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Biodisponibilidad de Trichoderma asperellumen el tiempo en
suelo Andisol en condiciones de laboratorio y campo*

Harold Alexander Vargas Hoyos**, Elizabeth Gilchrist Ramelli***

Resumen

Introduccion. El aislamiento de Trichoderma aspe-
rellum T109 ha demostrado tener gran capacidad
antagonica in vitro contra hongos fitopatégenos. Sin
embargo, existe la necesidad de conocer la respues-
ta bioldgica de este aislamiento bajo condiciones in
vitro y de campo con el fin de obtener su densidad
poblacional. Objetivo. El objetivo de este trabajo
fue evaluar diferentes concentraciones de in6culo
y frecuencias de aplicacion en la biodisponibilidad
de Trichoderma asperellum T109. Materiales y
métodos. Las concentraciones de inéculo utilizadas
fueron de 1x108 y 1x10® conidias.mL"", las cuales se
evaluaron en condiciones controladas de laboratorio
y de campo, con diferentes tiempos de aplicacion;
se utilizo la técnica de conteo en placa de Petri para
determinacion de UFC.g"' de suelo. Resultados.
La biodisponibilidad de T. asperellum T109 se vio
afectada por la frecuencia de aplicacion, y con alta
significancia (p<0,007) por la concentracion inicial
de indculo. En el muestreo final, para el ensayo en
condiciones controladas, la concentracién de 1x108
conidias.mL"" presentd diferencia altamente signifi-
cativa (p<0,0017) con respecto a 1x10® conidias mL"",
obteniéndose el maximo valor de UFC.g" de suelo
al realizar la aplicacion cada 4 dias. Para el ensa-
yo en campo, se obtuvieron diferencias altamente
significativas (p<0,007) al emplear conjuntamente
la concentraciéon de 1x108 conidias mL"y frecuencia
de aplicacion de 7 dias. Conclusién: Se pudo esta-
blecer que la densidad poblacional de T. asperellum
T109 es importante en el establecimiento del hongo
en el suelo.

Palabras clave: biocontrol, concentracién de indcu-
lo, frecuencia de aplicacion, densidad poblacional.

Bioavailability of Trichoderma asperellum
over time in Andisol soil in laboratory and
field conditions

Abstract

Introduction. Trichoderma asperellum strain T109
has shown great antagonism activity in vitro against
phytopathogenic fungi. However, it is necessary the
real understand of this strain into spatial organiza-
tion in soil under in vitro and field conditions to know
the population density. Objective. The aim of this
study was to evaluate different inoculum concen-
trations and frequencies of application in Trichoder-
ma asperellum T109 bioavailability. Materials and
methods. Spore suspensions containing 1x10°® and
1x108 conidia.mL"", were evaluated under controlled
laboratory and field conditions, with different appli-
cation times. We used the technique of Petri plate
count for determination of CFU.g" of soil. Results.
The T109 bioavailability was affected by the frequen-
cy of application and highly significant (p<0.001) for
the initial concentration of inoculum. The last sam-
pling under in vitro conditions showed that the con-
centration of 1x10°% conidia mL"' was significantly
different (p<0.0071) when compared to 1x10® coni-
dias.mL", yielding maximum value of CFU.g" of soil
for every 4 days of application. For field conditions,
we obtained significant differences (p<0.001) when
the concentration of 1x108conidias mL"and applica-
tion of 7 days were tested concomitantly. Conclu-
sions. We can determine that the population density
of T. asperellum T109 is important in the establish-
ment of the fungus in the soil.

Key words: biocontrol, inoculums, concentrations,
application rate, population density.
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Biodisponibilidade de trichoderma
asperellumen o tempo em solo Andisol em
condicoes de laboratério e campo

Resumo

Introdugdo. O isolamento de Trichoderma
asperellum T109 demonstrou ter grande capacidade
antagonica in vitro contra fungos fitopatégenos.
No entanto, existe a necessidade de conhecer a
resposta bioldgica deste isolamento sob condi¢des
in vitro e de campo com o fim de obter sua densidade
populacional. Objetivo. O objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes concentragdes de inéculo e
frequéncias de aplicagdo na biodisponibilidade
de Trichoderma asperellum T109. Materiais e
métodos. As concentragdes de indculo utilizadas
foram de 1x106 e 1x108 conidias mL-1, as quais se
avaliaram em condigdes controladas de laboratério
e de campo, com diferentes tempos de aplicagao;
utilizou-se a técnica de contagem em placa de

Petri para determinagdo de UFC.g-1 de solo.
Resultados. A biodisponibilidade de T. asperellum
T109 se viu afetada pela frequéncia de aplicagéo, e
com alta significancia (p<0,001) pela concentragao
inicial de indculo. Na amostragem final, para o
ensaio em condi¢des controladas, a concentragao
de 1x106 conidias mL-1 apresentou diferenca
altamente significativa (p<0,001) com respeito a
1x108 conidias mL-1, obtendo-se o maximo valor
de UFC.g-1 de solo ao realizar a aplicagdo cada
4 dias. Para o ensaio em campo, obtiveram-se
diferengas altamente significativas (p<0,001) ao
empregar conjuntamente a concentracdo de 1x108
conidias.ML-1e frequéncia de aplicagdo de 7 dias.
Conclusao: Péde-se estabelecer que a densidade
populacional de T. asperellum T109 & importante no
estabelecimento do fungo no solo.

Palavras Chaves: biomonitoragdo, concentragao
de indculo, frequéncia de aplicagdo, densidade
populacional

Introduccion

Para asegurar mayor actividad antagonica y
mejor efecto bioldgico, los agentes biocontro-
ladores deben tener mayor tolerancia al estrés
que los fitopatdbgenos que deben enfrentar
(Kredics et al, 2004, 491-498). Generalmente,
la accién antagénica de Trichoderma sp. se
evallia bajo condiciones controladas de labo-
ratorio, en algunos casos, sin tener en cuenta
las condiciones ambientales que se pueden
presentar en los campos de cultivo (Ferenczy,
Antal, Manczinger, Szakac, Tengerdy, 2000,
545-549; Skekeres Leitgeb, Kredics, Manczin-
ger, Vagvdlgyi, 2006, 619-622; Moghaddam,
Shaigan, Seraji, 2008, 2346-2350). Trichoder-
ma sp. es el hongo mas usado en el mundo
para control biolégico (Verma Brar, Tyagi, Su-
rampalli, Valéro (2007, 1-20), y representa al-
rededor del 50 % de los productos comerciales
a base de hongos antagonistas; dichos biofor-
mulados han sido aplicados en diferentes cul-
tivos en diversas latitudes de la Tierra (Anees
et al, 2010, 691 - 701; De Respinis et al, 2010,
19-100). Para el afio 2013, donde se realizé el
mas reciente inventario de especies de Tricho-
derma se identificaron cerca de 200 especies
(Jaklitsch, Voglmayr, 2015, 1-87), y se han des-
crito variadas metodologias que demuestran
la importancia de este microorganismo en el

area de la micologia y, en especial, del control
biolégico. En Colombia, la especie asperellum
es la mas prevalente del género Trichoderma
(Hoyos-Carvajal, Orduz, Bisset, 2009b, 615-
631); sin embargo, es poco el conocimiento
de la ecologia y el comportamiento bajo con-
diciones de campo de esta especie, lo cual se
ve reflejado en el menor numero de productos
a base de esta. Por lo tanto, resulta de vital
importancia conocer los aspectos biolégicos
y ecoldgicos de los aislamientos de T. aspe-
rellum que poseen potencial como agentes de
control bioldgico.

Algunos  factores que determinan la
biodisponibilidad del microorganismo antagonista
en el suelo son la concentracion y la frecuencia
de aplicacién. Thangavelu, Palaniswami,
Velazhahan (2004, 259-263) evaluaron una cepa
de Trichoderma harzianum aislada de la rizosfera
de banano con el fin de controlar la infeccion
por Fusarium oxysporum, cuando realizaron
aplicaciones en suelo; ademas de aumentar
considerablemente la cantidad de unidades
formadoras de colonia por gramo de suelo
(UFC.g'de suelo) de 10*a 10®, se evidencidé un
control efectivo de F. oxysporum comparado con
el fungicida quimico carbendazim. Esto indica
que posiblemente, altas concentraciones de
bioformulados exhiben un mejor desempeio que
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los productos agroquimicos. Ardores y Mamani
(2008, 1-11) evaluaron el efecto de la frecuencia
de aplicacion (7, 14 y 30 dias) de Trichoderma sp.
contra Rhizoctonia solani en un cultivo de café;
al realizar aplicaciones cada 7 dias encontraron
menor incidencia de la enfermedad damping
off, mayor tamafo de las hojas y aumento
en la altura en las plantas y en la longitud de
las raices, lo cual indica que mantener una
poblacion constante del antagonista en el suelo
potencia significativamente el crecimiento de las
plantas y puede disminuir el efecto de algunos
fitopatégenos.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente y
utilizando una cepa de Trichoderma asperellum
(T 109) con capacidad para controlar el
crecimiento de R. solani en condiciones de
laboratorio (Vargas-Hoyos, Rueda-Lorza vy
Gilchrist-Ramelli (2012, 103-112), se evalué la
influencia de la concentracion de inéculo y de la
frecuencia de aplicacion en la biodisponibilidad
a través del tiempo en condiciones de
laboratorio y campo.

Materiales y métodos
Evaluacién en condiciones controladas

Para evaluar la persistencia en el suelo a
través del tiempo de la cepa de Trichoderma
asperellum T109, se utilizaron tres regimenes
de aplicacién y tres concentraciones de inoculo.
En recipientes de poliestireno, de 7 cm de alto
por 11 de ancho, fueron agregados 400 g de
suelo tipo Andisol sin esterilizar provenientes de
la zona del oriente antioquefio. Los regimenes
a evaluar fueron: Régimen de aplicacion de
laboratorio 1 (L1) en el que se realizaron dos
inoculaciones al suelo (dia 8 y dia 16); Régimen
de aplicacién de laboratorio 2 (L2), conté con
4 aplicaciones cada 4 dias y Régimen de
aplicacion de laboratorio 3 (L3) en el cual se
realizaron 8 aplicaciones cada 2 dias durante
todo el periodo de evaluacién (16 dias). En
todos los regimenes se realizé una inoculacién
el dia cero y se finalizaron las aplicaciones el
dia 16. Las concentraciones a evaluar fueron:
0 (como control), 1x10%y 1x108 conidias. mL".
Para este experimento se incluyeron cuatro
repeticiones por tratamiento, para un arreglo
factorial de 3 regimenes x 3 concentraciones

X 4 repeticiones = 36 unidades experimentales.
El ensayo se repitié dos veces en el tiempo.
Los diferentes regimenes y concentraciones
de T. asperellum T109 fueron incubados con
un fotoperiodo 12/12 y con ciclo de temperatura
de 10/20°C (Thermo Scientific™ Precision
Standard Incubators 818).

Para evidenciar la dindmica de crecimiento
del hongo antagonista se hicieron muestreos
de suelo los dias 0, 8, 16 y 23. Con el fin
de evidenciar el proceso acumulativo de T.
asperellumT 109 el dia 23, se efectudé un
muestreo final y se compararon los regimenes
de aplicacién y las concentraciones empleadas,
determinando las UFC.g" de suelo. Para esto
se prepararon diluciones seriadas a partir de
1 g de suelo hasta 10* y se platearon 100 pl
en cajas Petri con PDA suplementado con Igepal
CA-630 (Sigma-Aldrich, St. Lois. USA) al 0.05 %;
se incubaron a 25 +/- 2°C por 5 dias. Para
determinar la cantidad de UFC.g" de suelo, se
utilizo el siguiente calculo:

Unidades Formadoras de Colonia.g™" suelo =
Colonias en PDA x 10%,

Evaluacioén en condiciones de campo

Para evaluar la persistencia de T. asperellum
T109 en campo, se realiz6 el ensayo en la zona
del oriente antioquefio (Centro experimental
Paysandu; Universidad Nacional de Colombia,
Santa Elena, Antioquia-Colombia (6°12° 37" N y
75°30°’11” O), que se encuentra a 2550 msnm,
con temperatura promedio anual de 14 °C, dis-
puesto en parcelas de 1m?y 40 cm de profundi-
dad con suelo clasificado como Andisol (United
States Department of Agriculture-USDA, 1999,
869) que fue inoculado con 0 (como control),
1x108 y 1x108 conidias mL"' de la cepa de T.
asperellum T109. El ensayo se llevé a cabo
durante 60 dias. En el Régimen de aplicacion
en campo 1 (C1), se aplicaron inoculaciones al
suelo los primeros 30 dias, cada 7; el Régimen
de aplicacion en campo 2 (C2) conté con apli-
caciones cada 15 dias. Para realizar la dindmi-
ca de crecimiento se muestrearon los dias 0,
7,14, 21,28 y 63 para C1, y los dias 0, 15, 30
y 60 para C2. Con el fin de comparar los regi-
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menes de aplicacion y las concentraciones, el
dia 60 se tomd un muestreo final, y se determi-
naron lasUFC.g'de suelo de Trichoderma sp.
Por cada combinacioén de concentraciéon de T.
asperellum T109 y frecuencia de aplicacion se
dispuso de 3 réplicas. Las suspensiones de T.
asperellum T109 se prepararon a partir de una
concentracion inicial de 1x10° conidias mL™" de
la cual se hicieron diluciones para alcanzar las
concentraciones requeridas y aplicar 40 mL
por parcela. Para los conteos de las colonias
se repitieron los procedimientos de dilucion,
siembra, incubacion y calculo, mencionados
en la metodologia anterior.

Analisis estadistico

Los tratamientos se compararon utilizando un
analisis de varianza (ANOVA) seguida de la
comparacion de medias de Tukey. Se realizaron
evaluaciones de homocedasticidad y normalidad
de los datos utilizando los test de Levene y
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente.

Resultados

La biodisponibilidad de T. asperellum T109 se
vio afectada por la frecuencia de aplicacion y
con alta significancia (p<0,007) por la mayor
concentracion. En el ensayo en condiciones
controladas, cuando se aplicé cada 2 dias se
observan diferencias altamente significativas
(p<0,001) de la concentracion 1x10% conidias
mL" desde el primer muestreo (dia 8). Se
alcanz6 el mayor valor de UFC.g" de suelo
(6.8 x 108) cuando se realiz6 aplicacion cada
4 dias. Se observaron diferencias altamente
significativas (p<0,001) entre la concentracion
1x108 conidias mL"y las otras concentraciones.
En el régimen de aplicacion cada 8 dias, en los
dos primeros muestreos se observa diferencia
altamente significativa de la concentracion
1x108 conidias mL™, pero en el ultimo muestreo
no existieron diferencias, aunque se observa la

tendencia a presentar mayor concentracion de
UFC.g" de suelo (figura 1).

En el muestreo final, en condiciones
controladas se observaron diferencias
altamente significativas (p<0,001) entre las
concentraciones 1x10°y 1x108 conidias mL™;
en esta Ultima concentracion no se observaron
diferencias significativas entre las frecuencias
de aplicacién, pero se evidencia una tendencia
a presentar mayor biodisponibilidad cuando se
aplicé cada 4 dias (figura 2).

El ensayo en condiciones de campo mostrd
que al aplicar el bioformulado de T. asperellum
cada 7 dias, se encontraron diferencias
altamente significativas (p<0,001) entre las
concentraciones empleadas; 1x10° y 1x108
conidias mL" desde el primer muestreo (dia
7); en la mayor concentracién se observd un
maximo de presencia de T. asperellum (2,25 x 10°
UFC.g" de suelo) al dia 21; el dia 28 disminuyd
levemente (1,90 x 10° UFC.g'de suelo) y no
se presentaron diferencias significativas en la
presencia de T. asperellum. Un mes después de
la ultima aplicacién (aprox. Dia 63) la poblacion
de T. asperellum disminuyd un 54 % (Figura 3).

En el muestreo final en condiciones de campo se
observaron diferencias altamente significativas
(p<0,001) entre 1x10°y 1x108 conidias mL";
la menor concentracion empleada no mostré
diferencias significativas en las frecuencias
de aplicacién; se observd tendencia de mayor
biodisponibilidad cuando se aplica cada 7
dias. En la concentraciéon de 1x10® conidias
mL", se encontraron diferencias altamente
significativas (p<0,001) entre la aplicacion a los
7 y 15 dias (figura 4). Haciendo aplicaciones
de T. asperellumT109 a 1x10® conidias mL"
cada 7 dias, se encontraron, luego de 60 dias
de la primera aplicacion, 1x10° UFC.g" de suelo
disponibles para efectuar su papel antagénico en
condiciones ambientales de campo (figura 4).
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Figura 1. Densidad poblacional (UFC.g'de suelo) de T. asperellum en el suelo
bajo condiciones controladas, segun las frecuencias y concentraciones de aplicacién
del bioformulado. Frecuencia de inoculacién: cada 2 dias (L1); cada 4 dias (L2);
cada 8 dias (L3). Las barras representan el intervalo de confianza del 95 %.

Los asteriscos representan diferencia altamente significativa (p<0,001)
entre las concentraciones para cada dia de muestreo

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3. Densidad poblacional (UFC.g" de suelo) de T. asperellum en el suelo bajo
condiciones de campo, segun las frecuencias y concentraciones de aplicacion del
bioformulado. Frecuencia de inoculacion: cada 7 dias (C1); cada 15 dias (C2). Las barras
representan el intervalo de confianza del 95 %. Los asteriscos representan diferencia
altamente significativa (p<0,001) entre las concentraciones para cada dia de muestreo

Fuente: Elaboracion propia
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Discusion

En este estudio, se observo el comportamiento
de la densidad poblacional de la cepa de T.
asperellum T109 en condiciones in vitro y en
campo. En nuestro conocimiento, es la primera
vez que se evalua la cepa T109 de esta manera
en suelos de tipo Andisol. La concentracion de
inoculo influyd significativamente (p<0,001)
en la biodisponibilidad de T. asperellumT109,
tanto en condiciones controladas de laboratorio
como en condiciones de campo, por lo que
podemos considerar que la concentracion del
in6culo de T. asperellum T109 es determinante
para mantener su biodisponibilidad en el suelo.

La concentracion de 1x108 conidias mL favo-
recio el establecimiento y aumento de la pobla-
cion del hongo en el suelo (figura 1; L1 y figura
2; C1). Los ensayos en condiciones controla-
das de laboratorio revelaron que es necesario
un periodo de establecimiento y adaptacién
antes de presentarse un aumento poblacional
significativo. Los suelos con enmiendas orga-
nicas y fertilizacién sintética favorecen el cre-
cimiento de propagulos de Trichoderma spp.
(Bulluck 111, Brosius, Evanylo y Ristaino et al.

78

2002,147-160). Este tipo de suelo se encuen-
tra en la zona del oriente antioquefio de donde
se realizd el ensayo en campo y se obtuvo el
material para realizar los ensayos en condicio-
nes controladas; por lo tanto, es un ambiente
ideal para la utilizacion del aislamiento T109. El
ensayo en condiciones controladas evidencio
que frecuencias medias de aplicacion favore-
cen la presencia de T. asperellum en el suelo.

En cuanto a las frecuencias de aplicacién eva-
luadas, se observé que en condiciones contro-
ladas los regimenes de aplicacién cada 2 y 4
dias presentaron mayor presencia en el suelo
al dia 23 (figura 1; L1 y L2), al obtener con-
centraciones finales de 5x10%y 5.8x10° UFC.g"
de suelo, respectivamente. Para el ensayo en
campo, el régimen de aplicacién cada 7 dias
presentd el valor maximo de presencia al dia
21 con 2.25 x10°UFC.g" de suelo, y no se ob-
servaron diferencias significativas con el dia
28, lo cual indica que durante este periodo se
presenté la mayor biodisponibilidad de conidias
del hongo en el suelo. Al aplicar cada 15 dias,
no se observaron diferencias drasticas entre
las concentraciones (figura 3). Este régimen
de aplicacion se asemeja a las frecuencias de
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aplicacion utilizadas comunmente en un culti-
vos comerciales; por lo tanto, con estas eva-
luaciones se comprobo la persistencia del bio-
formulado a base de Trichoderma asperellum,
aun en las condiciones adversas propias de
un ambiente agricola. El ensayo en condicio-
nes de campo evidencié que una frecuencia de
aplicacion cada 7 dias refleja de mejor manera
lo acontecido en suelos agricolas, y facilita la
presencia y establecimiento de T. asperellum
en la rizosfera.

Conclusiones

La concentracion del indculo de T. asperellum
es un factor determinante para aumentar la
biodisponibilidad de conidias en el suelo; de
tal manera, a mayor concentracion se podra
asegurar la densidad adecuada de propagulos
que podran ejercer biocontrol sobre los
fitopatdgeno.

En condiciones de laboratorio, se encontré que
frecuencias cortas de aplicacion favorecen la
presencia de T. asperellum, y benefician el
proceso de renovacion de propagulos viables
para el control biolégico. Esta tendencia fue
consistente en el ensayo en condiciones de
campo. Resulta trascendental realizar estudios
que pretendan conocer a fondo la ecologia de
este microorganismo, y que permitan dilucidar
las interacciones bioldgicas en las cuales esta
constantemente involucrado Trichoderma as-
perellum.
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