida para el control de B. cinerea en vifia y
parronal.

Esperamos finalmente que esta publicacién contribuya al desarrollo de la agricultura orgénica y estimule
a productores y técnicos a buscar formas arménicas de interaccion con la naturaleza, en la bisqueda del
desarrollo humano.

Centro de Educacién y Tecnologia

Santiago, Primavera del 2004
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Introduccion

En la agricultura convencional moderna, los fungicidas son la principal
herramienta empleada para el control de hongos fitopatégenos. El
uso continuado de estos productos quimicos para el control de estos
microorganismos a provocado a través del tiempo el desarrollo de
resistencia a los fungicidas utilizados. Por ello, la tendencia actual ha
sido racionalizar el uso de fungicidas y desarrollar nuevas alternativas
de control a través del uso de agentes de control bioldgico. Por
otra parte, se ha desarrollado a nivel Europeo y Norteamericano
un importante mercado que demanda productos hortofruticolas
obtenidos en procesos limpios de produccién, generados en
sistemas agricolas que no utilizan pesticidas  sintéticos durante
el proceso productivo. En este marco, en la actualidad, se han
desarrollado biopreparados en base a microorganismos antagonistas
como Trichoderma spp, que pueden reducir el impacto de los
patogenos vegetales. Este hongo antagonista permite el control de
patologfas fungosas en drboles frutales, forestales y hortalizas, es posible
aislarlo localmente y reproducirlo en forma masiva para su aplicacion a
nivel de campo. El objetivo de este manual es colaborar a la obtencién
y aplicacion correcta del hongo antagonista Trichoderma spp.



Caracteristicas del
genero Trichoderma

El género Trichoderma es uno
de los més estudiados, entre
numerosos agentes de control
bioldgico, por sus caracteristicas
de antagonismo en condicio-
nes naturales. El se comporta
como hiperparasito frente a
diversos patdgenos, atacando
directamente y produciendo
la ruptura del micelio de los
hongos productores de enfer-
medades de las plantas.

Las especies de este género
son hongos de vida libre, alta-
mente interactivos en las raices
suelo y ambiente foliar, tam-
bién se ha descrito en este
género una gran capacidad
de inactivar exudados  origi-

nados en las semillas en

germinacién, que estimulan el
desarrollo de propagulos de
hongos patégenos de plantas
en el suelo, (Howell, 2002;
Harman 2004),
ha estado dirigido a aumentar
la densidad del inéculo, me-
diante précticas agricolas o por
introduccién directa en el suelo
(Chet, 1987),

su estudio




Mecanismos

de accion

Trichoderma como antago-
nista, puede tener diferentes
mecanismos de accioén entre
los que se encuentran el
micoparasitismo, competen-
cia, antibiosis e induccién de
resistencia en las plantas.

a) Micoparasitismo
Este proceso de micoparasi-
tismo serfa uno de los princi-
pales mecanismos involucrados
en el antagonismo de Tricho-
derma como agente biocon-
trolador. Este proceso incluirfa
el crecimiento del antagonista
hacia el patdgeno, desarrol-
landose alrededor de éste o
formando estructuras similares
a ganchos o apresorios en la
superficie del hospedero, que
le permitirfan, penetrar al inte-
rior (del patdgeno) y por accion
de enzimas liticas (quitinasa y
3-1,3-glucanasa) degradar su
pared celular (Elad et al, 1993,
Garza et al., 1997; Metcalf y
Wilson 2001;
2003).

Brunner et al

b) Competencia
La competencia por sustrato
otro

y nutrientes  serfa

mecanismo que explicarfa el
efecto antagdnico de Tricho-
derma. Este proceso ocurre
cuando dos o méas organismos
requieren el mismo recurso y
el uso de éste por uno, reduce
la cantidad disponible para el
otro. La competencia funda-
mentalmente se produce por
recursos esenciales como car-
bono, nitrégeno, hierro y espa-
cio fisico.

Un mecanismo que reciente-
mente ha ganado adherentes
es la competencia que se pro-
duce a nivel de la rizosfera
cuando se aplican cepas de
Trichoderma a las semillas, pro-
duciéndose un rapido creci-
miento en conjunto con el
desarrollo de
plantas tratadas, compitiendo
entonces a este nivel por nutri-
entes y espacio (Howell et al
2000; Harman 2000).

radicular las

c) Antibiosis
La actividad
Trichoderma se deberfa a la
secrecion de
antibidticas o metabolitos que
inhiben la actividad parasftica
de patégenos  (Dubos,

antibidtica de

sustancia

los

1 987). Estos metabolitos serfan

volatiles y no volatiles, del tipo
antibiéticos como viridin, tri-
chodermin, glioviridin, gliotoxin
y harzaniolide (Lumsden et al
1992). De todas estas mico-
toxinas la mas representativa es
Trichodermin que actuarifa inhi-
biendo la actividad ribosomal
de los patdgenos, por lo tanto
su reproduccién (Ghisalberti,
[991).

d) Induccioén de
resistencia en las
plantas

Otro mecanismo propuesto
para explicar la actividad bio-
controladora de especies de
Trichoderma,
de resistencia en las plantas hos-

es la inducciéon

pederas tratadas con el agente
biocontrolador. Este concepto
ha sido fundamentado por
Yedidia et al 1999 y Yedidia et
al 2000, quien demostrd que
raices de cucurbitaceas inocu-
ladas con T. harzianum, pre-
sentan una respuesta defensiva
tanto en las ralces como en
las hojas de las plantas tratadas,
demostraron que las hifas del
hongo biocontrolador penetran



la epidermis y corteza supe-
rior de la rafz de la cucur-
bitdcea. La planta responde
con una marcada actividad
de la enzima peroxidasa fre-
cuentemente asociada con la
produccién de fungitoxinas, un
incremento en la actividad
quitinasa y la deposicidon de
celulosa en la superficie interna

de la pared celular. Se ha com-
parado esta relacién a la que
se establece entre vegetales y
micorrizas.

Se han identificado tres tipos
de compuesto producidos por
cepas de Trichoderma que son
responsables de inducir resis-
tencia en las plantas, entre ellas
se encuentran: protefnas con

Aplicaciones y resultados del uso
de Trichoderma en el control de

patogenos de plantas.

Se han investigado diferentes
formas de aplicacién de Tricho-
derma sp, tanto a nivel de suelo
como en el filoplano (superficie
de las hojas), para aumentar
sus poblaciones e incrementar
su capacidad de control, esto
debido principalmente a la
naturaleza saprofitca y a la
versatilidad nutricional de este
antagonista, que lo capacita
para crecer sobre los mismos
por los

sustratos  utilizados

patégenos.

Numerosos trabajos sefalan a
distintas especies de Tricho-
derma como importantes agen-
tes de biocontrol de las

funcidn enzimética, homdlogos
de proteinas, oligosacaridos y
otros compuestos de bajo peso
molecular, que son liberados
desde el hongo o pared celular
de la planta por la actividad
de enzimas de Trichoderma.
(Baker et al  1997; Harman
2004)
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enfermedades producidas por
un amplio rango de patdgenos,

entre los cuales estan Armillaria
mellea, Phytium spp, Phytoph-
tora spp, Rhizoctonia solani,
Sclerotium roffsii, Botrytis cine-
reay Fusarium spp. (Chet, 1987;

Harman, 2004).

Se ha demostrado que Tricho-
derma es capaz de colonizar las
flores desplazando al patdgeno
de su habitual sitio de infeccién,
constituyendo ésta la principal
forma de antagonismo contra
B. cinerea, ademds produce
enzimas capaces de degradar
las paredes celulares de este
patdgeno, (Chet, 1987). Porello
se recomiendan los tratamientos
con Trichoderma durante etapas
tempranas, desde la floracién,
tanto para vid como frutillas
(Dubos et al 1983, Sutton y
Perg, 1993)

A partir de evaluaciones de
la capacidad inhibitoria de algu-
nos antagonistas, aislados de
huertos de manzano, sobre la
produccién de pseudotecios y
ascosporas de Venturia inae-
qualis se realizaron aplicaciones
foliares de algunos antagonistas
para el control de V. inaequalis en
otono, logrando una reduccién
significativa en la producciéon
de ascosporas, tanto en hojas
incubadas a temperatura con-
trolada, como en el huerto. De
estos antagonistas, Trichoderma
redujo un 75,2% la produccién
de ascosporas,
como un importante y poten-

indicandolo

cial controlador del indculo ini-
cial de este patdgeno. (Philon et
al, 1997; Odile et al (1999)

Aplicaciones de antagonista,
directas al suelo o mezcla con
sustratos de crecimiento han

logrado un eficiente control
para diversos patdgenos princi-
palmente los relacionados con
la caida de plantas. Tres aislados
de Trichoderma y Gliocladium
virens, tolerantes a bajas temper-
aturas y con actividad antibidtica
a Phytophthora cactorum (Smith
et al, 1998) fueron evaluadas
para el control de la pudricion
radical y de la corona del
manzano en plantas de inver-
nadero. Obteniendo una signifi-
cativa reduccién en el dafio de
las raices y un incremento en el
peso de las plantas (Smith et al,
1990)

A partir de aislados de 48 cepas
de Trichoderma, recolectadas
en el pafs, resultaron a nivel de
laboratorio, 10 cepas, capaces
de inhibir en un rango de 20
a 45% el crecimiento de Phy-
tophthora cryptogea, en manza-
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nas Granny Smith ( Dominguez,
1994).

Los antagonistas ademas de ser
incorporados al suelo junto con
la materia organica (compost)
o aplicados directamente por
aspersién, como en los casos
anteriores, también pueden ser
inoculados a las semilla, revis-
tiéndolas  con  Trichoderma
como alternativa para introducir
el agente al suelo, producir el
establecimiento y multiplicacion
del antagonista en las raicillas y
de esta forma reducir el damp-
ing-off producido por R. solani,
S. rolfsii, S.
cactorum, P cinnamomi, Fusar-

ium spp y Pythium spp (Chet.

sclerotiorium, P

Aislamientos
nativos.

El desarrollo de una tecnologfa
para la produccién de un agente
de control biolégico debe dar
énfasis a la obtencién de aisla-
mientos nativos, ya que estos
presentan un comportamiento
que se adecua a las condicio-
nes agroecoldgicas regionales.
Esta bUsqueda se organizara en
base a recorridos de campo,
que permitan la obtencién de

1987; Nelsony Harman, 1997,
Smith et al, 1990; Cundom et
al 1999).

Campell, 1989 describe el uso
de Trichoderma para el control
de Verticillium albo-atrum en
tomate, meldn y algoddn lo-
grando un control
60-80%
mente infestados.

de un
en suelos natural-
El antago-
nista se aplicd en la semilla
como en la mezcla de suelo
utilizada en el transplante. La
misma respuesta se encontrd
en crisantemos. En ambos casos
el mecanismo de accidn co-

rresponderfa a Antibiosis.

Conjuntamente a la accidn

supresora de patdgenos, nume-
rosos estudios indican a este
antagonista, como promotor o
estimulador del crecimiento de
las plantas. Esto Ultimo es pro-
ducto de su capacidad coloni-
zadora, que permite controlar
o eliminar a los patégenos, asf
como sobrevivir por largos peri-
odos en la rizésfera utilizando
los exudados de las superficies
radiculares, lo que ademas les
proporciona una proteccion a
ciertos estrés de tipo fisicos,
determinando un rapido creci-
miento de las raices (Bjorkman
1999, Smith et al, 1990, Vene-
gas, et al.1996).

Buscar en predios donde el manejo de la nutriciéon
se base en el uso de materia organica.
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Buscar en ecosistemas con baja intervencion humana, como rodales de

bosques nativos y regiones apartadas de los campos agricolas, asi como

en campos si uso de agroquimicos.

muestras en lugares donde los
patégenos de interés se ma-
nifiesten con un bajo indice
de infeccion. Como ejemplo
recomendable
buscar en ecosistema con baja
intervencién  humana, como
quebradas, rodales de bosques
nativos y regiones apartadas de
los campos agricolas, asi como
en zonas rurales que no utili-
zan agroquimicos y el manejo

de esto es

de la nutricién se base en el uso
materia organica.

La toma de muestras se puede
realizar en mantillo de bosque
nativo, corteza vegetal y madera
en descomposicion. En algunos
casos es posible identificar colo-

nias de Trichoderma en dis-
tintos estados de crecimiento.
La toma de muestra se realiza
en bolsas de polipropileno, ce-
rrandolas para evitar su dese-
camiento. El procesamiento de
ellas se efectla, tomando sub-
muestras de 20 a 30 gramos
que se distribuyen en placas en
cdmara hlimeda por un perfodo
de 7 a 10 dias, con observacio-
nes diarias hasta la aparicion de
colonias de hongos con creci-
mientos similares a los de Tri-
choderma

Cuando la toma de muestra se
realiza a nivel de suelo, estas se
extraen entre los 10-30 cm. de
profundidad.

La metodologla empleada para
el aislamiento de Trichoderma
proveniente de muestras de
suelo o de crecimiento de colo-
nias en diferentes sustratos, uti-
liza la técnica de diluciones
seriadas, las que son sembradas
en medio selectivo para Tricho-
derma spp (TSM), modificado
por Smith etal. (1990) e incuba-
das a 25°C por una semana.

Para la identificacién del género
se recomienda utilizar las
caracteristicas  culturales vy

morfoldgicas de Trichoderma

e
Crecimiento de Trichoderma
sobre madera.

Diversas cepas nativas aisladas cre-
ciendo en medio PDA
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creciendo en agar extracto de
malta (AM) al 2% (20 g extracto
de malta, 20 g agar, 1000 ml
de agua destilada estéril), segiin
recomiendan diversos autores.
Las caracterfsticas evaluadas
seran el aspecto, bordes, color
y velocidad de crecimiento de
las colonias, forma y disposicion

Pruebas de
antagonismo

a) Cultivo dual

Para esta prueba se recomienda
la técnica de cultivo dual. Las
colonias aisladas de Trichoderma

SPP.,
realizacion del ensayo, en tubos

se conservan, hasta la
de cultivo, en cunas de Agar
Malta, PDA, Saboraud o Sa-
boraud Dextrosa Agar Extracto
de Levadura, al igual que los
aislamientos de los hongos
fitopatdgenos que seran objeto
de control. En placas Petri de
15

mm), sobre medio de cultivo

tamafio estandar (90 x

PDA, se depositan discos de
micelio (5 mm) de cada aisla-
miento de Trichoderma spp. v
del fitopatdgeno, en posiciones
opuestas v equidistantes, de tal
modo que queden enfrentados

de las fidlosporas y fidlides. Estas
caracteristicas permitiran identi-
ficar el género. Para identificar
la especie, se precisa de un
taxénomo. Es conveniente soli-
citar este servicio una vez que
se hayan seleccionado los aisla-
mientos mas promisorios.

Una vez que se han obtenido

Clase 1

los aislamientos nativos puros,
se precisa realizar las pruebas
de antagonismo “in vitro”, en
condiciones semicontroladas y
de produccién o campo, para
la seleccion de las cepas mas
que finalmente
seran las recomendadas a los

promisorias,

agricultores.

Trichoderma spp. crece completamente sobre

la colonia del patégeno y cubre la superficie
del medio de cultivo.

Clase 2

Trichoderma spp. crece al menos sobre las

dos terceras partes de la superficie del medio

de cultivo.

Clase 3

Trichoderma spp. y el patégeno cubren aproxi-

madamente la mitad de la superficie del medio

de cultivo.

Clase 4

El patégeno crece al menos en las dos ter-

ceras partes del medio de cultivo limitando el
crecimiento de Trichoderma spp.

Clase 5

El patdgeno crece sobre la colonia de Tricho-

derma spp. ocupando toda la superficie del

medio de cultivo.

Tabla 1. Escala de clases de Bell et al. (1982)

uno del fitopatégeno vy otro
del antagonista. En el testigo se
inocula solamente un disco de
micelio de cada uno de los ais-
lamientos a probar. El ensayo

se replicara tres veces. A los
siete dias de incubacién a 25°C
se evaluard el grado de anta-
gonismo mediante la escala de
Bell et al (1982) (tabla 1).



Aislamientos de Trichoderma spp.
clase 2.

Los aislamientos de Tricho-
derma spp. que estén en la

clase | 6 2 se consideran alta-
mente antagonistas.

Diferentes aislados de Trichoderma
Clase 1.

b) Efecto de Tricho-
derma spp. sobre la
germinacion conidial de
hongos fitopatogenos
Para la realizacion de este
ensayo se escogeran los aisla-
mientos de Trichoderma spp.
que muestren grados de anta-
gonismo | a 2, en cultivo dual.

A partir de colonias puras, de
siete dfas, se prepararan sus-
pensiones conidiales a las que se
les determina la concentracién.
El valor de la concentracion
puede variar de 2.5x10* para
fitopatégenos cuyos conidios
tengan un tamafio mas grande
y del orden de 2x10% para
aquellos  de
pequefios al igual que para

conidios  mas
Trichoderma.

Las suspensiones se prepararan
con agua destilada estéril y una
gota de Tween-80 al 0,5%.
La concentracidon serd deter-
minada con cdmara de Neu-
bauer. Se prepararan camaras
hdmedas (cuatro en cada trata-
miento). En cada una se colo-
caran dos portaobjetos sobre
soportes de cristal y en éstos
cuatro gotas de la suspension
conidial de Trichoderma spp. y
del fitopatégeno. En el testigo
se colocaran solamente gotas
de la suspensién de conidias del
fitopatdgeno.
Las camaras himedas se
incubardn durante 24 horas
(este tiempo puede variar en
dependencia de la velocidad de
germinacién del fitopatdgeno
de que se trate). Se contard el
ndmero de esporas o conidios
germinados del fitopatdgeno de

un total de 25 en cada gota,
determinandose el porcentaje
de germinacion.

c) Efectividad de Tricho-
derma spp., en condicio-
nes semicontroladas.

En la realizaciéon de estos
ensayos, al igual que en los de
campo, se utilizaran los aisla-
mientos méas promisorios (los
que tengan grado de antago-
nismo | 62y los que exhiban el
mayor porcentaje de inhibicion
de germinacién de esporas
o conidios). Estos ensayos,
seglin el cultivo que se trate,
pueden ser conducidos bajo un
fondo de infeccién natural, o se
pueden hacer inoculaciones de
los fitopatdgenos.

Patogenos del suelo:
Para evaluar el control sobre
estos patdgenos se utilizaran
semillas o plantas de cultivos
de interés, que son tratadas
con una suspension conidial de
Trichoderma de concentracion
conocida, a partir de un cultivo
puro. Las que se estableceran
en bolsas de polietileno, o
macetas que contengan suelo
infectado de propiedades fisi-
cas, quimicas y bioldgicas co-
nocidas.

13
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Se realizaran aplicaciones por aspersion foliar partir del momento en que se
den las condiciones para la apariciéon de la enfermedad

Patégenos foliares:
Se prepararan suspensiones

conidiales de Trichoderma spp.
de concentracién conocida, a
partir de un cultivo puro. Se
realizaran  aplicaciones  por
partir  del
momento en que se den las
condiciones para la apariciéon

aspersion  foliar

de la enfermedad, de acuerdo
con las condiciones climaticas
y la fenologia del cultivo. El
momento para
aplicacién es de suma impor-
tancia, pues una vez que el
patdégeno estd establecido las
posibilidades de éxito son
menores, hay que tener en

la primera

cuenta que en dependencia del
cultivo y de la enfermedad se
pueden necesitar varias aplica-
ciones. Es obligatorio montar
un testigo, este se asperjard
con agua al mismo tiempo que
se realice una aplicacién en
las plantas tratadas con Tricho-
derma spp.

d) Efectividad de
Trichoderma spp., en
condiciones de campo.

Los ensayos o evaluaciones se
deben realizar en dreas, donde
se presenten frecuentemente
epifitias del patdgeno que se
pretende controlar, cuando se
aplica en controlador en el
suelo es preciso conocer las
caracteristicas fisicas, quimicas
y bioldgicas de este, asi como
las medidas de manejo a las
cuales estd sometido, como son
enmiendas organicas o condi-
ciones de riego.

Se debe establecer o conocer
el procedimiento seguido para
la reproduccion del antagonista
cultivo estético o con agitacion,
fase sélida o liquida, sustrato,
entre otras, ya que estas condi-
ciones determinan la capacidad
de resistencia al desecamiento
que tenga el controlador en
el ambiente. Por otra parte es
fundamental definir con clari-

dad el momento en que han
de comenzar las aplicaciones
y cual es la recomendacién a
seguir en la temporada, por
ejemplo el nimero de apli-
caciones y bajo que condicio-
nes se aplicaran. Equipo de
aplicacién. Concentracién de
la solucidn final y dosis de
aplicacién en conidios/ha.

Latemperatura, precipitaciones

y humedad relativa local han de
ser registradas en la estacion
meteoroldgica mas cercana.

Ensayos para evaluacién de cepas
nativas de Trichoderma spp, en
manzanos y parronal



Cepario de
conservacion

Entre las técnicas mas comunes
de conservacién se encuen-
tran

Cepario en tubo de cultivo
Cepario en silica gel

Cepario liofilizado

Cepario en Nitrégeno liquido

Todos los aislamientos se man-
tendrdn en un cepario de
conservacion, alin aquellos que
no tengan un grado de antago-
nismo alto, pues pudieran servir
en el futuro para otros estu-
dios. Una técnica muy efectiva
de conservacidn consiste en se-
parar los conidios del sustrato
donde se reprodujo el antago-
nista y obtener de este modo
los conidios puros, los conidios
asi obtenidos, con un contenido
de humedad entre 5-10%,
pueden ser almacenados por
un tiempo prolongando con-
servando su viabilidad.

a) Cepario en tubo de
cultivo
Los aislamientos que resulten

promisorios una vez realizadas
las pruebas de antagonismo se
destinaran al cepario de tra-

bajo. El cepario de trabajo se
mantendrd en tubos de cul-
tivo, en cunas de PDA, Sabo-
raud dextrosa agar, Agar malta,
cualquier medio rico en nutri-
entes es suficiente para su man-
tenimiento.

Para preservar el hongo por
un perfodo de tiempo mayor
se utilizan medios no inclina-
dos sobre los que se siembra
el hongo (7-10 dias), posterior-
mente se cubre con aceite mi-
neral, este método tiene como
ventaja que no necesita renovar
la cepa con tanta frecuencia
como las mantenidas en cufas
de agar, el hongo puede man-
tener una mayor longevidad y
estabilidad aunque el método
sea mas laborioso.

b) Cepario en silica gel

Se introduce sflica gel en tubos
con tapa rosca y se esterilizan
con calor seco durante 3 horas
a 180 °C y luego se enfrfan en
un bano de hielo durante algu-
nas horas, luego se prepara una
suspension de conidios con 5%
de leche descremada, (funcién
crioprotectora), y se le incor-
pora a los recipientes con silica

en la proporcién de 0,5 ml

para 4 gramos de sflica. Se
deja reposar por |5 minutos en
bafo de hielo para finalmente
permanecer en un ambiente
seco por |5 dfas. Estos recipi-
entes se pueden conservar a
4 °C. Para la reutilizacion de las
cepas basta tomar unos 4 cris-
tales de silica y pasarlos por un
medio nutritivo adecuado

c) Cepario liofilizado.

La liofilizacidn es un proceso
de secado rdpido en frio, bajo
presidon reducida (vacio), Se
prepara una suspension coni-
dial del hongo que se desea
conservar, se puede utilizar
como soporte leche en polvo
descremadaal | |9y como cri-
oprotector glutamato de sodio
al 5%. Se coloca en una lio-
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filizadora, se cierran al vacio y
se almacenan. Para reactivar los
bulbos liofilizados se les afade
suero fisiolégico al 0,9 % o agua
con Tween- 80 al 0,1 %.

d) Cepario en

Nitrégeno liquido.

En nitrégeno liquido se alcanzan
temperaturas de -196 °C, lo
que permite conservar los

Preparacion

organismos casi de manera
indefinida. Se debe utilizar un
agente crioprotector par evitar
el dafio de las conidias durante
el proceso de congelamiento y
descongelado del antagonista.
La mezcla crioprotectora esta
compuesta por agua destilada
estéril, 10 % de glicerolo 15 %
de sulfato de dimetila, en la cual
se suspenden las conidias.

del sustrato y cultivo

Entre los sustratos naturales
para la producciéon de indculo
de hongos antagonistas se
encuentran granos de trigo,
avena, cebada, centeno, arroz,
maiz, soya, cabecilla de arroz
y salvado de trigo. La
fermentacién en estado sdlido
no requiere de procedimien-
tos sofisticados de formulacién
previo a su uso. Los granos
o cualquier otro tipo de mate-
rial sobre el que saeha desar-
rollado el hongo pueden ser
secados moloidos v aplicados.

Una vez seleccionado el sus-
trato se determina el con-
tenido éptimo de humedad, si

este es muy alto no permite un

crecimiento éptimo del hongo,
y como este es un proceso de
fermentacion estatica, el con-
tenido de oxigeno es menor lo
que afecta la fermentacién.

a) Cultivo en frascos:

Lla mayor ventaja de este
método, es el mejor control
de la contaminacién vy de la ca-

Luego de agitar la mezcla (con
las conidias) se coloca |,8 mlde
ella en tubos de vidrio borosi-
licatado, (criotubos), estos son
llevados a -20 °C por 2 horas
para una preadaptacién al frio
y permitir que el crioprotector
penetre y envuelva al microor-
ganismo. Posteriormente son
llevados a los recipientes con
Nitrégeno liquido.

lidad de los sustratos, los que
durante el proceso de auto-
claveado no sufren de la gran
compactacidén que ocurre en
las bolsas, Se debe disponer

de botellas con un didmetro de
abertura que facilite el vacia-
miento de los sustratos que ya
han esporulado.




b) Cultivo en bolsas:

El cultivo en bolsas tiene varias
ventajas entre las que estan:

Ocupa menor espacio
en autoclave, incubadora y
estantes para la incubacion
durante el proceso de
produccion.

Mayor volumen de
produccion en un solo lote,
con el consiguiente ahorro de
energia eléctrica y humana.

Posibilidad de remover
el contenido de la bolsa cada
cierto tiempo.

Mas econdmico el proceso
productivo.

Manipulacion mas sencilla
en el momento de cosechar el
producto.

Si embargo, en nuestra
experiencia este método
siempre presentd nayor nivel de
contaminacion, por otra parte
la manipulacion debe ser muy
cuidadosa ya que es muy facil
la ruptura de los envases y la
pérdida del contenido.

c) Proceso

de esterilizacion.

Se utiliza calor himedo en
autoclave y es una de las etapas
cruciales  en la producciéon
masiva. En este proceso se
incorporan los sustratos en
los envases elegidos, frascos o
bolsas, para frascos se ocupan
100 grs. de sustrato y en bolsas
300 grs. la humedad de este
debe ser de aproximadamente
un 25%. Tanto las bolsas como
las botellas deben resistir la
temperatura del autoclave.

El proceso de autoclaveado
se realiza a una presion de 2
atmosferas, por 45 minutos a
121°C

d) Inoculaciéon
e Incubacion
El lugar donde se realiza la

inoculacién de los sustratos, en

frascos o en bolsas,  debe
reunir los requisitos minimos
para esta funcién y estar total-
mente aislado del resto de la
instalaciéon. Lo mas conveni-
ente es realizar la inoculacién
en una camara de flujo lami-
nar.

Para la inoculacién se prepara
una suspensién de indculo
con una concentracién de
[08-10'9 conidias /ml. De esta
suspension se emplean aproxi-
madamente 10 ml para inocu-
lar cada uno de los frascos o
[0 ml por cada 100 grs. de
sustrato.

Los frascos o bolsas inocula-
dos y convenientemente ro-
tulados se llevan a la sala de
incubacidn a una temperatura
de 27 = 1°C por |5 dias.
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Producto
final

Las bolsas o frascos con el ino-
culo esporulado se trasladan a
una sala donde se realizard la
cosecha, y segn la formulacién
que se escoja se realizard el
proceso de envasado o se lle-
vara al secado para la posterior
separacion de los conidios.

a) Producto

final en polvo.

En la presentacion en polvo, el
propio sustrato que se utiliza
para la produccién masiva sera
el vehiculo portador de los coni-
dios de Trichoderma spp. Para

En las formulaciones en polvo, se mantiene la viabili-
dad de los conidios sin formular

esto se requiere la utilizacién
de un molino que garantice un
adecuado tamafio de particu-
las adecuado (criba de 0,8mm).
Previo al proceso de molienda,
el sustrato, granos de cereales,
donde ha estado creciendo el
hongo serd secado en estufa
con aire forzado a 60°C por 24
hrs. Alcanzando una humedad
de 5-7 %. Una vez obtenido
el polvo se envasara en con-
tenedores herméticos con la
cantidad adecuada para una
superficie determinada, de acu-

erdo al cultivo donde se

Tamices para separacion de esporas

necesite aplicar. Entre las venta-
jas que tiene esta nueva forma
de presentacion estan:

Se elimina el inconveniente
de pérdida de viabilidad de los
conidios debido a la humedad.

Los conidios del hongo
se aplican junto con el sustrato
donde estuvo creciendo, lo
que garantiza una fuente de
nutrientes segura en un
ambiente hostil dada la
intensidad de la competencia.
Para las aplicaciones foliares




esto es muy importante, pues
la capacidad para competir es
esencial para el establecimiento
del antagonista en la filosfera.

El periodo de
almacenamiento puede
prolongarse por un tiempo
superior a los 6 meses, siempre
que se conserve en un local
con un ambiente fresco y seco.

La ventaja mds notable de
todas las enumeradas es que
en las formulaciones en polvo,
se mantiene la viabilidad de los

conidios sin formular. Entre los
portadores inertes que pueden
ser usados en estas formula-
ciones estan: attapulgita, mont-
morillonita, kaolinita, diatomita,
talco y polvos orgénicos.

Otraforma de obtener el polvo
es por medio de la agitacion del
sustrato seco sobre una baterfa
de tamices a los cuales se les
han agregado esferas de cristal,
para lo cual se utilizaun ROTAP
en el cual estan sobrepuestos
los tamices de mayor a menor
calibre, ubicdndose el sustrato

Control de calidad de
Trichoderma spp.

El control de calidad es una acti-
vidad que se debe realizar desde
el momento mismo en que se da
inicio al proceso de produccion
masiva

La produccién de organismos
como agentes de control
biolégico basados en hongos
requiere de un control adecuado
de las propiedades bioldgicas,
fisicas y quimicas que ase-
guren al agricultor un producto
de méxima eficacia en condicio-
nes de campo.

Las pruebas microbiolégicas

recomendadas son:

Determinacion del grado
de antagonismo:
se realizaran pruebas de antago-
nismo con el organismo objeto
de control de acuerdo con
las metodologias descritas para

estos ensayos.

Determinacién de la
concentracion de conidios:
esta prueba es de suma impor-

seco en el primero de ellos y
sometiéndose al vibrado y gol-
peado de la maquina, durante
el tiempo necesario para sepa-
rar y tamizar las esporas. Pos-
teriormente estas se pueden
separar en ambiente limpio y
formular con dextrosa anhidra
para suenvasado al vacio. Estos
envases contienen el indculo
suficiente para tratar una hec-
tarea de cultivo y se han llevado
a un kilogramo de formulacién.

tancia ya que determina 'la
dosificacién  del  controlador
bioldgico obtenido. La
concentracion  de  conidios
obtenidos por gramo de sus-
trato no debe ser menor de
|0? conidios en formulaciones
sélidas. Es necesario determi-
nar el tiempo en que se pro-

duce la mayor concentracién de
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conidios, ese serd el periodo
optimo de incubacién, para
conocer este se precisa hacer
una dindmica de esporulacion.
Este recuento se efectua en
camara de Neubauer.

Comprobacion de la viabi-
lidad a través de pruebas de
germinacion conidial:
deben obtenerse valores entre
85y 100% de viabilidad. Para
el caso de los biopreparados
que tengan como destino la
aplicacion para el control de un
patdgeno foliar son deseables
los valores mas altos de viabili-
dad, dado que el ambiente de
la filosfera no es dptimo para la
accion del antagonista y mien-
tras mayor sea la viabilidad de
los conidios mayores probabi-
lidades de éxito pueden espe-
rarse.

Pureza:
con esta prueba se determina
la proporcién del agente de
control microbial en relacién
contami-

con los posibles

nantes. Conocer si existen
otros microorganismos como
posibles contaminantes es
esencial  para mejorar el
proceso de produccién vy

formulacién.

Como se indic, la viabilidad es
una de las pruebas de control
de calidad esenciales. Por lo que
€s necesario conocer cuales son
los factores que pueden afec-
tarla. Entre estos estan

Exposicion a la luz solar:

la vida media de los conidios apli-
cados sobre las hojas expuestas
a la radiacién solar es de 5-10
dias, dependiendo de las condi-
ciones ambientales. Razén por
la cual es muy importante que
las aplicaciénes se realicen tem-
prano en la mafana o por la
tarde.

Contenido de humedad:
La humedad es un factor deter-
minante en la supervivencia
de los conidios. Cuando estos
estdn secos, pueden mantener
un nivel de germinacién alto
durante meses. La viabilidad de
los conidios sin secar, aunque
estén almacenados a bajas tem-
peraturas se reduce a porcen-
tajes muy bajos. Por el contrario
si los conidios se mantienen
secos la viabilidad permanece
alta durante meses. El polvo
puro de conidios sin formular
puede almacenarse en recipien-
tes herméticos a 4 °C y man-
tener una viabilidad alta durante

meses si el contenido de hume-
dad es menor del 10%.

Temperatura:

La temperatura es un factor
que influye significativamente
sobre la viabilidad de los coni-
dios. Las temperaturas bajas son
mas favorables para mantener
niveles de viabilidad adecuados
en condiciones de almace-
namiento.

Metodologia para la
realizacion de las
pruebas de control de
calidad

01 viabilidad
de los conidios

Para biopreparados obtenidos en
medio sdlido, utilizando granos
de cereales como sustrato para
el crecimiento.

Preparar slides con

medios nutritivos como papa
dextrosa agar (PDA), Saboraud
dextrosa agar extracto de
levadura (SDAY), Sabo-raud.
Tratar de que quede una
pelicula muy delgada que
facilite el conteo de conidios.

Preparar camaras himedas.
Los slides deben colocarse
en camara himeda, pues la



pelicula del medio de cultivo
es tan delgada que puede
secarse, ademas de que los
conidios necesitan humedad
para germinar.

i Preparar una suspension
conidial de una concentracién
del orden de 107 a 108

y colocar 4 gotas de esta
suspension en cada
portaobjetos.

i Incubar a temperatura
de 25 mas menos 2 °C, en
la oscuridad, el periodo de

incubacion es de |8-24 horas.

m Para el conteo observar
al microscopio con lente de
40x.

= Los conidios se consideran
viables si el largo del tubo
germinativo es dos veces el
diametro del conidio. El conteo
de un minimo de 200 es
suficiente, si este nimero se
incrementa la prueba se hace
mas exacta.

i El 4rea de observacién
puede ser fijada con lactofenol,
si no se puede hacer la
evaluacion a la hora que
corresponde, se colocan unas
gotas y se pone encima un
porta-objetos. Si al lactofenol se
adiciona azul algoddn o fucsina
se mejora la observacion.

1 Para el conteo se
buscara un campo donde se

Slides con medios nutritivos como papa dextrosa
agar (PDA), Saboraud dextrosa agar extracto de
levadura (SDAY), Saboreaud.

cuentan 25 conidios en cada
gota, y de estos cuantos han
germinado. Se cuentan en
total 100 conidios en cada
portaobjetos y se hacen tres
réplicas para un total de 300
conidios.

I La viabilidad de los

conidios puede estar entre el
85y el 90 %, aunque lo

mas recomendable para las
aplicaciones foliares es que sea
mayor del 90%.

I La prueba se repite

a intervalos de tiempo que
pueden estar entre 10, 20, 30,
40y 50 dfas. Si se pretende
almacenar por mas tiempo se
debe repetir.
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02 pPureza
Esta es una prueba de control

de calidad esencial, por eso debe
realizarce en diferentes fases del
proceso de produccion masiva y
no sélo al producto final.

Tubos de cultivo con cepas
de conservacién y de trabajo o
placas Petri (en dependencia de
lo que se use). En este caso
se efectua un chequeo visual
para detectar tanto posibles
contaminantes como
conidiacién uniforme.

Cultivos creciendo en PDA
en placas Petri o creciendo en
avena, en frascos de vidrio o
en bolsas y que serdn utilizados
como cultivos “madre” vy de
produccién masiva, requieren
siembra en placas con medio
agarizado para busqueda de
contaminantes.

Secado abierto del
sustrato (avena) una vez
completada la conidiacién. Esto
requiere chequeo visual para
contaminantes y conidiacién
uniforme.

Secado de conidios hasta
5-10% de humedad. No requiere
determinacion de pureza.

Control de calidad final.
Requiere de siembra en placas
Petri en medio agarizado para
blUsqueda de contaminantes.

Envasado.

03 Determinacién de
la pureza en producto
final

Lla presencia de

microorganismos diferentes a
Trichoderma se cuantifica pre-
parando una serie de dilucio-
nes de | en 10 en un rango
que va de 5x 107 conidios por
mililitro a 50 conidios por mili-

otros

litro; 0.2 ml de cada dilucién

se dispersan en placas de agar
malta (se hacen dos réplicas).
Las placas se incuban de 3-4
dias a 25 °C, a continuacién
se cuenta el nimero de colo-
nias de Trichoderma en toda
la placa, donde las colonias ais-
ladas pueden ser distinguidas
dada la concentracion tan baja
de la suspensién original. Los
contaminantes que aparecen se
cuentan y la proporcidn entre
Trichodermay estos se expresa
como porcentaje. Los niveles

de contaminacién no deben ser
superiores a 0.002%.




Aplicacion y tipos de
productos finales.

Se han desarrollado dos pro-
ductos finales, una pasta para
aplicar en cortes de poda y
para el control de Phytop-
thora cactorum en manzanos
y un polvo soluble a partir del
gue se obtiene una suspension
para utilizar en el control de
Botrytis cinerea en parronales
y Vifias

a) Pastas:

Pasta para cortes
de poda:

Estas pastas se obtienen de la
mezcla de Trichoderma deshi-
dratado, arcilla, 4cido lactico,
colorante natural y agua mine-
ralizada.

Las aplicaciones se realizan
inmediatamente después de
la poda sobre
Alcanzandose un rendimiento
de 1000 plantas por kg de
pasta aplicada.

los cortes.

Pasta control de
Phytopthora cactorum:
La pasta para control de Phyto-
pthora cactorum se aplica en
la base de los arboles, esta
aplicaciéon se realiza a fines de
invierno y al final de la pri-

mavera. Las observaciones y
evaluaciones de terreno han
demostrado que se produce

una detencién en el nimero de

Pastas para el control de P cactorum.

Pasta aplicada en la base del arbol.

plantas que se infectan anual-
mente y un mejoramiento en
el nimero vy calibre de la fruta
obtenida por arbol.
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b) Suspension
Suspension de esporas
a partir de polvo seco:

La suspensién de esporas a
partir de sustrato o de polvo
seco formulado se utiliza para
el control de Botrytis en parro-
nales y vifas, esta suspension
presenta una concentracion de
10'°-13 conidias por ml, y se
aplica en dosis de | litro por
ha. Esta suspensién se diluye
en 400-800 litros de agua y se
aplica sobre el follaje.

Forma de aplicacion: Trichoderma en suspension.
- Agitar la suspensién de Trichoderma antes de utilizarla.
- Uso preferente en control de B. cinerea

- Dosis a aplicar: 1 litro de suspensién de Trichoderma por ha,
diluido en 400-1200 litros de agua. Mezclar con la cantidad de agua
necesaria de acuerdo a la especie a tratar y la maquinaria utilizada.

- Epoca de Aplicacién: Aplicaciones basicas en vifia:
Flor, 4-5mm, Apriete racimo y Precosecha.
Otras aplicaciones se realizan de acuerdo a condiciones climaticas.

- La maquinaria debe estar limpia de residuos de funguicidas en
caso de que la explotacion no sea ecoldgica.

- Calidad del agua: El agua debe ser limpia y sin desinfectantes.

- Es recomendable aplicar inmediatamente en horas de la tarde,
evitar aplicar en horas de maxima radiacion solar. Se aconseja no
guardar el producto mas de una semana porque la viabilidad de
las esporas disminuye con el tiempo y su accidn a nivel de campo
también decrece

- Es adecuado para la germinacion de las esporas que se efectie un
riego antes o después de la aplicacion de Trichoderma.

- Se puede aplicar después de 3-4 dias de una aplicacion de azufre.



Presencia o ausencia de dafo por B. cinerea en vitis vinifera var. Chardonay Presencia /
ausencia de daino en sistema con aplicacion de 5 cepas de Trichoderma y un testigo.18/03/04

Tratamiento % racimos con B. cinerea % Ausencia
T-San Felipe (T. aureoviride) 14 86
T7 (T.harzianum) 12 88
T-CET (T. longibrachiatum) 10 90
(T3)T.harzianum 14 86
T-Alamo (T.harzianum) 16 84
T7- Polvo. (T.harzianum) 6 94
T-CET, Polvo.(T. longibrachiatum) 8 92
Testigo 26 74

En el cuadro anterior se aprecia el efecto de distintas cepas de Trichoderma aisladas vy aplicadas en
vifias organicas.

Presencia o ausencia de daino por B. cinerea en uva de mesa variedad Red Globe,
Predio Los Robles Fecha 01/03/04

Tratamiento % Presencia de Dano % Ausencia de Dano

T- San Felipe (T. aureoviride) 4 98
T-7 (T. harzianum ) 2 98
T-CET (T. longibrachiatum) 2 98
T-3 (T. harzianum ) 2 98
T-Alamo (T.harzianum) 4 96
Polvo T-3 (T. harzianum) 2 98
Polvo T-CET (T. longibrachiatum) 2 98
Testigo 6 94

Produccion por planta y caracteristicas de la fruta en distintos tratamientos con pasta de Trichoderma
spp. para el control de P. cactorum, en un huerto organico comercial de manzana ( Malus pumila)

Tratamiento N° Frutos. Kg./Planta  Diametro promedio  Peso por Fruto gr.
TCET (T. longibrachiatum) 331,00 63,67a 24,92 193,11
Testigo(Sin Trichoderma) 290,44 48,55b 23,73 173,65
T7 (T. harzianum ) 300,11 62,42a 24,72 210,96
T-Alamo(T.harzianum) 321,78 61,11a 24,33 191,46

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos. P=0,05

En el cuadro anterior se aprecia el efecto de distintas cepas de Trichoderma formuladas en pasta y
aplicadas en un huerto de manzanos bajo manejo organico, el efecto mas importante ademas de la
diferencia entre distintas cepas de Trichoderma spp es el mejoramiento que se produce en el huerto
en un plazo de 3 afos, en que se redujo drasticamente el reemplazo de plantas enfermas.
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