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Aspectos culturales de cepas nativas de Trichoderma spp. aislados de agroecosistemas de cacao nativo fino
de aroma de la provincia de Bagua-Amazonas

Cultural aspects of native strains of Trichoderma spp. isolated from fine aroma native cocoa
agroecosystems of the province of Bagua-Amazonas
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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar los aspectos culturales de 12 cepas nativas de Trichoderma spp. Se llevo a
cabo en un ambiente de laboratorio, donde se evalud el crecimiento radial del micelio de 12 cepas nativas de
Trichoderma spp., en tres diferentes medios de cultivo tales como: Agar Papa Dextroza , Zezapex Dox Agar y
Dricloran Rosa de Bengala con tres temperaturas (25 °C, 30 °C y 35 °C). Se empled un disefio completamente al azar
con arreglo factorial, con 108 tratamientos y 3 repeticiones por cada uno, con un total de 324 unidades
experimentales. Con los datos obtenidos se realizaron analisis de varianza, asi mismo se efectud pruebas de
comparaciones multiples de Tukey. Las cepas nativas de Trichoderma spp. (CP14-5 y CP10-3) fueron las que
reportaron el mayor crecimiento radial de micelio con 3,79 cmy 3,69 cm, respectivamente. El medio de cultivo en el
que se reportdé mayor crecimiento radial de micelio fue en el Agar Papa Dextroza con 3,78 cm. La temperatura de 30
°C, fue en la que se mostro el mejor crecimiento radial del micelio de las cepas nativas de Trichoderma spp. con 3,24
cm. Demostrando de esta menara la influencia que tiene la temperatura y medio de cultivo sobre el crecimiento radial
del micelio de las cepas nativas de Trichoderma spp.

Palabras clave: antagonista, medio de cultivo, micelio, temperatura.

ABSTRACT

The goal of the research was to evaluate the cultural aspects of 12 native strains of Trichoderma spp. It was carried
out in a laboratory environment, where the radial growth of the mycelium of 12 native strains of Trichoderma spp.
was evaluated, in three different culture media such as: Dextroza Potato Agar, Zezapex Dox Agar and Dricloran Rose
Bengal with three temperatures (25 °C, 30 °C and 35 °C). A completely randomized design with factorial
arrangement was used, with 108 treatments and 3 repetitions for each one, with a total of 324 experimental units.
With the obtained data, analysis of variance was carried out, as well as multiple Tukey comparison tests. The native
strains of Trichoderma spp. (CP14-5 and CP10-3) were the ones that reported the highest radial growth of mycelium
with 3.79 cm and 3.69 cm, respectively. The culture medium in which the greatest radial growth of mycelium was
reported was Dextroza Potato Agar with 3.78 cm. The temperature of 30 °C, was where the best radial mycelium
growth of the native strains of Trichoderma spp. was shown with 3.24 cm. Demonstrating from this menara the
influence that the temperature and culture medium have on the radial growth of the mycelium of the native strains of
Trichoderma spp.
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L. INTRODUCCION

El uso de microorganismos antagonistas de fitopato-
geno habitantes del suelo, cobra cada vez mas impor-
tancia ya que su aplicacidon no genera desequilibrios
bioldgicos, y mas bien regula o minimiza las poblacio-
nes de fitopatogeno habitantes del suelo (Fajardo y
Guzmén, 2006). Este gran interés despertado por el
control bioldgico de patogenos de plantas, es una res-
puesta en gran parte, a la creciente preocupacion de la
sociedad acerca del uso de agrodefensivos quimicos
(Chiribogaetal.,2015)

Schmoll et al. (2016) menciona que el género Tricho-
derma contiene hongos de gran relevancia para los seres
humanos, con aplicaciones en la produccion de enzimas
para la degradacion de la pared celular de las plantas y
su uso en el control bioldgico. Es un hongo frecuente-
mente usado en actividades agricolas como agente
biocontrolador fungico y un estimulante vegetal el cual
surge como una alternativa al uso de agroquimicos, pues
actua como antagonista de diversas especies de hongos
fitopatogenos (Hernandez et al., 2011; Canonero et al.,
2018). Este género posee multiples mecanismos de
accion, como la antibiosis, el micoparasitismo, la com-
petencia por el espacio y los nutrientes y la produccion
de metabolitos secundarios (Hernandez et al., 2019).
Este agente antagdénico puede desarrollarse en una
amplia gama de sustratos. Sin embargo, es probable
que el hongo no responda igual a los diversos medios
de cultivo en los que se siembre. El buen manejo del
microorganismo en el laboratorio es fundamental para
la mantener la capacidad de reproduccidn del hongo y
no cambie ninguna caracteristica fisiologica o corra el
riesgo de sufrir alguna mutacion que afecten el desa-
rrollo de una investigacion (Siordia et al., 2012).

En cuanto al efecto de la temperatura sobre el creci-
miento micelial de Trichoderma, al ser un microorga-
nismo mesofilo, su temperatura 6ptima de crecimiento
es de 25 a 30 °C, pero a la vez es capaz de crecer en
temperaturas que van de los 10 a los 40 °C. Esto pone
en manifiesto que las temperaturas es un factor influ-
yente en el crecimiento micelial de este hongo antago-
nista (Simkovi¢ et al., 2008).
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En Pert, los estudios en la determinacion de la tempe-
ratura y el medio de cultivo 6ptimo para el desarrollo
de los microorganismos nativos in vitro son incipiente
o simplemente no se han realizado. Esto genera una
limitada informacidén de las condiciones ambientales y
del tipo de medio de cultivo que necesita un hongo
asilado nativo para su buen crecimiento y desarrollo en
el laboratorio. Todo ello, con la finalidad de que estas
condiciones simulen que el microorganismo estuviese
en el campo, y que su comportamiento y/o nivel de
agresividad no varie.

En este contexto, el objetivo de la investigacion fue
determinar los aspectos culturales de cepas nativas de
Trichoderma spp. aislados de agroecosistemas de
cacao nativo fino de aroma de la provincia de Bagua en

laRegion Amazonas de Perti

II. MATERIALES Y METODOS

Procedencia de las cepas nativas

Se trabajaron con 12 de cepas nativas de Trichoderma
spp., aislados de muestras de suelo de agroecosistemas
de cacao nativo fino de aroma de la provincia de Bagua
debidamente codificados (Tabla 1). Tras su recolecta,
se llevaron las cepas nativas de Trichoderma spp. a los
ambientes del Laboratorio de Investigacion de Sani-
dad Vegetal (LABISANYV) del Instituto de Investiga-
cion para el Desarrollo de Ceja de Selva (INDES-
CES) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez
de Mendoza de Amazonas (UNTRM), para su conser-
vaciony determinacion de los aspectos culturales.

Tabla 1. Cepas nativas de Trichoderma spp. evaluadas

Distrito Localidad Cepas*
Aramango Pomabamba CP61-1
Copallin Santa Ana CP24-7
Imaza Pakum CP10-3
La Peca San francisco CP14-5
Imaza Nuevo Horizonte CP4-3
Copallin Santa Ana CP24-6
La Peca Arrayan CP38-2
Imaza Pakum CP11-3
Copallin Lluhuana CP53-2
La Peca San Luis CP27-1
Aramango Mirador CP1-4
La Peca San Francisco CP15-2

*Cepas: CP61-1. (C: Cepa, P: Parcela, 61: Nimero de parcelay 1:
Numero de aislado)
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Tratamientos de la investigacion

Se trabajé con un disefio completamente al azar
(DCA) con un arreglo factorial. Se evaluaron 12 cepas
nativas de Trichoderma spp., en tres medios de cultivo
Agar Papa Dextroza (PDA), Zezapex Dox Agar
(ZDA) y Dricloran Rosa de Bengala Agar (ARB) y tres

temperaturas de cultivo 25, 30 y 35 °C. Como resulta-
do de la interaccion de dichos factores, se obtuvieron
108 tratamientos con 3 repeticiones haciendo un total
de 324 unidades experimentales evaluadas. Cada
unidad experimental representd una placa petri de 9

cm de didmetro, con un 4rea de 63,62 cm’ (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos de la investigacion

Medio Tem Medio Tem Medio Tem
Teo* Cepa 0 itive (°C)p Teo* Cepa (- itive (°C)p Teo* Cepa ¢ ktive (°C)p
TI  CP6l-1 PDA 25  T37 CP43 PDA 25  T73 CP532 PDA 25
T2 CP6l-1 PDA 30  T38 CP43 PDA 30  T74 CP53-2 PDA 30
T3  CP6l-1 PDA 35  T39 CP43 PDA 35  T75 CP53-2 PDA 35
T4  CP6l-1 ARB 25  T40 CP43 ARB 25  T76 CP53-2 ARB 25
T5  CP6l-1 ARB 30 T4l CP43 ARB 30  T77 CP53-2 ARB 30
T6  CP6l-1 ARB 35  T42 CP4-3 ARB 35  T78 CP532 ARB 35
T7  CP6l-1 ZDA 25  T43 CP4-3 ZDA 25  T79 CP532 ZDA 25
T§  CP6l-1 ZDA 30  T44 CP4-3 ZDA 30 T80 CP53-2 ZDA 30
T9  CP6l-1 ZDA 35  T45 CP4-3 ZDA 35  T81 CP532 ZDA 35
TI0O CP24-7 PDA 25  T46 CP24-6 PDA 25 T8 CP27-1 PDA 25
TII  CP24-7 PDA 30  T47 CP24-6 PDA 30  T83 CP27-1 PDA 30
TI2 CP24-7 PDA 35  T48 CP24-6 PDA 35 T84 CP27-1 PDA 35
TI3 CP24-7 ARB 25  T49 CP24-6 ARB 25  T85 CP27-1 ARB 25
T14 CP24-7 ARB 30 TS0 CP24-6 ARB 30 T8 CP27-1 ARB 30
TI5S CP24-7 ARB 35  T51 CP24-6 ARB 35  T87 CP27-1 ARB 35
Tl6 CP24-7 ZDA 25  T52 CP24-6 ZDA 25  T88 CP27-1 ZDA 25
TI7 CP247 ZDA 30  T53 CP24-6 ZDA 30  T89 CP27-1 ZDA 30
TI8 CP24-7 ZDA 35  T54 CP24-6 ZDA 35  T90 CP27-1 ZDA 35
TI9 CP10-3 PDA 25  T55 CP38-2 PDA 25  T91 CPl-4 PDA 25
T20 CP10-3 PDA 30  T56 CP382 PDA 30  T92 CPl-4 PDA 30
T21 CP10-3 PDA 35  T57 CP382 PDA 35  T93 CPl-4 PDA 35
T22 CP10-3 ARB 25  T58 CP382 ARB 25  T94 CPl-4 ARB 25
T23 CP10-3 ARB 30  T59 CP382 ARB 30  T95 CPl-4 ARB 30
T24 CP10-3 ARB 35  T60 CP382 ARB 35  T9 CPl-4 ARB 35
T25 CP10-3 ZDA 25  Tél CP382 ZDA 25  T97 CPl-4 ZDA 25
T26 CP10-3 ZDA 30  T62 CP382 ZDA 30  T98 CPl-4 ZDA 30
T27  CP10-3 ZDA 35  T63 CP382 ZDA 35  T99 CPl-4 ZDA 35
T28 CP145 PDA 25  Té4 CPI1-3 PDA 25  TI0O0 CPI52 PDA 25
T29 CPl4-5 PDA 30  T65 CPll-3 PDA 30  TI0l CP15-2 PDA 30
T30 CPl4-5 PDA 35  T66 CPll-3 PDA 35  TI102 CP15-2 PDA 35
T31 CPl4-5 ARB 25  T67 CPll-3 ARB 25  TI103 CPI5-2 ARB 25
T32 CPl4-5 ARB 30  T68 CPll-3 ARB 30  TI04 CP15-2 ARB 30
T33 CPl4-5 ARB 35  T69 CPll-3 ARB 35  TI05 CP15-2 ARB 35
T34 CP145 ZDA 25  T70 CP11-3 ZDA 25  TI06 CP152 ZDA 25
T35 CP145 ZDA 30  T71 CPI1-3 ZDA 30  TI07 CP152 ZDA 30
T36 CP145 ZDA 35  T72 CP11-3 ZDA 35  TI0O8 CP152 ZDA 35

Tto*: Tratamiento.

Crecimiento radial del micelio

El crecimiento micelial se evalud de acuerdo a la meto-
dologia de Dimbi et al, (2004), donde un fragmento de
5 mm de diametro se obtuvo del borde de colonias de
Trichoderma de 4 dias de edad y se coloco en el centro

deuna caja de Petri con medio PDA. Las cajas se incu-

baron a 25,30y 35 °C. Se establecieron tres repeticio-
nes por aislamiento y temperatura. El radio del creci-
miento micelial se registro cada 24 h. La prueba finali-
76 a los 3 dias hasta que una de las colonias llen6 la
caja de Petri. Las medidas del ultimo registro se utili-

zaron en el analisis estadistico.
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El crecimiento radial del micelio de las cepas de 7ri-
choderma spp. (r, cm) se transformo en area de creci-
miento (A, cm®) con la formula A = nur’. El 4rea corres-
pondiente a cada crecimiento radial se expres6 en
porcentaje. Asi, el efecto de la temperatura sobre el
crecimiento micelial se evalué mediante el porcentaje
de inhibicidn e incremento del area, al pasar de 25 a 30
°Cyde25a35°C.

Crecimiento a 30 °C

Inhibicién/i to (%) = — * 100
nhibicién/incremento (%) Crecimiento a 25 °C
Inhibicién /i to (% Crecimiento a 35 °C 100
= — bs
nhibicién/incremento (%) Crecimiento a 25 °C

Analisis Estadistico

Los datos tomados del crecimiento micelial de las 12
cepas nativas de Trichoderma spp. fueron analizados
en el software estadistico Statistix version 8, con el
cual se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) al 5%
de significancia ademas se realizd una prueba de
comparaciones multiples de Tukey al 5 %, comparan-
do las medias, tanto para el medio de cultivo como

para latemperatura de incubacion.

II1. RESULTADOS

Crecimiento radial del micelio de las cepas nativas
de Trichoderma spp.

El crecimiento micelial de las 12 cepas nativas de 77i-
choderma spp. mostraron diferencias significativas
entre si, obteniendo 9 grupos estadisticos (Tabla 3). El
grupo estadistico A, obtuvo el mayor crecimiento mice-
lial representado por la cepa CP14-5, que alcanzd un
crecimiento micelial al tercer dia de evaluacion de 3,70
cm. Sin embargo, no se observaron diferencias signifi-
cativas con la cepa CP10-3 que alcanzo 3,69 cm. Por
otro lado, las cepas que obtuvieron un crecimiento
radial de micelio que oscilaron entre 2,73 cm hasta 1,88
cm fueron CP1-4, CP11-3, CP15-2 y CP4-3. Asi mis-
mo, el menor crecimiento radial del micelio lo confor-
mo el grupo G, correspondiente a la cepa CP4-3, donde
se obtuvo un crecimiento radial de 1,88 cm, diferen-

ciandose significativamente de las 11 cepas evaluadas.
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Taba 3. Prueba de comparaciones multiples para el crecimiento
micelial de los 12 aislados

. Grupos

Cepa Media Homogéneos
CP14-5 3.70 A
CP10-3 3.69 A
CP61-1 3.57 AB
CP38-2 3.39 ABC
CP24-6 3.22 BCDD
CP24-7 3.13 CDE
CP53-2 2.88 DEF
CP27-1 2.74 EF

CP1-4 2.65 F
CP11-3 2.64 F
CP15-2 2.50 F

CP4-3 1.88 G

Segin la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, se observaron tres grupos homogéneos (A, By
C), donde A es el medio de cultivo PDA, que reportd
mayor crecimiento radial del micelio de los hongos
evaluados. Mientras que el grupo C, representado por
el medio de cultivo ZDA, fue el que obtuvo un menor
crecimiento radial del micelio para las 12 cepas nati-

vas de Trichoderma spp. evaluadas (Figura 1).

A
4.0 B
3.0 C
2.0}
(L L4
ARB

1N
Figura 1. Prueba de comparaciones multiples de Tukey para el tipo
de medio de cultivo utilizado

Crecimeinto micelial {cm)

PDA ZDA
Medio de cultivo

En cuanto a las temperaturas, la prueba de compara-
ciones multiples de Tukey determino la formacién dos
grupos homogéneos (A, B). Donde el grupo A repre-
senta la temperatura donde los hongos obtuvieron el
mayor crecimiento micelial (30 °C), y el grupo B
donde se obtuvo el menor crecimiento segun la tempe-
ratura(35y25°C).
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Figura 2. Prueba de comparaciones multiples de Tukey para las
temperaturas

IV. DISCUSION

Al evaluar el efecto de las temperaturas de incubacion
in vitro en el crecimiento micelial de las cepas nativas
de Trichoderma spp., se encontr6 que estos hongos se
desarrollan con mayor facilidad a una temperatura de
30 °C. Resultados poco similares a los de Victor ef al.
(2016) doénde encontraron que los aislamientos de
Trichoderma crecieron a temperaturas entre 12 y 37
°C, con un crecimiento maximo a 27 °C. Asi mismo,
estudios realizados por Maurya et al. (2017) encontra-
ron que los hongos del género Trichoderma alcanzan
el mayor crecimiento micelial a una temperatura entre
los 25 y los 30 °C. Por otro lado, Yadav y Chandra
(2014) evaluaron el efecto de la temperatura para el
crecimiento del hongo Pleurotus sp y encontraron que
el hongo obtuvo un mayor crecimientoa 25 °C.

Con respecto al hongo que reportd el mayor creci-
miento micelial (CP14-5) con 3,70 cm, proviene al
distrito de la Peca. Estos resultados pueden significar
que dicho hongo tiene mayor facilidad de reproduc-
ciony puede que presente mayor agresividad en contra
de los patdgenos en comparacion con las demas cepas
evaluadas. Asi mismo, se puede suponer que éste es un
hongo con alta capacidad de adaptabilidad a diferentes
temperaturas, considerando que al incubarse a una
temperatura de 25, 30 y 35 °C el hongo reportd los
mayores crecimientos radial del micelio (Fipke et al.,
2015; Quietal., 2017; Zehraetal., 2017).

En el caso de los medios de cultivo evaluados se
encontr6 que el medio de cultivo més adecuado para el

cultivo de las cepas de Trichoderma es el PDA, esto

puede deberse al alto contenido en extracto de papa
que favorece el crecimiento de los hongos en general.
Hay investigaciones, que corroboran esta afirmacion
del PDA, ya que los valores mas altos en crecimiento
micelial de Trichoderma fueron encontrados en este
tipo de agar (Jahan et al., 2013). Por otro lado, en el
caso del medio de cultivo ARB, las cepas de Tricho-
derma comparado con el crecimiento en PDA obtuvie-
ron menor crecimiento radial, esto pudo deberse a que
éste medio de cultivo es especifico para el control de
levaduras y mohos en aire y superficie (Mentese et al.,
2017). En el caso del medio ZDA, que también reporto
un menor crecimiento, puede deberse a su alto conte-
nido de sacarosa dentro de su composicion. Esto hace
que se la unica fuente de carbono, mientras que el
nitrato de sodio sirve como la unica fuente de nitroge-
no. Es probable que Trichoderma no necesita una
fuente de carbono para su buen crecimiento y desarro-
llo (Kunanbayev et al., 2019).

V.CONCLUSIONES

Las cepas nativas de Trichoderma spp. CP14-5 y
CP10-3, fueron las que reportaron el mayor crecimien-
to radial de micelio con 3,79 cmy 3,69 cm, respectiva-
mente.

El medio de cultivo que reportd mayor crecimiento
radial de las 12 cepas nativas de Trichoderma spp fue
PDAcon 3,78 cm.

La temperatura en la que mas crecimiento micelila de
Trichoderma, se dio a 30 °C, con un promedio de cre-

cimiento radial de micelio de 3,24 cm.
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