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Resumen: as coberturas vegetales urbanas proveen diversos servicios ecosistémicos. Sin embargo,
las enfermedades causadas por fitopatdgenos estan disminuyendo su prestacion, por esta razon, es
de vital importancia promover la sanidad forestal, para lo cual es necesario reconocer los sintomas
que la afectan, asi como los microorganismos que generan sintomas patoldgicos, a fin de buscar
alternativas de control bioldgico. Asi pues, el objetivo de esta investigacion es evaluar el potencial
antagoénico de cinco cepas de Trichoderma spp. contra fitopatégenos foliares del arbolado urbano.
Se tomaron muestras en 28 puntos parques, distribuidos a lo largo de los Cerros Orientales. En cada
uno, se recolectaron hojas sintomaticas, se aislaron los microorganismosy se realizaron las pruebas
de antagonismo. Como resultado se obtuvo que cuatro de las cinco cepas probadas tienen un por-
centaje de inhibicion mayor al 60 %, lo que las convierte en candidatas promisorias para el control
de fitopatégenos. Ademas, microorganismos como Cladosporium spp., Fusarium spp. y Trichothecium
spp. resultaron ser los mas susceptibles a la cepa.
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Antagonistic Potential of Trichoderma Spp. Strains
Against Foliar Tree Pathogens in Parks of the Eastern
Mountains of Bogota

Abstract: Urban vegetation cover provides several ecosystem services. However, diseases caused
by phytopathogens are decreasing, and it is thus vital to promote forest health; this requires iden-
tifying the symptoms that affect forest health, as well as the microorganisms that generate patho-
logical symptoms, in order to find biological control alternatives. Consequently, the objective of this
research is to evaluate the antagonistic potential of 5 Trichoderma spp. strains against foliar phy-
topathogens in urban trees. Samples were taken at 28 parks, distributed throughout the Eastern
Mountain. Symptomatic leaves were collected at each sampling point, microorganisms were isolated
and antagonism tests were performed. Results showed that 4 out of the 5 strains tested have an
inhibition percentage over 60 %, making them promising candidates for phytopathogen control.
Furthermore, microorganisms such as Cladosporium spp., Fusarium spp. and Trichothecium spp.
proved to be the most susceptible to the strain.

Keywords: Cladosporium spp; Fusarium spp; Mucor spp; Nigrospora spp; Trichothecium spp.

Potencial antagonico das colonias de trichoderma spp., contra
patogenos foliares de drvores em parques das montanhas
orientais de Bogotd

Resumo: As coberturas vegetais urbanas fornecem diversos servicos ecossistémicos. No entanto, as
doencas causadas por fitopatégenos estdo diminuindo seu desempenho, por essa razdo, é de vital
importancia promover a saude da floresta, para o qual é necessario reconhecer os sintomas que a
afetam, bem como os microrganismos que geram sintomas patoldgicos, a fim de procurar alternati-
vas de controle bioldgico. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa é avaliar o potencial antagdnico de
cinco col6nias de Trichoderma spp. contra fitopatdgenos foliares da arborizagdo urbana. As amostras
foram coletadas em 28 pontos parques, distribuidos ao longo das Montanhas Orientais. Em cada um,
coletaram-se folhas sintomaticas, isolaram-se os microrganismos e realizaram-se os testes de anta-
gonismo. Como resultado obteve-se que quatro das cinco col6nias testadas tém uma porcentagem
de inibicdo maior a 60 %, o que as tornam candidatas promissoras para o controle de fitopatégenos.
Além disso, microrganismos como Cladosporium spp., Fusarium spp. e Trichothecium spp. resultaram
ser 0s mais suscetiveis a colonia.

Palavras-chave: Cladosporium spp; Fusarium spp; Mucor spp; Nigrospora spp; Trichothecium spp
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Introduccion

Las coberturas vegetales urbanas proveen diver-
sos servicios ecosistémicos (SE), los cuales pueden
clasificarse en servicios de regulacion, de soporte
y culturales. Los primeros son aquellos que inter-
vienen en la regulacion de procesos ecosistémicos
como la regulacion de la calidad del aire, el clima,
la fertilidad del suelo y la depuracién de residuos.
Los de soporte deben su nombre a que son necesa-
rios para la produccién de otros servicios, dentro
de los cuales se encuentran tanto la funcién ha-
bitacional que brindan a la fauna como su parti-
cipacion en el ciclo hidrolégico. Por su parte, los
servicios culturales se entienden como aquellos
beneficios intangibles, en los que se incluyen la re-
creacion y el embellecimiento del espacio publico
(Orwa, Mutua, Kindt, Jamnadass y Anthony, 2009;
Szumacher y Malinowska, 2013; Reyes, 2016).

Por lo anterior, es de vital importancia pro-
mover la sanidad forestal. Esto implica, por un
lado, mantener la poblacién de microorganismos
asociados a las coberturas vegetales urbanas, en
niveles que no generen dafos significativos y, por
otro, evitar que afecten la funcion ecoldgica de es-
tas coberturas. Lo cual se logra al combinar medi-
das como la prevencion, observacion y supresion
de los sintomas y signos patoldgicos, con el fin de
mantener controladas las poblaciones causantes de
enfermedades (FAQO, 2012).

Es importante resaltar que, en los tltimos afos,
se ha optado por un manejo de enfermedades ami-
gable con el medio ambiente, implementando con-
troladores biologicos como las bacterias y hongos
antagonistas (Hernandez, Bautista y Velasquez,
2007). Lo cual se debe a que estos microorganis-
mos son capaces de disminuir los dafios causados
por los fitopatogenos, a través de su propagacion
en masa, acompanada de su alta competitividad
por los recursos y el espacio, asi como su actividad
enzimatica y, en algunos casos, micoparasitismo
del patégeno (Infante, Martinez, Gonzélez y Ra-
mirez, 2009).

Algunos de los microorganismos que cumplen
con todos esos requisitos son los hongos pertene-
cientes al género Trichoderma spp., las levaduras
de los géneros Rhodotorula spp. y Candida spp.,

asi como las bacterias de los géneros Pseudomonas
spp. y Bacillus spp. (Hernandez et al., 2007).

Para poder tomar medidas de este tipo, es nece-
sario, como primera medida, reconocer los sinto-
mas y signos de cada patégeno (Riley, Williamson
y Maloy, 2002). Sin embargo, en Colombia, el sec-
tor de patologia forestal no estd muy desarrollado,
razon por la cual “constituye en un filén completo
de oportunidades de investigacion y aprendizaje,
ademds de la responsabilidad de formacién de per-
sonal idoneo y la creacion de escuelas que aborden
todas las dreas del conocimiento que de aqui se de-
riven” (Chavarriaga, 2011, p. 17). En esa medida,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar dife-
rentes cepas de Trichoderma spp. para el control
biologico de patdgenos foliares de arboles nativos y
no nativos en areas verdes de Bogota.

Materiales y métodos

Area de estudio y recoleccién del
material vegetal

El drea de estudio estuvo constituida por 28 par-
ques, ubicados en la zona de influencia de los
Cerros Orientales (Figura 1). En cada punto de
muestreo, se recolectaron cinco (5) muestras de
hojas afectadas por algun sintoma o signo presen-
te, descrito en su totalidad (manchas, necrosis y
deformacion foliar, etc.). El muestreo estuvo sujeto
a la presencia de las especies arbdreas de cada par-
que. Las muestras se guardaron en bolsas de cierre
hermético, tipo Ziploc, de 18x20 cm debidamente
marcadas. Cada muestra fue almacenada en una
bolsa independiente para evitar la contaminacién
cruzada (Posada, 2006).

Aislamiento de microorganismos
fitopatogenos

Las muestras se desinfectaron asi: después de un
lavado de 15 minutos con agua, se dejaron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 1,0% durante
cuatro minutos; seguido de etanol al 70 % por cua-
tro minutos y, finalmente, lavado con agua destila-
da estéril durante 5 minutos (Lopez, 1996, citado
en Posada, 2006). Esto se hizo con el fin de evitar el
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crecimiento de saprofitos (Riley et al., 2002). Poste-
riormente se sembraron en cajas de Petri, con me-
dio de cultivo de agar de papa y dextrosa (PDA) y se
incubaron a temperatura ambiente durante 8 dias
(Monroy y Lizarazo, 2010). Una vez transcurridos
los ocho dias, los fitopatogenos que crecieron fueron
caracterizados segin su morfologia macroscopica:
color, forma, tamafio y textura de la colonia, tanto
en el anverso como en el reverso (Osorio y Castailo,
2011). Hecho esto, se volvieron a aislar en cajas de
Petri (una por cada microorganismo caracterizado)
con PDA vy se incubaron a temperatura ambiente
durante otros ocho dias (Posada, 2006).

Figura 1. Puntos de muestreo.

Fuente: mapa elaborado por Kristian Rubiano.

Identificacion de microorganismos

Se realiz6 una impronta con cinta adhesiva trans-
parente y azul de lactofenol a cada microorganis-
mo aislado. Enseguida, se clasificaron segin sus
caracteristicas microscopicas mediante el uso de
claves taxondmicas (Monroy y Lizarazo, 2010).

Pruebas de antagonismo

Una vez el fitopatogeno fue aislado y caracterizado,
se tomé un plug de 5 mm, se sembro en un extremo
de cada caja de Petri (a 1,0 cm del borde de la caja)
y se incubd a temperatura ambiente durante dos
dias. Posteriormente, se inoculé cada caja con un
plug de 5,0 mm del microorganismo antagonista
correspondiente (cinco cepas de Trichoderma spp.,
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procedentes del cepario del Jardin Botanico de Bo-
gotd), el cual se ubico en el extremo opuesto del
indculo inicial (a 1,0 cm del borde de la caja).
Luego, se dejo incubar a temperatura ambiente
durante ocho dias. Pasado este tiempo, se midi6 el
halo de crecimiento de los microorganismos en-
frentados, con el fin de establecer si hubo o no in-
hibicién de crecimiento del fitopatégeno (Quiroz,
Ferrefa, Alarcon y Lara, 2008; Lizarazo, Mendoza y
Gutiérrez, 2014). Cada prueba se hizo por triplicado.

Resultados y discusion

La especie arbdrea en la cual se han detectado mas
sintomas es el roble (Quercus humboldtii), seguido
por el caucho sabanero (Ficus soatensis) y el jazmin
del Cabo (Pittosporum undulatum). Por el contra-
rio, las especies con menor cantidad de sintomas
son el liquidambar (Liquidambar styraciflua), el
guayacan de Manizales (Lafoensia acuminata) y
el falso pimiento (Schinus molle), respectivamen-
te. Es importante mencionar que, en el jazmin del
Cabo, el guayacan de Manizales y el falso pimiento
aparecen sintomas (agallas) que se repiten en todas
las zonas de muestreo, particularmente, en el falso
pimiento (incidencia del 100 %).

En el guayacan de Manizales, el sintoma mas
representativo es la apariciéon de manchas negras
angulosas, sobre la nervadura central y entre las
nervaduras secundarias (Figura 2A). Por su parte,
en el jazmin del Cabo, el sintoma que se repite es
amarillamiento en el borde de la hoja (Figura 2B).
Mientras que, en el roble, el sintoma mas reporta-
do fue necrosis en la lamina foliar (Figura 2C).

En cuanto al caucho sabanero, el sintoma mas
frecuente fueron las manchas negras, rodeadas por
un halo clorético amarillo (Figura 2D). Finalmen-
te, en el falso pimiento, el sintoma encontrado en
todos los puntos de muestreo fueron las agallas
(Figura 2E), causadas por el pilido Calophya schini
(Pinzon y Gonzilez, 1999). La gravedad de estos
sintomas es variable en cada punto de muestreo,
sin embargo, ninguno supera el 50 %.

Identificacion de microorganismos

Se identificaron siete microorganismos: Cladospo-
rium spp., Epicoccum spp., Fusarium spp., Mucor
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spp.» Nigrospora spp., Penicillium spp. y Trichothe-
cium spp. El hongo Cladosporium spp. es el respon-
sable de las manchas circulares cloréticas que, con
el paso del tiempo, se tornan de color café oscuro y
producen un leve hundimiento del tejido afectado.
Generalmente, la infecciéon comienza en las hojas
mas adultas y va dispersandose, ascendentemen-
te. Las hojas mas gravemente afectadas se tornan
completamente clorédticas y terminan cayéndose
(Sun et al., 2017).

En cuanto a sus caracteristicas microscdpicas,
se encuentran micelio delgado, diamataceo, sep-
tado y conidios unicelulares que forman cadenas
acropetas. Las colonias de este género tienen tex-
tura aterciopelada y, en algunos casos, polvosa;
son de color verde oliva en el anverso y negro, en

el reverso (Cepero, Restrepo, Franco, Cérdenas y
Vargas, 2012), como se observa en la Figura 3A.

Figura 2. Sintomas con mayor incidencia en campo: (a)
guayacan de Manizales, (b) jazmin del Cabo, (c) roble, (d)
caucho sabanero y (e) falso pimiento.

Fuente: fotografia de los autores de la investigacion.

Epicoccum spp. se caracteriza por ser un hongo
enddfito, ampliamente utilizado en el control de
fitopatdgenos y malezas (Abdel-Hafez et al., 2017).
También se reporta como saprofitico, oportunista
secundario, con poco indice de patogenicidad (Bar-
nett y Hunter, 1987). En términos macroscopicos,
se caracteriza por tener pequeios conididforos y
conidias oscuras y dictiosporadas (multicelulares).
Su caracteristica macroscopica mas relevante es la
intensa coloracién naranja de la colonia (tanto en
el anverso como en el reverso), con algunos puntos
negros, producto de la esporulacién (Bleoju, 2007),
como se ve en la Figura 3B.

El fitopatégeno Fusarium spp. (Figura 3C) es el
responsable de la marchitez vascular, enfermedad

caracterizada por hojas que se tornan clordticas,
pierden turgencia y, finalmente, se marchitan. Ge-
neralmente, la sintomatologia se presenta de modo
ascendente (Estupinan y Ossa, 2007). La principal
caracteristica microscdpica de este microorganis-
mo es la presencia de macro- y microconidias hia-
linas, septadas, ligeramente curvadas en el medio
y puntiagudas en los extremos (forma de canoa).
La colonia es algodonosa y su color puede variar
entre los tonos blanco y parpura (Barnett y Hun-
ter, 1987).

Mucor spp., es considerado un patdgeno
del suelo, aunque puede afectar 6rganos aéreos
como frutos, hojas y tallos, sobre todo, cuando las
condiciones son favorables para su esporulacion
(Bassey, Andy, Asikong y Brooks, 2015). Micros-
cOpicamente, se caracteriza por tener tallos largos,
esporangioforos cafés, con forma esférica, una co-
lumnela elipsoidal. En términos macroscépicos, la
colonia es algodonosa, de color crema tanto, en el
anverso como en el reverso (Arias y Pifieros, 2008),
como se ve en la Figura 3D.

Se considera a los hongos del género Nigrospora
spp. (Figura 3E) responsables de manchas necroti-
cas, rodeadas de un halo clordtico grueso, las cuales
inician en el margen de las hojas y, posteriormente,
invaden el resto de la lamina foliar, a medida que su
tamano va aumentando (Ortiz, Quifionez, Valdés,
Gomez y Huertas, 2014). Su principal caracteristica,
en términos microscopicos, son los conidios de co-
lor negro, que surgen del dpice ensanchado de una
célula conidiogénica. Dichos conidios son tnicos y
solitarios. La colonia inicialmente es blanca, pero,
con el transcurso del tiempo, se torna gris oscuro,
con ciertos parche blancos en el anverso; mientras
que, en el reverso, es de color negro; su textura es
aterciopelada (Cepero et al., 2012).

Penicillim spp. es el agente causal de sintomas
como manchas circulares necrdticas, claramente
definidas, y alrededor de ellas se observa un halo
clorético (Ortiz et al., 2014). Microscdpicamente, se
observan las fidlides, los conidi6foros ramificados y
sus conidios globosos en cadenas basipetas. La co-
lonia tiene una textura polvosa y coloracion verde
azulada en el anverso; mientras que el reverso suele
ser de color blanco, crema o amarillo intenso (Cepe-
ro et al., 2012), como se aprecia en la Figura 3F.
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Estos microorganismos son considerados hon-
gos saprofitos en campo y, en ocasiones, pueden tor-
narse peligrosos, en almacenes donde atacan granos
de plantas como el maiz, cuando la humedad es
ligeramente mayor a la normal, lo que ocasiona la
aparicion de un micelio verde o negro, seguido de
pudricion del 6rgano afectado (Avelar et al., 2011).

Figura 3. Microorganismos identificados: (a) Cladospo-
rium spp., (b) Epicoccum spp., (¢) Fusarium spp., (d) Mucor
spp., (e) Nigrospora spp., (f) Penicillium spp. y (g) Tricho-
thecium spp.

Fuente: fotografia de los autores de la investigacién.

El hongo Trichothecium spp. (Figura 3G) es el
responsable de la pudricion en frutas (Bello, 2008).
Sin embargo, no se ha reportado en especies arbd-
reas. Sus caracteristicas microscopicas son conidios
conformados por dos células, los cuales se originan
de células conidiogénicas retrogresivas, que forman
una especie de espiga; el micelio es delgado, hialino
y sin septos. La colonia es de color curuba, tanto en
el anverso como en el reverso; su textura es polvoro-
sa 'y crece de forma radial (Cepero et al., 2012).

Pruebas de antagonismo

Todas las cepas probadas tuvieron una inhibicién
mayor al 40%. Sin embargo, cuatro de las cinco
cepas tienen una inhibicién mayor o igual al 60 %,
con alguno de los fitopatégenos probados in vitro.
Esto es positivo, ya que los biocontroladores deben
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presentar este porcentaje de inhibicién en las prue-
bas de laboratorio para que puedan ser considera-
dos efectivos en campo (Garcia, 2015).

Las cepas que presentaron mayor porcentaje de
inhibicién fueron T-PS (73,6 %) sobre el Trichothe-
cium spp; seguidas por T-H4, que inhibié a Clados-
porium spp. en un 73,3 %, y T-H2, cuya inhibicién
fue del 72,5% sobre el mismo hongo (Figura 4).
Cabe aclarar que la cepa que generé menor inhibi-
cion fue T-FP, aislada del follaje de falso pimiento.

Los patdgenos inhibidos en mayor proporcion
fueron Trichothecium spp., Cladosporium spp. y
Fusarium spp. En estos casos, la inhibicion de to-
das las cepas superd el 50 %. En el caso particular
de Epicoccum spp., ninguna de las cepas usadas
generd inhibicién superior al 30%. Esto puede
deberse a que la tasa de crecimiento de este mi-
croorganismo es bastante lenta (Torrenga y Rueda,
2006), por lo cual no hubo diferencia considerable
entre el control y los tratamientos.

Por su parte, Fusarium spp. fue inhibido en el
rango de 57,9-64,9 %, estos valores sobrepasan a
los que reporta Jaramillo (2014), en cuyo estudio
se probaron tres cepas de Trichoderma spp. con
este fitopatégeno. Ello demuestra que el potencial
antagonico de las cepas T-H2 y T-PS son los mas
favorables para controlar al hongo Fusarium spp.

Asimismo, Cladosporium spp. inhibié su creci-
miento micelial entre un 56,2 y 73,3 %. Este ultimo
valor es producto del antagonismo de T-H4. El cual
es bastante cercano al reportado por Romero et al.
(2016), en cuyo estudio, Cladospotium cladosporioi-
des fue inhibido por Trichoderma harzianum en un
76,2 %. Esto hace que dicha la cepa T-H4 sea promi-
soria para controlar el fitopatégeno en cuestion.

En el caso de Trichothecium spp., el rango de in-
hibicién del crecimiento micelial oscilé entre 57,6 y
73,6 %, teniendo en cuenta que T-PS es el antago-
nista responsable del ultimo valor. Este resultado es
alentador, en comparacion los publicados por Koka
et al. (2017), ya que ninguna de las tres cepas pro-
badas por ellos super6 el 46 % de inhibicion, lo cual
permite catalogar a las cepas evaluadas en este es-
tudio como potenciales antagonistas de este hongo.

Un caso similar al anterior es el que ocurre con
Penicillium spp., cuyos porcentajes de inhibicion es-
tan entre 46,4 y 64,3 %; mientras que los reportados

m G.Sanchez-Leén m A. Bustos
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por los mismos autores solo alcanzan el 26,3 %, lo
que implica que las cepas también son promisorias
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para el control de este microorganismo. En particu-
lar, T-H2 es la cepa que encabeza la lista.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién de cinco cepas de Trichoderma spp., con-
tra siete fitopatégenos. Fuente: elaboracién propia.

Con Nigrospora spp., el caso es similar a los
descritos en otros estudios, ya que los resulta-
dos obtenidos en esta investigacién evidencian
una inhibiciéon que varia entre los 50,8 y 56,6 %.
Mientras que los resultados reportados por Pine-
da (2014) no superan el 35%. Todo ello hace que
la cepa T-H11 sea un potencial antagonista contra
este fitopatdgeno. En el caso de Mucor spp., esta
cepa es la que tiene mayor inhibicién, pues alcan-
za un 53 %.

Aunque no se ha determinado a ciencia cier-
ta cudl es el mecanismo de accidn por el cual las
cepas de Trichoderma spp. lograron inhibir el
crecimiento micelial de los fitopatégenos, es im-
portante recordar los siguientes aspectos: los mi-
croorganismos antagdnicos se caracterizan por
tener poca variabilidad genética, ser generalistas,
tener plasticidad ecoldgica, ser capaces de vivir
en condiciones de estrés causados por factores
ambientales (desecacion o contaminacion, entre
otros), competir con gran variedad de fitopato-
genos que afectan diversas especies, mantener su
antagonismo por largos periodos, tener resisten-
cia a fungicidas y no causar ningun tipo de dafio
a la planta. Por el contrario, inducen resistencia
a nivel sistematico en el hospedero, de modo que
pueden tener efecto positivo en los cultivos (Her-
nandez et al., 2007).

Con base en lo anterior, a partir de los resul-
tados obtenidos, creemos que la inhibicion de las
cepas de Trichoderma spp. probadas se debe a la
competencia que este hongo hace por el espacio

y los recursos. En algunos casos, puede deberse
también a micoparasitismo, ya que se evidencia
crecimiento del antagonista sobre el micelio del
fitopatdgeno (Figura 5).

Figura 5. Antagonismo cepa Trichoderma-FP (T-FP) con-
tra los siete fitopatégenos.

Fuente: fotografia de los autores de la investigacion.
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Conclusiones

En general todas las cepas de Trichoderma spp.
produjeron una inhibicién mayor al 40%, pero
solo aquellas que alcanzan a inhibir al menos el
60 % del crecimiento micelial de los fitopatégenos
son potenciales biocontroladores en campo. Estas
ultimas son candidatas promisorias para ser im-
plementadas como controladores bioldgicos de pa-
togenos foliares que afectan a ciertas especies del
arbolado urbano.

Las cepas T-PS y T-H2 fueron las que presen-
taron los porcentajes de inhibicién mas altos en la
mayoria de los hongos, contra los que fueron pro-
badas en este estudio.

En particular, Trichothecium sp., Cladosporium
sp. y Fusarium sp., tuvieron una inhibiciéon mayor
al 50 %, por parte de todas las cepas de Trichoder-
ma spp. evaluadas.
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