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RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antifúngica in vitro de 
Trichoderma harzianum sobre Rhizoctonia so/ani y Sclerotium ro/fsii, así como 
su influencia en el desarrollo de algunas cucurbitáceas. Se determinó el 
parasitismo mediante la confrontación en placa de los frtopatógenos R. so/ani y 
S. rolfsii y tres cepas de T. hrazianum {TC3, TC1 y TCActino), presentando de 
un 60 a 100% de actividad micoparasítica sobre los frtopatógenos evaluados, 
así como enrollamiento y penetración de las hitas sobre éstos por parte del 
antagonista (T. harzianum). La actividad antibiótica de T. harzianum frente a los 
aislamientos de S. rolfsii y R. solani, fue evaluada en relación a la inhibición del 
crecimiento radial del micelio de los fitopatógenos en medio envenenado (PDA 
adicionado con extractos de T. harzianum). Las 3 cepas de T. harzianum 
presentaron una alta capacidad inhibitoria del crecimiento micelial sobre R. 
solani y S. ro/fsii, con un 88.3, 46.6 y 72.5% de inhibición con las cepas TC1, 
TC3 y CActino respectivamente en el caso de S. rolfsii, mientras que en el caso 
de R. so/ani se presentó un 54.1, 61.6 y 56.6% de inhibición por parte de las 
cepas TC1, TC3 TCActino respectivamente. La evaluación de los extractos de 
T. harzianum de las cepas TC3, TC1, TCF y TCT crecidos previamente en 
caldo de papa adicionados con quitosán, mostraron que la concentración del 
mismo reduce el crecimiento del micelio de los patógenos en comparación con 
extractos de T. harzianum crecidos sin quitosán, así mismo se encontró que a 
mayor concentración de quitosán, existe una mayor inhibición en el crecimiento 
micelial. Ninguno de los extractos de T. harzianum obtenidos mostraron 
actividad fungicida, sino fungistática. En relación a la influencia en el desarrollo 
de plántulas, los extractos de T. harzianum redujeron hasta un 50 % los días a 
emergencia en las tres especies de plantas evaluadas {calabaza, sandía y 
melón) con respecto al testigo. En cuanto a la altura de las plántulas, los 
mejores tratamientos incrementaron el doble de su altura en relación al testigo 
en sandía y melón, mientras que en calabaza no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los tratamientos y el testigo. En el ensayo 
de papa in vivo, se encontró un efecto positivo en todos los tratamientos donde 
se utilizaron las cepas de T harzianum para el control de R. so/ani, donde el 
porcentaje de área dañada en tallo y raíz fue de un 10% con los mejores 
tratamientos y de un 83% en el testigo, reduciendo la severidad de la 
enfermedad, sin embargo en relación a la incidencia no se encontraron 
diferencias entre los tratamientos con T. harzianum y el testigo. De manera 
general el nivel de daño en las plantas, fue menor cuando los tratamientos de T 
harzianum se aplicaron antes de la inoculación del patógeno. En el ensayo de 
desarrollo de pepino inoculado con T. harzianum y aplicaciones de fertilización y 
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composta a diferentes porcentajes, Jos tratamientos presentaron un efecto 
significativo en las variables, longitud del tallo, días a floración y el número de 
hojas, sin embargo, en las variables diámetro de tallo y el número de flores no 
se registraron diferencias entre Jos tratamientos y el testigo. Se tuvieron mejores 
resultados cuando se combinaron esporas de T. harzianum, composta y 
fertilización. 
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1 INTRODUCCIÓN 

El control de microorganismos fitopatógenos causantes de enfennedades en 
las plantas se realiza principalmente con productos quimicos, los cuales en la 
mayoría de los casos, son efectivos (Oh y Lee, 2000); sin embargo, su uso trae 
como consecuencia efectos nocivos sobre el ambiente, esto debido a su 
residualidad ocasionando que se acumulen en cuerpos de agua, suelo, plantas 
y animales; sin olvidar los efectos que causan en la salud humana (Paoletti y 
Pimentel, 2000) y las limitaciones económicas que conlleva la aplicación de 
químicos costosos en áreas agrícolas con cosechas de poco valor (Virgen y 
Estrada, 2004). 

Además, el uso indiscriminado de agroquímicos y fertilizantes inorgánicos 
causan un empobrecimiento de los suelos, disminuyen su fertilidad, la vida 
microbiana y la estabilidad estructural, lo que conduce a una alta infestación y 
resistencia de patógenos del suelo, así como a una reducción progresiva de su 

productividad, por lo que cada vez es mayor el fracaso del uso de agroquimicos 
para lograr un control eficiente de las enfennedades causadas por 
fito patógenos (T erry, 2005). 

Esto provoca que se tengan que buscar nuevas alternativas para evitar el 
uso de los agroquímicos. En los últimos años se ha dado mayor importancia a 
organismos que pueden ser usados como agentes de control biológico (BCAs) 
(Elad, 2000). Hasta la fecha existen un gran número de infonnes acerca de 
microorganismos capaces de excretar sustancias reguladoras del crecimiento 
vegetal, las cuales conllevan a variaciones en el crecimiento y desarrollo de las 
plantas, o con actividad parasitica y antagónica, que controlan enfennedades 
causadas por fitopatógenos de interés comercial. 

Tanto los hongos como las bacterias, son microorganismos reconocidos por 

ser participantes comunes para suprimir naturalmente fitopatógen<is en los 
cultivos, que limitan la severidad de las enfermedades (Windels y Lindow, 
1985). Por ello es importante aislar, propagar y evaluar cepas nativas 
adaptadas a ciertas condiciones ambientales en un detenninado lugar. 



Los hongos más utilizados en el control biológico pertenecen a la clase 
Hyphomycetes (Jensen y Wolffhechel, 1995) y de éstos, varias especies 
correspondientes a los géneros Trichoderma spp., Penicilium spp. y Gliocladium 
spp. La efectividad del género Trichoderma spp. contra hongos fitopatógenos 
habitantes del suelo está bien demostrada, sobre todo cuando se aplica 
tratamientos preventivos y/o curativos. Este género ha mostrado una gran 
capacidad para controlar enfermedades causadas por una gran variedad de 
hongos fitopatógenos como Rhizoctonia solani Kühn, Fusarium roseum Link, 
Sc/erotium Ro/fsii Sacc., Pythium spp., Phytophtora spp. y A/ternaria spp., entre 
otros (Infante et al.2009). 

Particularmente la enfermedad conocida como costra negra de la papa, 
causada por R. sotaní, está presente en todas las áreas productoras de papa, y 
se caracteriza por causar lesiones en el tallo a más del 90% de las plantas 
infectadas (Estrada, 2004), reduciendo significativamente el rendimiento hasta 
en un 50% de la productividad (García et al. 2002); éste fitopatógeno junto con 
S. rolfsii, están considerados entre algunos de los patógenos económicamente 
más importantes que habitan el suelo (Estrada, 2004). En la mayoría de las 
regiones productoras de papa en México, el uso de fungicidas constituye la 
práctica más común para su control; sin embargo, los resultados han sido muy 
variables debido a que éstos patógenos muestran diferente sensibilidad a 
fungicidas, por lo que en los últimos años se ha recurrido al control biológico 
como una alternativa al uso exclusivo de estos (Kataria, 1991 ). 

Debido a la importancia que ha tomado el control biológico (CB), se hace 
necesaria la búsqueda de nuevos BCAs potencialmente controladores de 
enfermedades. Aunque está demostrado que T. harzianum es capaz de 
controlar enfermedades y contribuir en el desarrollo de las plantas, se sabe que 
no todas la cepas de este antagonista controlan igual a ciertos fitopatógenos ni 
contribuyen de igual manera en el desarrollo de ciertas especies de plantas, por 
lo cual es necesario ampliar el conocimiento acerca de la actividad 
biocontroladora de distintos aislamientos de T. harzianum en condiciones in 
vitre e in vivo. 

De ésta manera, posteriormente se podrá continuar con la identificación de 

los mecanismos que utilizan los microorganismos para su aplicación en el 
control biológico y el desarrollo de una formulación que permita su producción a 
gran escala. 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Importancia del cultivo de la papa y cucurbitáceas 

La superficie nacional dedicada a cultivos agrícolas asciende a un total de 
20,031 millones de hectáreas. El 67% de esa superficie se dedica a granos, el 
3% al cultivo de hortalizas y el 6% al cultivo de frutas (Siller-Cepeda, 1999). 

A pesar de que en nuestro país se destina la mayor superficie al cultivo de 
granos, estos cultivos solamente aportan el 36% del valor total de la producción. 
Las frutas y las hortalizas, que en conjunto ocupan una superficie del 9%, 
aportan el 18o/o y el 16% del valor total de la producción respectivamente. De 
estos el 70% del comercio internacional se concentra en siete productos, los 
cuales son papa, tomate, cebolla, sandía, pepino, lechuga y melón. Entre las 
hortalizas del grupo de las cucurbitáceas que componen el 40% de la oferta 
exportable están el pepino con un 11.2%, melón 9.7%, sandia 9.7% y calabaza 
8.4% (Siller-Cepeda, 1999). 

El cultivo de papa es el cuarto cultivo más importante del mundo y constituye 
anualmente la mitad de la producción mundial de raíces y tubérculos (FAO, 
2006). Se estima que el tubérculo es consumido por más de mil millones de 
personas a nivel mundial y forma parte importante de la dieta de 500 millones 
de personas en los paises en vías de desarrollo (Roach, 2002). En México, el 
consumo por persona alcanza los14 kilogramos anuales, se produce 
prácticamente todo el año y en más de veinte estados de la República 
(Claridades agropecuarias, 1998; citado por Zuno, 2008). 

México ocupa el lugar número 32 como productor de papa con un área 
sembrada de 68, 810 (Ha) y una producción de 1, 734, 810 (toneladas métricas) 
de esta producción nacional los primeros cinco estados productores son: 
Chihuahua (205,995 ton), Sonora (172,166 ton), Nuevo León (142,773 ton), 
Guanajuato (113,265 ton) y México (78, 735 ton) (FAO, 2006), sin embargo el 
cultivo de la papa ha disminuido a nivel mundial, principalmente por el ataque 
de diferentes nematodos, insectos, bacterias, hongos y virus (Alonso, 2002). 
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2.2 Principales enfermedades del cultivo de la papa 

Son múltiples las enfermedades y plagas que atacan la planta de papa, 
incluyendo las ocasionadas por bacterias, hongos, virus, nematodos y 
micoplasmas, los cuales han provocando un deterioro en el rendimiento, calidad 
y sanidad de este cultivo. Los hongos fitopatógenos constituyen el grupo más 
importante desde el punto de vista económico en cuanto a su frecuencia de 
aparición y daño que pueden causar. 

Algunas de las enfermedades fungosas que atacan a la papa con mayor 
relevancia son fa Sarna polvorienta o Roña causada por Spongospora 
subterránea, la cual afecta la calidad de los tubérculos que en variedades 
susceptibles afecta hasta un 97,5% de las papas con una severidad de 81 a 
95%; el Tizón tardío causado por Phytophthora infestans, es una de fas 
enfermedades que causa mayores pérdidas en el mundo entero ya que puede 
destruir un cultivo en cuestión de días, pues el hongo se multiplica muy rápido 
cuando las condiciones ambientales son las adecuadas; el Tizón temprano 
causado por A/ternaria solani provoca una maduración incompleta de las papas 
y un desprendimiento de la corteza de los tubérculos durante su transporte o 
almacenamiento ocasionando graves pérdidas en la cosecha; la Sarna o Costra 
plateada (Helminthosporium solam) ha cobrado importancia en los últimos años 
afectando la calidad de la papa y fa Costra negra y Cancro del tallo 
(podredumbre de la raíz) causadas por R. solani se manifiestan con fallas de 
emergencia de las semillas en campo, producto del ataque del hongo en brotes 
emergentes, y cancros en estolones y tallos, que reducen el número de plantas 
por hectárea, lo que da como resultado una disminución en el rendimiento final. 
Sin embargo, el mayor daño es el incremento en la producción de papas 
pequeñas, deformes y agrietadas, que disminuyen su capacidad 
comercializadora (Castro y Contreras, 2011 ). 

2.3 Enfermedades causadas por Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii 

Los fitopatógenos R. solani y S. rolfsii causan enfermedades en los tallos y 
en las raíces de una gran variedad de cultivos y son responsables del 
volcamiento de plántulas de semillero y pudriciones en etapas de pre y pos 
emergencia. Estas dos especies de fitopatógenos ocupan nichos ecológicos 
similares y su rango de hospederos es semejante; sus estructuras de 
resistencia están constituidas por esclerocios que pueden permanecer viables 
en el suelo hasta por 1 O años y pueden escapar con facilidad de la acción de 
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los fungicidas de origen sintético. El control con fungicidas de origen sintético se 
hace dificil debido a que se deben atacar los esclerocios remanentes en el 
suelo y mantener la acción toxica en el tiempo (Hoyos-Carvajal et al. 2008). 

Sc/erotium ro/fsii es un hongo fitopatógeno habitante del suelo con más de 
500 hospederos pertenecientes a 100 familias susceptibles a su ataque, pero se 
desconoce con exactitud el total de sus hospedantes. Su distribución es 
mundial, con mayor presencia en las regiones tropicales y subtropicales. Ataca 
desde plántulas, plantas herbáceas, plantas leñosas, raíces carnosas, bulbos o 
frutos en contacto con el suelo (Flores-Moctezuma et al. 2006). 

Los síntomas que ocasiona S. ro/fsii en los tejidos afectados son: 
amarillamientos en las hojas inferiores y lesiones en las bases de los 
hipocotíleos de las plantas, caracterizadas por hundimientos, ablandamientos y 
decoloraciones de la corteza, justamente debajo de la linea del suelo. A medida 
que la enfermedad avanza, las hojas de las ramas superiores pueden 
marchitarse y al final toda la planta cae y se quiebra por la base del tallo. Los 
esclerocios del hongo aparecen generalmente en grandes cantidades, 
adheridos a la base de los tallos de las plantas afectadas, junto con masas de 
micelios de color blanco, característico de esta especie (Reyes et al. 2002). 

Las pérdidas que causa S. ro/fsii se consideran importantes en el cultivo de 
algodón, cacahuate, jitomate, remolacha (Jenkins-Averre, 1986) zanahoria y 
pimiento (Reyes, et al. 2002). En México existen reportes de su importancia en 
la costa de Hennosillo, en donde se han encontrado huertos de manzano con 
33 a 64% de árboles dañados, en Sinaloa ha cobrado importancia en el cultivo 
de soya (Ramirez-Arredondo, 1986; citado por Reyes, 2002), en cultivos de ajo 
y cebolla en el centro del país. La enfermedad conocida como marchitez sureña 
ha llegado a causar pérdidas desde un 30% hasta un 50% de la producción 
(Montes-Belmont et al. 2003); sin embargo hasta la fecha se conoce poco sobre 
cómo controlar a esta enfermedad en estos cultivos. Dentro de las alternativas 
de manejo de la enfermedad se ha considerado que el control químico es una 
alternativa viable, sin embargo los datos generados sugieren una gran 
variabilidad en el comportamiento del hongo, ya que se han obtenido resultados 
contrastantes en diferentes regiones del mundo cuando se han hecho 
evaluaciones de productos químicos para el combate se S. ro/fsii (Pérez­
Moreno et al, 2009). 

Rhizoctonia so/ani es un hongo fitopatógeno que se distribuye por todo el 
mundo, y es uno de los principales fitopatógenos limitantes de la producción 
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agrícola que afecta a más de 500 géneros de plantas superiores (González, 
2008), incluyendo a casi todos los cultivos hortícolas que se desarrollan dentro 
o sobre el suelo. Cabe destacar que para la mayoría de éstos cultivos no existe 
ningún fungicida efectivo para las enfermedades que causa este patógeno 
(Agrios, 1998). Principalmente provoca damping off(marchitamiento fúngico) en 
plántulas, lesiones necróticas en raíces, semillas y tallos, además de daños 
foliares (González, 2008). La importancia de este fitopatógeno radica en su 
distribución, supervivencia, rango amplio de hospederos y variabilidad. 

Una de las enfermedades más devastadoras que causa el hongo R. solani es 
la rhizoctoniasis o costra negra de la papa, la cual se ha venido incrementando 
en incidencia y distribución en los últimos años. Esta enfermedad se ha 
observado en plantaciones y ocasiona plantas achaparradas, amarillentas, con 
tubérculos aéreos y aspecto blanquecino, que al ser cosechadas, producen 
tubérculos con evidentes deformaciones, altamente manchados por la 
presencia de esclerocios del hongo y con rajaduras, lo que causa una reducción 
del rendimiento de hasta un 50% (García et al. 2002). 

2.4 La problemática del uso de agroquimicos 

Desde los años 40, el uso de plaguicidas se ha incrementado de una 
manera continua (Torres y Capote, 2004), y aunque no hay datos claros sobre 
la cantidad de plaguicidas que se usa actualmente en el país, en el año 2000 se 
consumieron alrededor de 50,000 toneladas de ingrediente activo, teniendo una 
relación plaguicidas/ha para hortalizas de aproximadamente 35 Kg/ha. 

Los plaguicidas agrícolas se han usado desde fines del Siglo XIX y hasta 
mediados del siglo pasado se utilizaban cerca de 40 compuestos de tipo 
botánico o inorgánico. La aplicación intensiva de plaguicidas sintéticos se inició 
en el país hacia 1948, con la introducción del DDT, posteriormente se utilizaron 
otros plaguicidas organoclorados y después diversos organofosforados, 
carbamatos y una gran variedad de herbicidas y fungicidas (Albert, 2005). 

Aunque varia según el cultivo, en términos generales los plaguicidas de 
mayor uso son los herbicidas entre los que destacan el paraquat y el glifosato, 
Jos insecticidas más usados son los organofosforados, en especial, paratión 
metílico, metamidofó, malatión y algunos fungicidas como mancozeb y 
clorotalonil. En las zonas noroeste y centro de México (Sinaloa, Sonora, 
Chihuahua, Baja California, Guanajuato y Jalisco) se utilizan cantidades 
importantes de plaguicidas de todo tipo para producir granos y una gran 
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variedad de hortalizas de exportación, entre ellas, tomate, cucurbitáceas y chile 
(Albert. 2005). 

Los riesgos en el uso de plaguicidas en México y en muchos otros países es 
su invisibilidad, pues aunque se sabe que son dañinos para la salud y el 
ambiente, la atención que se presta a este problema es casi nula. Al final de Ja 
década de los 80', la Organización Mundial de la Salud estimó que 750 mil 
personas en el mundo sufrieron alguna enfermedad originada por pesticidas, y 
que de éstas, 14 mil murieron. Algunos estudios muestran que durante 1997, en 
México se notificaron 4,853 casos de intoxicación aguda por plaguicidas, 
causados principalmente por sustancias conocidas como organofosforados y 
carbamatos, que producen la inhibición de colinesterasa, una enzima vttal para 
el organismo (Sánchez y Betanzos, 2006) Entre muchos otros casos, un 
estudio realizado en Veracruz por Waliszewski et al.(1996), errado por Torres y 
Capote (2004), demostró que en jóvenes menores de 20 años de edad los 
niveles de contaminación con DDT eran altísimos, encontrándose entre 9 y 20 
ppm. 

Sin embargo, hoy en día, el control de las enfermedades en los cultivos por 
métodos químicos continúa siendo· imprescindible para mantener una 
agricultura económicamente rentable. de buena calidad y con altos 
rendimientos en la cosecha, a pesar de que sólo un 0.1 % de la cantidad de 
plaguicidas aplicado llega a la plaga, mientras que el restante circula por el 
medio ambiente (Torres y Capote, 2004). 

2.5 Actividad fungicida e influencia del quitosán en la estimulación del 
crecimiento de las plantas 

El quitosán, es un polisacárido que se obtiene de la quitina parcialmente 
desacetilada y es el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza 
(Rodríguez-Pedroso et al. 2009). Su actividad fungicida se ha estudiado tanto in 
vitro como in vivo (Yu et al. 2007) y se ha demostrado que inhibe el desarrollo 
de una gran cantidad de especies de hongos, siendo menos efectivo con 
aquellas que presentan quitosán en sus paredes celulares (Roller y Covill, 
1999), ya que éstos son menos sensibles a la aplicación de dosis razonables de 
quitosán debido a que la presencia natural de quitosán en sus paredes 

celulares no le genera efectos adversos. 

Algunos estudios han revelado que para lograr una mayor efectividad 
fungicida del quitosán se debe encontrar la dosis adecuada para cada 
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patógeno, ya que existe una alta correlación entre la concentración de quitosán 
aplicada y la inhibición fúngica, además la sensibilidad de los hongos patógenos 
hacia el quitosán puede cambiar en los diferentes estadios de su desarrollo, 
como lo reportado por Liu et al. (2007), quienes demostraron que el quitosán es 
mejor inhibidor de la germinación de Penicillium expansum que la de Botrytis 
cinerea, contrariamente a lo que se observó en el crecimiento micelial de estas 
especies. De manera similar, un estudio reciente ha mostrado que el quitosán 
es más efectivo sobre los conidios que sobre las hitas de algunos hongos 
frtopatógenos (Palma-Guerrero et al. 2008). 

La actividad fungicida del quitosán se ha asociado a su carácter catiónico, a 
su actividad como inhibidor de la síntesis de algunas enzimas presentes en los 
hongos y a la ocurrencia de alteraciones citológicas, como se ha reportado en el 
caso de 8. cinerea, donde se ha observado al microscopio la aparición de 
vesículas y/o células vacías carentes de citoplasma, después del tratamiento 
con soluciones acuosas al 1.75% de quitosán (Barka, et al. 2004). 

En términos generales, la aplicación de quitosán ha mostrado efectos 
positivos en el crecimiento de las plantas, tanto en la estimulación de la 
germinación de semillas como en el crecimiento de partes de la planta tales 
como; raíces, retoños y hojas. En algunos casos, se ha observado que la 
estimulación de la germinación de semillas por tratamiento con quitosán ha 
logrado elevar el porcentaje de germinación. Los efectos beneficiosos del 
quitosán se han observado en plantas florales y en plantas de cosecha. Se han 
aplicado soluciones muy diluidas en raíces de orquídeas, en forma de aerosol, y 
éstas han mostrado una estimulación en su crecimiento y renovación en la 
producción de flores (Chandrkrachang, 2002 y Bhaskara et al. 1999; citados por 
Lárez-Velázquez. 2008). 

En relación al crecimiento de tejidos vegetales, se ha demostrado que el 
origen del quitosán es un aspecto importante, ya que el quitosán procedente de 
hongos necesita de dosis menores para la inducción de la diferenciación de 
tejidos de plantas de orquídeas que los oligómeros procedentes de 
caparazones de camarones (Nge et al. 2006). 

2.6 Importancia del control biológico 

En los últimos años se ha ido incrementando a escala internacional una 
producción consiente de alimentos utilizando los recursos del propio 
agroecosistema, para garantizar de esta manera una alimentación de mayor 
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calidad biológica y una mayor protección de los recursos naturales, esto implica 
la disminución en el uso de agroquímicos para el control de enfermedades 
(Terry, 2005), lo cual puede lograrse en gran medida mediante prácticas 
culturales como la rotación de cultivos y la modificación de fechas de siembra, 
la adición de residuos orgánicos y el control biológico, entre otros (Virgen, 
2000). Este último es una de las principales técnicas usadas como alternativa al 
uso exclusivo de productos químicos y consiste en la utilización de enemigos 
naturales como hongos, bacterias, virus o insectos que reduzcan la población 
de plagas y enfermedades para mantenerlas por debajo de los niveles que 
causen daño económico a los cultivos (Terry, 2005; Guédez et al. 2008). 

El control biológico es un fenómeno natural que se da en todos los cultivos y 
es la principal razón de porqué los cultivos no son enteramente destruidos 
durante su desarrollo, y aunque, generalmente las poblaciones silvestres 
pueden enfrentar sin problemas a sus patógenos potenciales, los cultivos 
genéticamente unifonTies que cubren áreas extensas, pueden sufrir graves 
daños por fitopatógenos que reducen la productividad (García y Lozoya, 2004). 
Entre algunos de los microorganismos más utilizados en el control biológico 
están algunas bacterias de los géneros Psedumonas spp. y Bacil/us spp. y 
algunos hongos como Penicillium spp., Trichoderma spp., Glioc/adium spp. y 
Chaetomium spp., los cuales han demostrado controlar de alguna manera el 
ataque de hongos causantes de enfermedades como Rhizoctonia spp., 
Fusarium spp., Sc/erotium spp. y Pythium spp., entre otros (Samaniego y 
Gámez, 2000 ). 

Otros microorganismos, que tienen efectos positivos sobre las plantas, son 
los hongos formadores de micorrizas arbusculares, los cuales en su relación 
simbiótica actúan como mediadores del intercambio de nutrientes, permitiéndole 
a las plantas explotar mejor los recursos de su entorno (Azcón, 2000). También 
los productos bioactivos pasan a desempañar un papel importante en la 
agricultura; asi algunos productos derivados del vermicompost se han utilizado 
como bioestimulantes ecológicos con efectos positivos en diferentes cultivos de 
interés económico (Terry, 2005). Particularmente, los brasinoesteroides son un 
grupo de hormonas vegetales con un marcado efecto en el crecimiento y 
desarrollo de las plantas (Núñez y Robaina, 2000). Una combinación adecuada 
de microorganismos benéficos y productos bioactivos puede contribuir al 
propósito de mejorar la calidad biológica de las cosechas agrícolas, 
especialmente en las hortalizas que en los últimos años han alcanzado una 
elevada demanda en el mercado nacional e internacional (Terry, 2005). 
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El control biológico tiene unas propiedades y requerimientos muy distintos a 
los métodos de control tradicionales, y debe ser puesto en práctica integrándolo 
con los métodos y con ias estrategias de producción actualmente existentes. 
Debido a que las poblaciones nativas de microorganismos participan de manera 
importante en la fluctuación de la población de un frtopatógeno, al utilizar 
agentes de CB, es necesario entender los sistemas de cultivo, la epidemiología 
de la enfermedad, la biología, ecologia y dinámica de población de los 
antagonistas y la interacción entre todas ellas, para de esta manera tener una 
mayor efectividad en el control (Adams, 1990; Deacon, 1991 ). 

En los últimos años se han lanzado al mercado un gran número de agentes 
de biocontrol. En 1996 existian más de 40 productos de biocontrol, de los que 
12 se utilizan actualmente en USA para controlar enfermedades fúngicas. En 
Europa han aumentado moderadamente la cantidad de agentes de biocontrol 
disponibles (parasitoides, depredadores y entomopatógenos) que actualmente 
superan las 125 especies diferentes; dichos agentes son empleados 
especialmente para el control de plagas en cultivos bajo invernadero con 
resultados muy satisfactorios. 

Actualmente, existen varias empresas que comercializan enemigos 
naturales utilizables en programas de control biológico. Fundamentalmente se 
sitúan en Holanda, Francia, Italia, Gran Bretaña y Rusia. En 1970 solo existían 
400 Ha en todo el mundo sometidas a control biológico, mientras que en 1988 
se estima que ya existian 12000 ha. La mayor parte de esta superficie es cultivo 
protegido, ya que el control biológico es mucho más eficaz en ambientes 
confinados al estar el agente de biocontrol en un entorno cerrado y en 
condiciones ambientales más favorables para su desarrollo (Rubio y Fereres, 
1995). 

2. 7 Trichoderma spp. y su papel en el control biológico 

El género Trichoderma spp. fue descrito por primara vez en 1791 en 
Alemania, posteriormente, en 1927, Gilman y Abbott reconocieron cuatro 
especies en base al color, forma de sus conidios y en la apariencia de la colonia 
(Mohiddin et al. 2010). Su potencial como agente de biocontrol (BCA) fue 
sugerido por primera vez por Weidling en 1932, quien demostró su actividad 
micoparasitica hacia patógenos como R. solani. Desde entonces se han 
realizado numerosas investigaciones, convirtiéndose en el hongo antagonista 
más estudiado (Humeres, 2004., Mohiddin et al. 2010). Su capacidad como 
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BCA se debe a su elevada capacidad reproductiva, habilidad de sobrevivir bajo 
condiciones desfavorables, eficiencia en la utilización de nutrientes, capacidad 
de modificar la rizósfera, fuerte agresividad frente a hongos fitopatógenos, y 
elevada eficiencia en la promoción del crecimiento de las plantas y estimulación 
de los mecanismos de defensa de las mismas. Estas propiedades hacen de 
Trichoderma spp. un género muy ubicuo presente en la mayoría de los hábitats, 
con altas densidades de población por lo que son los hongos antagonistas más 
utilizados para el control de enfermedades de plantas causadas por hongos, 
además de su inocuidad, su facilidad para ser aisladas y cultivadas y su 
crecimiento rápido en un gran número de sustratos (Infante et al. 2009). 

La utilización de Trichoderma spp. como antagonista está ampliamente 
referenciada, entre las cepas más importantes actualmente reconocidas y 
utilizadas como BCAs se encuentran las cepas pertenecientes a las especies T. 
virens, T. vride y sobre todo a T. harzianum. Estas cepas muestran una amplia 
gama de hospedantes, entre los que están algunos de los hongos fitopatógenos 
de interés comercial, tales como los pertenecientes a los géneros 
Co/letotrichum (Cubillos-Hinojosa et al. 2009), Fusarium spp., Botrytis spp., 
Rhizoctonia spp. Sclerotium spp., Sclerotinia spp., Pythium spp., Phytophthora 
spp., A/ternaria spp. (Infante, 2009; Samuels, 1996), Vertici/lium spp., Botrytis 
spp. (Benítez et al. 2004), Thelaviopsis spp., (Samuels, 1996) Armillaria spp., 
Chondrostereum spp., Dematophora spp., Diaporthe spp., Endothia spp., Fu/via 
spp., Fusicladium spp. , Helminthosporium spp., Macrophomina spp., Monilia 
spp., Nectria spp., Phoma spp., Plasmopara spp., Pseudoperonospora, spp. 
Rhizopus spp., Venturia spp., y Vertici/lium spp. (Monte y Llobell, 2003). 
Principalmente contra Rhizoctonia spp., Verticillium spp., Pythium spp., 
Scferotinia spp. y Botrytis spp. se han obtenido excelentes resultados de control 
biológico y control integrado en cultivos de algodón, papa y tabaco (Benítez et 
al. 2004). 

Las cepas de Trichoderma spp. pueden ejercer el biocontrol de hongos 
fitopatógenos indirectamente, compitiendo por el espacio y los nutrientes, 
modificando las condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las 
plantas y sus mecanismos de defensa o produciendo antibióticos. También 
pueden realizar ese biocontrol directamente, mediante micoparasitismo. Estos 
mecanismos pueden actuar de forma coordinada y su importancia en los 
procesos de biocontrol depende de la cepa de Trichoderma spp., del hongo al 
que antagoniza, del tipo de cultivo y de las condiciones ambientales tales como 
la disponibilidad de nutrientes, el pH, la temperatura o la concentración de 
hierro. 
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La activación de cada uno de los mecanismos implica la producción de 
metabolitos y compuestos especificos tales como factores de crecimiento de 
plantas, enzimas hidroliticas, sideróforos, antibióticos y permeasas de carbono 
y nitrógeno. Estos metabolitos pueden sobreexpresarse o combinarse con 
cepas de biocontrol apropiadas, a fin de obtener nuevas formulaciones que 
puedan ser mas eficaces en el control de enfermedades de plantas y en la 
protección de frutos post-cosecha (Benitez et al. 2004). 

Trichoderma spp. también se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la 
semilla y del sustrato contra los hongos involucrados en el "damping-otr en 
tomate, tabaco y chile; ademas es compatible con biofertilizantes, 
bioestimulantes y plaguicidas (Stefanova, 1997). La especie T. harzianum es 
efectiva contra R. so/ani y S. rolfsii en cacahuate, en tomate (Well et al.1972), 
en frijol y en pepino bajo condiciones de campo (Elad et al. 1980). En viveros 
comerciales se aplica en plántulas de pepino y chile incorporándolo al sustrato 
logrando reducir los problemas por "secadera" hasta en un 67%, ademas de 
mejorar la calidad de la planta (lnbar et al.1994 ). T. hamatum tiene potencial 
como agente de biocontrol, al ser incorporado en suelo, puesto que ataca a 
Pythium spp. y R. so/ani, hongos que causan "secadera" de plántulas (Chet et 
al. 1981 ), ademas de prevenir problemas por "damping-off' en algodón, rábano 
y caña de azúcar bajo condiciones de invernadero (Lewis y Papavizas, 1985). 
Por otro lado, ensayos revelan que al aplicar T. koningii en la semilla, se ha 
logrado incrementar los rendimientos del trigo hasta un 65%. Así también se ha 
determinado que es factible la inoculación conjunta de micorrizas arbusculares 
y T. aeroviride, dado que se presenta un doble efecto antagónico contra los 
fitopatógenos, no se afecta el desarrollo de la colonización micorrízica de la raíz 
por Glomus intradices y se tiene un efecto sinergistico en el desarrollo de Citrus 
reshni. (Camprubí et al. 1995). 

En el control de enfermedades aéreas se ha demostrado que Trichoderma 
spp. es efectivo, ya que ha logrado reducir hasta un 84% el daño por Botrytis 
cinerea en tomate (O'Neil et al. 1996). Actualmente se tienen cepas de 
Trichoderma spp. resistentes a los fungicidas comúnmente utilizados, entre 
ellos, benomil, metalaxil y propiconazol; de esta forma, se pueden utilizar al 
mismo tiempo y de manera alterna en un control integrado de fitopatógenos 
(Bettiol, 1996; Elad, 2000). 
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2.8 Control biológico de Rhizoctonia so/ani y Sclerotium rolfsii usando 
Trichoderma spp. 

Las enfermedades causadas por patógenos nativos del suelo como R. solani 
y S. ro/fsii, han sido objeto de varias investigaciones y está bien documentado 
que Trichoderma spp. es un efectivo BCAs contra éstas dos especies de 
hongos fitopatógenos. Se ha observado que existe un biocontrol de R. so/ani y 
Pythium spp. mediante el recubrimiento de semilla y radícula con Trichoderma 
hamatum (Harman et al. 1980) y que la aplicación de granos colonizados por T. 
harzianum en suelos infestados por R. so/ani y S. ro/fsii reduce la incidencia de 
enfermedades causadas por estos patógenos en frijol (Elad et al. 1980). 

Hadar et al. (1979) demostró que al aplicar pequeñas dosis no efectivas (1-2 
µg/kg) de Pentacloronitrobenzeno (PCNB) en suelo adicionado con una 
preparación de Trichoderma spp. (2g/kg), la incidencia de enfermedades 
causadas por R. solani en berenjena se redujeron de un 13 a un 40%, mientras 
que al aplicar únicamente Trichoderma spp., la incidencia de la enfermedad se 
redujo solo un 26%. Por su parte Elad et al. (1982) demostró que al tratar 
plantas de tomate con T. harzianum en suelo fumigado con bromuro de metilo 
se reduce la incidencia de la enfermedad causada por R. solani y S. rolfsii hasta 
un 93%. 

También se ha demostrado que la combinación de un tratamientos ténnicos 
con T. harzianum en dosis subletales bajo condiciones de invernadero, 
incrementa el control de enfennedades causadas por S. rolfsli" en frijoles de un 
90 a 100% (Elad et al. 1980 ). Por su parte Lewis y Papavizas ( 1980) 
encontraron que el manejo integrado mediante la prevención de colonización de 
patógenos en residuos de plantas y la combinación de Trichoderma spp. con el 
arado a una profundidad de 20-25 cm reduce la putrefacción de la raíz causada 
por R. so/ani en frijol. Además un estudio realizado por Cook y Baker (1983) en 
frijol reveló que la adición de conidios pregerminados de T. /ignorum al suelo, 
reduce la germinación de esclerocios de R. solani en la rizósfera y fuera de la 
misma en un 30º/o y 28º/o respectivamente. 

2.9 El papel de Trichoderma spp. en el desarrollo de las plantas 

Además de la capacidad para controlar enfermedades, otros de los 
beneficios reportados sobre el uso de Trichoderma spp. son; el incremento en el 
desarrollo y rendimiento de la planta, el incremento del sistema radicular y 
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tolerancia a la sequía, incremento en Ja toma de nutrientes con la consecuente 
eficacia en la utilización de fertilizantes, un incremento en el enverdecimiento de 
hojas lo que se relaciona probablemente en un aumento en la tasa fotosintética 
y el incremento en el porcentaje de germinación de semillas (Harman et al. 
2008). Algunos de los beneficios anteriores se han asociado al gen de Ja 
enrrollina. el cual tiene un papel importante ya que estimula la colonización en 
las raices y la respuesta de defensa de las plantas (Brotman et al. 2008). 
Trichoderma spp. tiene la capacidad de multiplicarse en el suelo y colonizar las 
raíces de las plantas liberando factores de crecimiento (auxinas, giberelinas y 
citoquininas) que estimulan la germinación y el desarrollo de las plantas 
(Cubillos- Hinojosa, et al.2009). 

Los análisis celulares, han revelado que Ja estimulación del crecimiento que 
se observa en plantas inoculadas con Trichoderma spp. ocurre por un efecto 
promotor de la división y elongación celular y sugiere que la ruta de 
señalización de las auxinas es importante para la respuesta de Ja planta a Ja 
inoculación. Los análisis de compuestos secretados por el hongo muestran la 
identificación de tres compuestos de naturaleza auxínica; el ácido indol-3-
acético (AJA}. el indol-3-acetaldehído (IAld) y el indol-3-etanol (JE!). los cuales 
son esenciales en el proceso de desarrollo de la planta (López et al. 
2008). Estos compuestos producidos por T. harzianum actúan como 
catalizadores o aceleradores de los tejidos meristemáticos primarios en las 
partes jóvenes de la planta, acelerando su reproducción celular, logrando que 
las plantas se desarrollen más rápido en comparación con plantas que no han 
sido tratadas con dicho microorganismo( Cubillos- Hinojosa et al. 2009) 

Se ha comprobado que la inoculación de T. harzianum aporta otros 
beneficios a las plantas; a través de la descomposición de materia orgánica, 
libera nutrientes en formas disponibles para la planta y presenta actividad 
solubilizadora de fosfatos y algunos metales como Zn, Mn, Fe y Cu 
convirtiéndolos en formas asimilables por la planta por lo cual se utiliza 
frecuentemente como un organismo biofertilizante en diferentes productos 
comerciales; promueve el crecimiento y desarrollo de los cultivos produciendo 
metabolitos que estimulan los procesos de desarrollo vegetal. 

Como consecuencia de interacciones entre Trichoderma spp. y la planta, 
muchos patógenos de las raíces y partes superficiales de las plantas causan 
menos enfermedad cuando las raíces son colonizadas por Trichoderma spp., 
además de que a menudo son más robustas. Aún en ausencia de un patógeno 
o enfermedad, las plantas frecuentemente tienen raíces más largas y más altos 
niveles de productividad en presencia de Trichoderma spp. (Harman et al.2004 ). 
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2.1 O Trichoderma spp. en el suelo 

Este género Trichoderma spp. frecuentemente es aislado de suelo, se 
encuentra ampliamente distribuido y está presente en prácticamente cualquier 
tipo de suelo, puede colonizar entre otros, madera y plantas herbáceas, 
existiendo una marcada preferencia por aquellos sustratos con altos contenidos 
en restos vegetales y madera en descomposición. Se caracteriza por su rápido 
crecimiento y su abundante esporulación debido a sus bajos requerimientos 
nutritivos y a la resistencia frente a condiciones adversas del medio (Cubillos­
Hinojosa et al. 2009). 

El movimiento de las especies de Trichoderma spp. en la rizósfera, es por 
medio de sus hitas que están en continuo crecimiento, que exploran y penetran 
la corteza de las raíces, colonizando los tejidos de las plantas (Yedidia et al. 
1999; Vinale et al. 2008 ). Esto favorece un nicho nutrícional para Trichoderma 
spp. y una simbiosis con la planta al protegerla de las enfermedades. 
Trichoderma spp. prolifera como conidia asexual que se mantiene en masas de 
esporas húmedas y sobrevive como segmentos vegetativos de micelio, 
llamadas clamidiosporas, normalmente incrustadas en materia orgánica. Las 
esporas son diseminadas y transportadas en restos orgánicos, en suelo o agua 
y no pueden ser transportadas por aire. (Samuels y Rehner, 1993). La 
propagación de Trichoderma spp. aumenta en suelos húmedos con niveles 
bajos de pH, por lo que la acidificación del mismo podría incrementar la 
población de Trichoderma spp. (Chet y Baker, 1980; Ruppl et al.1983). 

Las especies de Trichoderma spp. producen ácidos orgánicos, como el 
ácido glucónico, ácido cítricos y fumáríco; estos ácidos disminuyen el pH del 
suelo y permiten la solubilización de fosfatos, micronutríentes y minerales 
cationes del tipo de hierro, magnesio y manganeso, útiles para los metabolitos 
de la planta (Benítez et al. 2004; Vinale et al. 2008). 

Se ha demostrado que los conidios de T. harzianum agregados al suelo sin 
aplicar nutrientes, pueden sobrevivir de 110 a 130 días, dependiendo del 
aislamiento (Papavizas et al. 1982), otros autores reportan que el número de 
conidios inoculados en el suelo inicialmente disminuyen su número y 
posteriormente se estabiliza durante un período de 2 años, una décima parte 
del número original de conidios inoculados (Davet, 1979). 
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2.11 Técnicas de aplicación de Trichoderma spp. 

Según Rodríguez (2002) existen cuatro técnicas diferentes para la aplicación 
de Trichoderma spp. como agente de biocontrol y cada una puede ser efectiva 
en el campo, estas técnicas incluyen: 

1.Diseminación, en este caso el preparado de Trichoderma spp. se disemina 
sobre la superficie y se incorpora dentro del suelo infestado. 

2. En surcos, la preparación se coloca dentro del surco a plantar. 

3. Zona radicular, para esto se mezcla el suelo del campo con Trichoderma spp. 
antes del trasplante. 

4. Cubriendo la semilla de esporas de Trichoderma spp. usando un adhesivo. 

Chet y Baker (1980) descubrieron que la mínima cantidad efectiva de 
Trichoderma spp. es de 106 unidades fonnadoras de colonia (ufc)/g de suelo, 
además de que la temperatura óptima para el crecimiento de los aislamientos 
es de alrededor de 20 ºC, ya que a temperaturas menores a 18 ºC el 
crecimiento es muy lento. 

2.12 Mecanismos de acción de Trichoderma spp. para el control biológico 

Se han descrito diferentes mecanismos de acción por parte de Trichoderma 
spp. que regulan el desarrollo de los hongos fitopatógenos. Entre estos, los 
principales son la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la 
antibiosis, los que tienen una acción directa frente al hongo fitopatógeno. 
Además se conoce que Trichoderma spp. presenta otros mecanismos, cuya 
acción biorreguladora es de fonna indirecta. Entre estos se pueden mencionar 
los que elicitan o inducen mecanismos de defensa fisiológicos y bioquímicos, 
como es la activación de compuestos relacionados con la resistencia de la 
planta (Inducción de Resistencia), la destoxificación de toxinas excretadas por 
patógenos, la desactivación de enzimas de estos durante el proceso de 
infección y la solubilización de elementos nutritivos, que en su fonna original no 
son accesibles para las plantas. Además, tienen la capacidad además, de crear 
un ambiente favorable al desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la 
planta al estrés (Infante et al. 2009). 

16 



2.12.1 Antibiosis 

La antibiosis es la acción directa de antibióticos o metabolitos tóxicos 
producidos por un microorganismo sobre otro sensible a éstos, que 
normalmente actúan a muy bajas concentraciones. T. harzianum genera 
antibióticos volátiles y no volátiles, asi como enzimas capaces de afectar el 
crecimiento de las células de sus hospederos (Rubio y Fereres, 1995). 

Tanto la cantidad como la concentración de metabolitos producidos por 
Trichoderma spp. son determinantes, ya que existe una correlación positiva 
entre la cantidad de enzimas producidas y el porcentaje de micoparasitismo y la 
actividad antibiótica; y por consiguiente la reducción de la enfermedad (Madi et 
al. 1997). 

La antibiosis no debe __ ser el principal mecanismo de acc1on de un 
antagonista, ya que existe el riesgo de aparición de cepas del patógeno 
resistentes al antibiótico, por lo que la máxima eficacia en el control de 
fitopatógenos se puede lograr con un sistema enzimático completo (Lorito et al. 
1990), inclusive un control integral, donde intervengan diferentes modos de 
acción como competencia por el sustrato, micoparasitismo y antibiosis, lo que 
favorece el control por un lado y disminuye la posibilidad de que surja 
resistencia en el patógeno al antagonista por el otro (Vero y Mondino, 1999). 

2.12.1.1 Antibiosis por enzimas hidroliticas. 

El sistema enzimático mediante el cual, Trichoderma spp. compite con 
los patógenos, incluye, entre otras, la secreción de quitinasas, quitobiosidasas 
endoquitinasas, exoquitinasas, DNasas, a- amilasas, celulasas, lipasas, 
manasas, xilasas (Lorito et al. 1993), glucanasas (Fravel, 1988) y actividad 
ureasa (Lorito et al. 1993). Las quitinasas son proteinas abundantes 
encontradas en gran variedad de semillas y hay una fuerte evidencia de que 
son proteinas de defensa con actividad antifúngica; las enzimas quitinoliticas de 
T. harzianum en comparación con otras son más efectivas que las de plantas y 
bacterias contra un rango amplio de patógenos de plantas (Magolles-Clark et al. 
1996). Se ha probado la efectividad de endoquitinasas y quitinobiosdasas 
purificadas de T. harzianum sobre varios hongos, los resultados han mostrado 
que éstas enzimas han inhibido la germinación de esporas y elongación del 
tubo germinativo de todos los hongos probados cuya pared celular está 

17 



compuesta de quitina, además de que el grado de inhibición ha sido 
proporcional al contenido de quitina de la pared celular, siendo éste mayor 
como resultado de la acción sinérgica de varias enzimas (Lorito et al. 1998). 

También se ha demostrado que las endoquitinasas (Ech42) causan 
hidrólisis en las paredes de 8. cinerea, y además inhiben la germinación de 
conidios y el crecimiento de tubos germinativos de varios hongos (Carsiolo et al. 
1999). Debido a que las quitinasas son capaces de hidro/izar la pared ce/u/arde 
hongos que contienen quitina, se piensa que éstas, participan de manera 
importante en la . respuesta de las plantas. Una de las estrategias para 
incrementar la tolerancia de las plantas hacia patógenos lo constituye la 
sobreexpresión de proteinas involucradas en los mecanismos de defensa de las 
plantas (Schickler y Che!, 1997). 

El sistema quitinolitico del T. harzianum está integrado por dos 
acetilglucosaminidasas (CHIT 102 y 74) y cuatro endoquitinasas (CHIT 52, 42, 
33 y 31) el cual está finamente regulado y sincronizado, ya que el hospedero 
afecta su regulación específica durante la interacción con el patógeno y define 
cuál de las 6 enzimas se expresa primero y así sucesivamente todas las demás 
(Haram et al. 1995 y 1996; Woo et al. 1999). La inducción de las enzimas 
quitinolíticas en Trichoderma spp. es la fase inicial de reconocimiento, siendo la 

primera etapa en la cascada de eventos en la actividad parasítica del 
antagonista (lnbar y Che!, 1995). 

Las enzimas 1,3 y 1,6-glucanolíticas son producidas por diferentes cepas 
de Trichoderma spp., las cuales dependen de las diferentes fuentes de carbono 
al que esta sometido este BCA (lorito et al.1994). T. harzianum IM1206040 
secreta 1,3-glucanasas en presencia de diferentes polímeros de glucosa y 
paredes celulares de hongos y los niveles secretados son proporcionales a la 
cantidad de inductores (glucosa y paredes celulares) o /aminarina (un 1,3-
glucano soluble). 

Lorito et al. (1994), reportan efectos inhibitorios de enzimas quitinoliticas 
y glucanoliticas de T. harzianum sobre la germinación de esporas de B. cinerea 
conforme se incrementa la concentración enzimática; ellos encontraron que 

individualmente se necesita de 200 a 600 µ glml de éstas enzimas para inhibir 

completamente al patógeno que se manifiesta un efecto sinergístico en la 
mezcla de enzimas quitinolíticas y glucanoliticas. Hadar et al. (1979) reportan 
mayor producción de glucanasas que de quitinasas por T. harzianum, y que a 
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mayor cantidad del hongo adicionado al suelo se manifiesta una reducción de 
R. solani y la enfermedad en condiciones de invernadero. 

La capacidad de producir enzimas hidroliticas por las especies de 
Trichoderma spp. se incrementa en presencia del patógeno. Los aislados de 
Trichoderma spp. hidrolizan la gelatina, caseína, leche, carboximetilcelulosa y la 
quitina, lo que indica la presencia de enzimas hidroliticas de carácter 
proteolitico, celulolitico y quitinolitico (Stefanova y Sandoval, 1995). El método 
basado en la actividad de enzimas hidroliticas que se utiliza en Trichoderma 
spp. no es garantía, ya que a veces no hay correlación entre la actividad in vitro 
e in vivo (Knudsen et al. 1997), y generalmente la infección por patógenos en 
las plantas se reduce cuando se aplica primero al antagonista y después al 
patógeno (Postmaster et al. 1997). 

2.12.1.2 Antibiosis por metabolitos secundarios. 

Muchas cepas de Trichoderma spp. producen metabolitos secundarios, 
los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos inclusive sin hacer 
contacto físico. (Martínez et al. 1994) Los metabolitos secundarios con 
capacidad antibiótica reportados son el 6-pentyl- a-pyrona (6PAP) (Dumas et 
al.; 1996, Pavlovicova, 1998) y varias toxinas como la pacibasina, 
trichodermina, gliotoxina, trichoderrnona, viridiol (Fravel, 1988), suzukacilina, 
alameticina. derrnadina. trichotecenos, trichorziamina (Martínez et al. 1994), 
viridina (Wilhite y Straney, 1996) y furanona (Ordentlich et al. 1992). La 
producción de estos metabolitos por parte de T richoderma spp. presenta 
determinada especificidad. 

Un ejemplo de ello son las cepas Trichoderma spp. "Q" que producen 
gliotoxinas que son efectivas frente a R. solani, pero no frente a Pythium 
ultimum; mientras que otro grupo de cepas "P" que excretan gliovirina, han 
mostrado resultados opuestos (Lorito et al. 1990). Se ha demostrado que la 
presencia de algunos de éstos metabolitos con actividad antifúngica, reducen el 
crecimiento micelial de algunos fitopatógenos como Phytophthora nicotianae y 
R. so/ani en medios de cultivo envenenado, además de causar a nivel celular. 
vacuolización, granulación, coagulación, desintegración y lisis (Stefanova, 
1999). 
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La gliotoxina y la viridina, pueden producirse en un periodo muy corto de 
16 horas durante su crecimiento (Wilhite y Straney, 1996); la pacibasina y 
trichodermina participan en la reducción del inóculo de algunos fitopatógenos, la 
trichorziamina, es un metabolito capaz de producir cambios en el patrón 
morfogenético del micelio de S. rolfsii y del propio T. harzianum, lo cual se 
considera como la ausencia de inmunidad por parte de éste último (Correa et al. 
1995). 

Entre los metabolitos que produce Trichoderma spp., el alquil pirona 
6PAP es de tos más conocidos y estudiados debido a su potente actividad 
antifúngica (Cutler y Hill, 1994), que es capaz de inhibir in vitro a muchos 
hongos, entre ellos a R. solani (Fravel, 1988), la toxicidad de este compuesto 
esta relacionada con su habilidad hidrofóbica, la cual forma una capa 
hidrorepelente sobre la pared celular, que impide la absorción de agua por la 
célula del hongo (Scarselletti y Faull, 1994 ). La habilidad de las cepas de 
Trichoderma spp. para producir el alquil pirona 6PAP es muy variada entre las 
diferentes especies y aún entre cepas de la misma especie; además de que una 
cepa en particular puede producir diferentes metabolitos a diferentes estados de 
desarrollo según las condiciones de cultivo (Cooney y Lauren, 1999). 

El 6PAP producido por T. harzianum (IMI 288012) con dosis de 0.3 
mg/ml en el medio de cultivo en condiciones In vitro puede reducir hasta el 
69.6% el crecimiento de R. solani y hasta un 31.7% del crecimiento de 
Fusarium oxysporum después de 2 días. A dosis de 0.45 mg/ml puede inhibir 
completamente la germinación de esporas; sin embargo, cuando se lavan las 
esporas éstas pueden recuperar el porcentaje de germinación hasta un 100%, 
por lo que se pierde el efecto inhibitorio, esto indica que tiene actividad 
fungistática y no fungicida (Scarselletti y Faull, 1994 ), en este sentido, los 
trabajos realizados por Dumas et al.(1996) revelan que a concentraciones de 
500 ppm el metabolito 6PAP tiene acción fungistática, mientras que a con 
contracciones de 1000 ppm, su actividad es fungicida. 

Tanto la cantidad como la concentración de metabolitos producidos por 
Trichoderma spp. son determinantes ya que existe una correlación positiva 
entre la cantidad de enzimas, el porcentaje de micoparasitismo y la actividad 
antibiótica; por consiguiente la reducción de la enfermedad (Madi et al.1997), 
así también los trabajos relacionados con el modo de acción de Trichoderma 
spp. en el CB de fitopatógenos, Cooney et al. (1997) indican que es necesario 
cuantificar la producción local y la concentración de los metabolitos del 
antagónico en la interface Trichoderma-Patógeno. 
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Los antibióticos volátiles tienen un efecto esencialmente tungistático que 
debiltta al patógeno que lo hacen más sensible a los antibióticos no volátiles, lo 
que se conoce como un "hiperparasitismo" de origen enzimático, además se ha 
observado que los aislamientos de compuestos volátiles más activos poseen un 
fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con la actividad antagonista 
(Martínez et al. 1994 ). 

Cuadro 1. Antibióticos producidos por especies de Trichoderma spp. (Mohiddin 
et al. 2010) 

Antibiótico Referencia 
Tricodermina Gotfredson yVangedal (1965) 
T ricoviridina Yamano et al. (1970) 
T ricosetina Martori et al. (2002) 
Giiotoxina, Tricodermina. Viridina Haggag y Mohamed (2002) 
Ouitinasa Elad et al. (1982) 
Proteasa Elad et al. (2000) 

Ouilobiasa Ulhao y Peberdy (1993) 
Acido sesquiterpeno heptálico lthon et al. (1980) 
Proteína a-glucosidasa Shanmugam et al. (2001) 
Dermadina Pyke y Dietz (1966) 
b-1-3- glucanasa Perez et al. (2001) 
Alameticina, Paracelsina, Tricotoxina Lumdsen et al. (1991) 
Acido Heptelidico Howell et al. ( 1993) 
Quitina 1-4-b-quitobiosidasa n-acetil-1, Harman et al. (1993) 
b-D glucosaminasa, Endoquitinasa 
6-n-pentil-2H-pirona Claydon et al. (1987) 
Harzinolidida, Furanona Claydon et al. (1991) 
Tricorzianinas, Tricoviridina, Acido Propionico, Baldwin et al. (1981) 
Ácido Acrílico 

2.12.2 Parasitismo 

El proceso de micoparasitismo como mecanismo de acción antagónica en 
Trichoderma spp. ha sido ampliamente estudiado y es un proceso complejo. Se 
conocen cuatro etapas que están involucradas en el mismo (Carsiolo, 1999), el 
desarrollo de cada etapa depende de los hongos involucrados, así como de la 
acción necrotrófica del antagonista y de las condiciones ambientales. 
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Crecimiento quimiotrófico: El quimiotropismo positivo es el crecimiento 
directo hacia un estímulo químico. En Ja etapa de localización del hospedante, 
se ha demostrado que Trichoderma spp. puede detectarlo a distancia y sus 
hitas crecen en dirección al patógeno como respuesta a un estímulo químico 
(Che! e Jbar, 1994). 

Reconocimiento: Las cepas de Trichoderma spp. son efectivas contra 
patógenos específicos, esta especificidad indica que el reconocimiento 
molecular entre Trichoderma spp. y el hospedante es el evento esencial que 
precede al proceso antagonista. El reconocimiento se realiza a través de 
interacciones Jectinas-carbohidratos, éste paso provee las bases para Ja 
interacción especifica y es el detonante de una cascada de eventos que 
eventualmente se dirigen hacia Ja destrucción del hospedero (lnbar y Chet, 
1997). 

Las Jectinas participan en el reconocimiento y especificidad del ataque al 
hospedero por parte del agente antagónico y en Ja interacción hospedero­
micoparásito (Goldman et al. 1994), su producción se ha investigado en R. 
so/ani y S. ro/fsll, al respecto se han encontrado evidencias directas, de que 
éstos compuestos están involucrados en el micoparasitismo (Pérez, 2004; Chet, 
1994). 

Adhesión y enrollamiento: Cuando la respuesta de reconocimiento es 
positiva, las hitas de Trichoderma spp. se adhieren a las del hospedante 
mediante la formación de estructuras parecidas a ganchos y apresorios (Che! e 
lbar, 1994 ). éstas penetran tanto en las estructuras de supervivencia como 
esclerocios o hifas en estado de crecimiento, se enrollan alrededor del 
hospedador y en determinados puntos penetran en él atravesando la pared y 
membrana celulares, en otros casos el micoparásito se enrolla alrededor del 
hospedador y produce su muerte sin haber evidencia de que agujeree la pared 
celular (Rubio, 1995). Éste mecanismo está mediado por procesos enzimáticos, 
una vez que reconoce al organismo patógeno y se adhiere a éste, cuya pared 
celular se encuentra abierta, Trichoderma spp. inicia Ja producción y 
transferencia de enzimas (Che! e lbar, 1994 ). La adherencia de las hifas de 
Trichoderma spp. ocurre gracias a Ja asociación de un azúcar de Ja pared del 
antagonista con una lectina presente en Ja pared del patógeno (Elad y Che!, 
1983). 

Actividad lítica: La degradación de las paredes celulares del hospedante se 
observa en Jos estados tardíos del proceso parasitico, que conlleva al 
debilitamiento casi total del fitopatógeno (Carsolio, 1999).En esta etapa ocurre 
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la producción de enzimas líticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, 
glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del hospedante y 
posibilitan la penetración de las hitas del antagonista (Haram et al.1996). 

Gracias a su particular actividad metabólica, Trichoderma spp. puede 
parasitar eficientemente las estructuras fúngicas de los hongos (Sandoval y 
López, 2002), excretando muchos metabolitos o enzimas que participan en la 
lisis de la pared celular de las hitas del hospedante, facilitando la inserción de 
estructuras especializadas y de hitas de Trichoderma spp., que absorben 
nutrientes del interior del hongo fitopatógeno (Eveleigh et al. 1986), el 
micoparasitismo finalmente termina con la pérdida del contenido citoplasmático 
de la célula del hospedante y el citoplasma restante está principalmente 
rodeando principalmente a las hitas invasoras, mostrando síntomas de 
disgregación, lo que disminuye la actividad patogénica (Adams, 1990). 

En ésta etapa es necesario que los micoparásitos estén en contacto o muy 
próximos al huésped (Trichoderma spp.) para la inducir la producción de 
enzimas líticas y destruir la pared celular, pero se piensa que no sean útiles 
para patógenos de crecimiento rápido o para los que pueden evadir el 
parasitismo creciendo para otra parte o hacia espacios donde el hongo no 
puede llegar. Sin embargo se pueden usar contra esporas, esclerocios o hifas 
creciendo sobre tejidos muertos del huésped donde están en grandes 
cantidades por algún tiempo (Rubio, 1995). 

2.12.3 Competencia 

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. 
Se define como el comportamiento desigual de dos o más organismos ante un 
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilización de 
este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para 
los demás. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas de 
Trichoderma spp. como plasticidad ecológica y la velocidad de crecimiento y 
desarrollo, además de factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura y 
humedad, entre otros (Ahmad y Baker, 1987). 

Trichoderma spp. está biológicamente adaptado para una colonización 
agresiva de los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir, 
fundamentalmente, en forma de clamidosporas. La alta velocidad de 
crecimiento, abundante esporulación y la amplia gama de sustratos sobre los 
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que puede crecer, debido a la riqueza de enzimas que puede producir, hacen 
que sea muy eficiente como saprófito y aún más como agente de control 
biológico (Pérez, 2004). La competencia por nutrientes puede ser por nitrógeno, 
carbohidratos no estructurales, azúcares, polisacáridos como almidón, celulosa, 
quitina, laminarina y pectinas (Stefanova, 1999) y algunos microelementos, 
entre otros. 

La competencia por sustrato o espacio depende de si el mismo está libre de 
microorganismos (sustrato estéril) o si hay una micobiota natural. En el primer 
caso, la velocidad de crecimiento:,Jel antagonista no determina la colonización 
efectiva de los nichos, sino la aplicación uniforme del mismo en todo el sustrato. 
Sin embargo, en el segundo caso, la velocidad de crecimiento, conjuntamente 
con otros de los mecanismos de acción del antagonista, es determinante en el 
biocontrol del patógeno y colonización del sustrato (Infante, 2009). 

2.12.4Resistencia Sistémica Inducida 

Consiste en la inducción del sistema de defensa que da resistencia al 
hospedador frente a patógenos por la interacción con un microorganismo no 
patógeno, el agente de biocontrol, el cual estimula previamente a la planta 
(Estrada, 2003; Xue et al. 1998). Una vez puesto en marcha, el mecanismo de 
resistencia es operativo ante el ataque de un patógeno, ya que cuando se 
induce la resistencia, la planta expresa una serie de genes que confieren 
resistencia como 1,3-¡3-glucanasas, fitoalexinas, genes relacionados con el 
refuerzo de la pared celular como peroxidasas, la deposición de lignina, callosa, 
glicoproteínas ricas en hidroxiprolina, proteínas relacionadas con patogénesis 
(Xue et al.1998) y enzimas como fenil-alanina monio-liasas y Chalcone­
sintetasas involucradas en la biosintesis de fitoalexinas, quitinasas y 
glucanasas (Benitez et al. 2004). En el sistema de defensa que posee la planta, 
también está involucrado el ácido jasmónico, el cual produce una cascada de 
proteínas antifúngicas como quitinasas, glucanasas y thaumatinas, enzimas 
oxidantes tales como peroxidasas, polifenol oxidasas y lipoxigenasas (Harman 
et al. 2004), y hormonas como el etileno relacionadas con la defensa por parte 
de las plantas (Infante, 2009). Este concepto es similar al concepto de vacuna 
en animales, aunque los mecanismos de defensa sean completamente 
diferentes. El agente de biocontrol debe ser filogenéticamente próximo al 
patógeno para confundir a los sistemas de defensa, aunque no necesariamente 
(Xue et al. 1998). 
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Al inducir la formación de enzimas por parte de la planta, Trichoderma 
spp. induce la lignificación de las paredes celulares próximas al lugar 
desinfección del patógeno, limitando, de esta manera, su dispersión a lo que se 
le llama resistencia localizada. Este aumento de actividad de enzimas como 
quitinasas y peroxidasas se da en zonas distantes de la raíz y es lo que denota 
una resistencia inducida. 

La reacción biológica por parte de la planta a la presencia de 
Trichoderma spp., promueve el crecimiento de la planta, el sistema radicular y 
disponibilidad de nutrientes; creando una zona favorable para el biocontrol de 
patógenos e incrementando el antagonismo (Yadidia et al. 2003; Harman et al. 
2004). 

2.13 Morfología y caracteres culturales de Trichoderma harzianum 

El género Trichoderma spp. comprende un conjunto de especies sin fase 
sexual evidente, presentan micelio septado, con conidias generalmente 

ovaladas menores de 5 µ m de largo y ancho, de tipo unicelular, de color verde 
oscuro profundo cercano al color gris pasando por verde y verde amarillo, de 
rápido desarrollo en medios sintéticos y con tendencia a acumularse dentro de 
masas pulvinadas, presenta conidióforo hialino no verticilado y muy ramificado, 
fiálides singulares o en grupos. Las clamidosporas tienden a ser desde 
globosas a subglobosas, terminales o intercalares de tono verde y menores a 
15 µ m de diámetro. 

La mayoría de las colonias de Trichoderma spp. en su inicio presentan 
un color blanco, que se toman a verde oscuro o amarillento, con esporulación 
densa, en algunos cultivos se presenta un olor parecido al coco (Samuels, 
1996). El micelio es ralo en su mayoría, y visto al microscopio es fino, los 
conidióforos son ramificados que se parecen a un árbol pequeño. Los mismos 
se presentan como penachos compactados que forman anillos con un sistema 
de ramas irregulares de manera piramidal. Estos terminan en fiálides donde se 
forman las esporas asexuales o conidios, de gran importancia para la 
identificación taxonómica a nivel de especies. 

Los conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte 
del período vegetativo de las plantas. Son haploides y su pared está compuesta 
por quitina y glucanos. Además de los conidióforos, los conidios se pueden 
producir sobre fiálides que emergen directamente del micelio. 
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La mayoría de las especies de Trichoderma spp. presentan 
clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares y en ocasiones terminales. 
Las clamidosporas toleran condiciones ambientales adversas, son estructuras 
de sobrevivencia y permiten que el hongo pueda perdurar a través del tiempo. 
Las clamidosporas recién formadas presentan una germinación de más del 
75%, bajo condiciones óptimas de humedad (> 75%) y temperatura (28-30ºC). 
Las especies de Trichoderma spp. producen tres tipos de propágulos: hifas, 
clamidosporas y conidios (Infante, 2009). 

El pH ;es importante para manipular tanto el crecimiento, como la 
esporulación y la mayor longevidad que se obtiene en un medio con pH de 6.0 y 
las esporas permanecen viables las esporas por un período de 45 días en 
condiciones de almacén. Bajo condiciones de campo para sobrevivir más 
tiempo requieren de humedad relativa alta para sobrevivir más tiempo (Agosin 
et al. 1997). 

Trichoderma harzianum se encuentra en diferentes hábitats y suelos, la 
presencia de varias especies difiere entre hábitats y las condiciones 
ambientales. Se pueden encontrar en el aire, partes aéreas de plantas, pero 
especialmente en suelos, incluyendo humus forestales (Samuels, 1996) y de 
madera en descomposición, se reportan densidades menores a 1 x1 O'conidios/g 
de suelo; sin embargo se pueden encontrar hasta 8 x 1 O'en suelos orgánicos 
(Jensen y Wolffhechel, 1995). 

Su elevada versatilidad metabólica lo capacita para colonizar el medio en 
que se encuentra, y puede transformar una amplia variedad de materia orgánica 
mediante la producción de una gran diversidad de enzimas líticas, que le 
permiten hidrolizar y asimilar distintos tipos de polímeros, entre Jos que se 
encuentran: celulosa, hemicelulosa, glucanos, quitina, laminarina, pectina y el 
almidón (Morera, 201 O). 

La producción de los metabolitos y biomasa que caracterizan a T. harzianum 
depende de la composición del medio donde se desarrolla, es decir de Jos 
nutrientes que encuentre y no tanto de la concentración del inóculo (Tronsmo y 
Harman, 1992). La presencia de algunos productos químicos pueden influir 
sobre la población del antagonista, el herbicida metabenzotiazuron afecta el 
crecimiento de T. harzianum, así como en su actividad celulocítica sin embargo 
es capaz de tolerar fungicidas como bromuro de metilo, captan y maneb 
(Suárez y Momo, 19g5). 
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2.14 Taxonomía y genética de Trichoderma harzianum 

Actualmente se tienen alrededor de 75 especies descritas del género 
Trichoderma spp. (Casimiro, 2001). Según Mohiddin et al. (2010), éste género 
se ubica taxonómicamente de la siguiente manera: 

Reino: 
División: 
Subdivisión: 
Clase: 
Orden: 
Familia: 
Género: 
Especie: 

Mycetae 
Ascomycota 
Peziziomycotina 
Sordariomycetes 
Hypocreales 
Hypocreaceae 
T richoderma 
Trichoderma harzianum 

La mayoría de las especies de Trichoderma spp. producen únicamente 
esporas asexuales, sin embargo se conoce la etapa sexual de unas pocas 
cepas perteneciente a los hongos Ascomycetes del género Hypocrea spp. y no 
son considerados para propósitos de biocontrol. Su taxonomía tradicional está 
basada en las diferencias morfológicas, principalmente en el aparato de 
esporulación asexual; en la actualidad se están empleando técnicas 
moleculares para su identificación. 

Diferentes cepas poseen distintos números y tamaños de cromosomas y 
se sabe que en ausencia de meiosis, la plasticidad cromosómica es una norma. 
La mayoría de las células poseen numerosos núcleos, algunas células 
vegetativas pueden llegar a tener más de 1 OO. Varios factores genéticos 
asexuales, como la parasexualidad, mutación y otros procesos contribuyen a la 
variación de los núcleos en un solo organismo (talo). Se puede encontrar una 
gran diversidad de genotipos y fenotipos en las cepas silvestres. 

Mientras que las cepas silvestres se adaptan con facilidad y pueden ser 
heterocarióticas (núcleos de distintos genotipos dentro de un mismo 
organismo), las cepas comerciales usadas para el CB pueden ser o son 
homocarióticas (núcleos idénticos). Este aspecto en conjunto con el control 
estricto de la variación a través de la deriva génica, pemiite que las cepas 
comerciales no presenten mayor variabilidad (Herrera y Ulloa, 1990). 
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3 JUSTIFICACIÓN 

Debido a las consecuencias negativas sobre la salud humana y el ambiente 
ocasionadas por las aplicaciones excesivas de agroquímicos, así como su 
residualidad y el desarrollo de resistencia a plaguicidas por microorganismos 
fitopatógenos, se han buscado alternativas, como el uso de agentes biológicos, 
que puedan ser utilizados en el control de enfermedades. Al evaluar la 
actividad antibiótica de las especies del género Trichoderma spp., se abre la 
posibilidad de realizar estudios posteriores, con el fin de determinar cuáles 
cepas o que compuestos activos generados por éstas favorecen el control de 
enfermedades, que generan pérdidas económicas, no sólo al país, sino a nivel 
mundial. Algunos estudios, indican que el factor inhibidor en Trichoderma spp. 
depende sobre todo del aislamiento más que de la propia especie, lo que 
reafirma la búsqueda constante de nuevos aislamientos de este antagonista, 
además, no todas las cepas son eficientes en todas las condiciones 
ambientales, y no pueden controlar de igual manera a todas las variantes de los 
fitopatógenos, o no tienen la misma capacidad como biofertilizantes de 
contribuir en el desarrollo de las plantas, es por esto que resulta imprescindible 
el conocimiento de las actividades biocontroladoras de T. harzianum en 
condiciones in vitro e in vivo, en especial cada una de las cepas aisladas de T. 
harzianum, especie que será utilizada en éste trabajo. 
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4 HIPÓTESIS 

Trichoderma harzianum y sus metabolttos secundarios son capaces de inhibir el 
crecimiento micelial de Rhizoctonia solani y Sclerotíum rolfsii, así como 
contribuir a un mejor desarrollo en plántulas de cucurbitáceas_ 

5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Determinar la capacidad inhibitoria de Trichoderma harzianum sobre 
Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii en condiciones in vitro e in vivo, así como 

su actividad promotora en la germinación y desarrollo en cucurbitáceas. 

5.2 Objetivos particulares 

• Evaluar la actividad micoparasítica e inhibitoria in vitro de T. harzianum 
(C1, C3 y CActino) sobre R. solaniy S. rolfsii. 

• Determinar el efecto del extracto crudo de T. harzianum en el desarrollo 
de plántulas de la familia cucurbitáceas. 

• Evaluar el efecto de la aplicación de porcentajes distintos de fertilizante y 
composta, y la inoculación de esporas de T. harzianum sobre el 
desarrollo de plantas de pepino_ 

• Comparar dos métodos de inoculación de T. harzianum para el control de 
la enfermedad causada por R. so/ani en papa en condiciones de 
invernadero_ 
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6 MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Preparación de medios de cultivo 

Medio papa dextrosa agar (PDA): para 1 L de medio; se utilizaron 250g de 
papa en trozos, que se hirvieron en 1 L de H20 destilada durante 20 min en una 
olla. El liquido se filtró a través de un embudo usando algodón y se colectó en 
un matraz, posteriormente el volumen total se llevó a 1 L y se agregaron 20 g 
de agar y 1 O g de dextrosa. Este medio se esterilizó durante 20 min en 
autoclave a 121 ºC y 15 libras de presión. Se vació en cajas de petri a una 
temperatura aproximada de 60ºC. 

Medio papa dextrosa agar acidificado (PDAA): se preparó de la misma 
manera que el medio PDA, pero después del esterilizado a una temperatura 
aproximada de 60ºC se acidificó con ácido láctico al 88% {50 gotasll). 

Medio liquido caldo de papa dextrosa (CPD): se preparó de la misma manera 
que el medio PDA excluyendo el agar. Para obtener el caldo de papa 
adicionado con quitosán. éste último se agregó después de la esterilización del 
medio a una temperatura aproximada de 60ºC. 

Medio envenenado PDA: se obtuvo adicionando extractos de T. harzíanum al 
medio PDA a una temperatura aproximada de 60ºC en concentraciones 50/50, 
10/90 y 1/99 (Extracto/PDA). El agar al medio (20 g) se agregó antes de los 
extractos. 

6.2 EXPERIMENTOS in vitro 

6.2.1 Obtención y aislamiento de hongos 

Las cepas TC1. TC3, TCT, TCF y TCActino de T. harzíanum _ y S. rolfsíi 
utilizadas en este trabajo fueron proporcionados por el laboratorio de 
fitopatología de la UDG. En el caso de la cepa de R. Solani se aisló a partir de 
plantas de papa con síntomas de la enfermedad, 
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para ello, se seleccionaron y cortaron trozos de tallo de aproximadamente 
5mm

2 
de tejido dañado, cada segmento se lavó con agua corriente y se 

sumergieron en una solución de hipoclorito de sodio al 3% durante 45 segundos 
para su desinfección y posteliormente se enjuagaron en agua destilada estélil 
tres veces consecutivamente, el exceso de agua se absorbió con toallas de 
papel estéril. Se sembraron 5 trozos de tejido afectado por cada caja petli en 
medio PDA acidificado con ácido láctico al 88% (50 gotas/L) (PDAA). Las 
muestras se incubaron a una temperatura de 24ºC. El patógeno fue pulificado 
mediante una resiembra. 

6.2.2 Evaluación micoparasitica de Trichoderma harzianum 

Para las evaluaciones de micoparasitismo sobre los hongos 
fitopatógenos S. ro/fsii y R. so/anise utilizó medio de cultivo PDA con 60 mg de 
Agry Gen! plus 800 (sulfato de gentamicina 20g ingrediente activo/Kg a 60 ppm, 
Clorhidrato de Oxitetraciclina 60g ingrediente activo/Kg a 180 ppm) y se 
acidificó con ácido láctico al 88% (50 gotas/L). Ambos fueron agregados a una 
temperatura aproximada de 60°C después de que el medio fuera estelilizado. 

Los expelimentos se llevaron a cabo colocando discos de 8mm de 
diámetro de micelio del patógeno en un extremo de una caja petli y en el otro 
extremo se colocaron discos de micelio de T. harzianum, para cada cepa (TC3, 
TC1 y TCActino) se realizaron 4 repeticiones y se llevó a cabo el mismo 
procedimiento para evaluar S. ro/fsii y R. solani, sin embargo ésta última fue 
sembrada un día antes que T. harzianum debido a que su crecimiento es más 
lento. Las cajas inoculadas se incubaron a 24ºC durante 4 días o hasta que se 
observó una zona de traslape entre el micelio de los hongos. 

Posteliormente para determinar el porcentaje de micoparasitismo se 
tomaron 1 O discos de micelio de 8mm de la zona de traslape y se sembraron en 
medio de cultivo PDAA, considerando el 100% de micoparasitismo si 
únicamente crecía T. harzianum. Se realizaron dos experimentos, uno para R. 
solani y otro para S. ro/fsii, ambos con los mismos tratamientos (TC1, TC3 y 
TCActino) con 1 O repeticiones que consistieron en colocar 1 O discos de micelio 
(tomados de la zona de traslape) en una placa de petli de 8 cm de diámetro con 
medio PDAA. Los dos expelimentos se condujeron bajo un diseño 
completamente al azar y los datos obtenidos se analizaron con una prueba de 
comparación de medias Tukey. 
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Para corroborar el parasitismo, se colocaron portaobjetos dentro de cajas 
petri (uno por caja), los cuales se cubrieron con medio PDAA, logrando tener 
una capa de alrededor de 1 mm de grosor, en un extremo de los portaobjetos 
se colocó un disco de micelio del patógeno de 5mm de diámetro y en el otro 
extremo se colocaron las cepas de T. harzianum. La zona de traslape sobre el 
portaobjetos se tiñó directamente con azul de tripano y se realizaron 
observaciones al microscopio después de tres dias de la siembra para los 
confrontamientos con S. rolfsii y después de cuatro dias para R. sotaní. 

6.2.3 Obtención de extractos de Trichoderma harzianum 

Para la obtención de extractos se inocularon 5 discos de micelio de cada 
cepa de T. harzianum (TC1, TC3 y TCActino) de 8 mm de diámetro en 100 mL 
de caldo de papa estéril adicionado con sacarosa (1 O g/L) en un matraz 
Ertenmeyer de 250 mL cubiertos con papel aluminio para evitar degradación de 
compuestos, posteriormente se colocaron en un agitador horizontal por 4 días a 
100 revoluciones por minuto (rpm) a temperatura ambiente (TA). 
Posteriormente se filtró cada cultivo liquido con papel filtro Whatman No. 22 
(filtrado lento; MILIPORE), éste se colocó sobre un embudo de porcelana unido 
a un matraz quitasato en donde se colectó el extracto con ayuda de una bomba 
de vacío para facilitar la filtración. Por matraz se obtuvo aproximadamente 60 
ml. 

Adicionalmente se obtuvieron extractos agregando quitosán (Biorrend) a 
tres distintas concentraciones: 1g/100mL, 0.5g/100mL y 0.1g/100mL, mismas 
que se agregaron junto con los discos de micelio de T. harzianum en caldo de 
papa, utilizando el mismo procedimiento antes señalado. 

Todos los materiales utilizados fueron previamente esterilizados y el 
proceso se realizó dentro de una campana de flujo laminar. Los extractos 
obtenidos fueron sometidos a pasteurización con el fin de eliminar posibles 
esporas presentes en el extracto, ésta consistió en un calentamiento a baño 
maría de 70ºC durante 30 min, con el posterior descenso a 4-9 ºC. 

Con el fin de comprobar la ausencia de esporas de T. harzianum en los 
extractos, se sembraron 1 O µL de cada extracto en medio PDAA y se 
homogeneizaron con una varilla de vidrio estéril. Se realizaron observaciones 
durante 5 días después de la siembra (incubadas a 24ºC) esperando la 
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ausencia de esporas de T. harzíanum, así como observaciones directas al 
microscopio de los extractos obtenidos. 

6.2.4 Pruebas de actividad biológica de extractos de Trichoderma 
harzianum 

Se realizó un experimento factorial en donde se evaluaron los extractos 
obtenidos de las tres cepas de T. harzianum. cada uno a 3 diferentes 
concentraciones en medio PDA con extracto (medio envenenado): 1/99, 10/90 y 
50/50 en relación extracto/ PDA. Para cada una de las cepas se realizaron 4 
repeticiones más un testigo que consiste en PDA sin ningún tipo de extracto 
adicional. 

En los medios de cultivo envenenados se sembraron las cepas de R. 
solani y S. rolfsi en cajas de petri de 6 cm de diámetro con discos de micelio de 
5mm, después de 48 horas se tomaron las medidas en diámetro (2 medidas 
promediadas perpendiculares) de las hitas de los patógenos y cada 24 ha partir 
de la primera medición, hasta que el micelio limitara con las paredes de la caja 
petri. 

Posteriormente se realizaron las pruebas de los extractos adicionados 
con quitosán a tres distintas concentraciones: 1 g/1 OOmL, 0.5g/1 OOmL y 
0.1 g/1 OOmL, obteniendo 9 extractos distintos, el quitosán se agregó al mismo 
tiempo que los discos de micelio, y se realizó el mismo procedimiento antes 
mencionado_ 

6.3 EXPERIMENTOS in vivo 

6.3.1 Metodología para la aplicación de extracto crudo de T. harzianum en 
plántulas de cucurbitáceas 

Para la evaluación de la germinación las semillas de sandia, calabaza y 
melón se sumergieron en extractos crudos de las cepas TC1. TC3, TCF y TCT, 
cada una de estas fueron crecidas utilizando dos variantes, una corresponde a 
las crecidas previamente en medio liquido CP en ausencia y otra adicionado 
con quitosán respectivamente. Las semillas se sumergieron en tubos de ensaye 
conteniendo 1 ml de cada extracto durante 15 min, posteriormente se 
sembraron en charolas y se determino el día a emergencia de cada plántula, se 
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realizaron 4 repeticiones por cada tratamiento, y se incluyo un testigo el cual 
consistió en sumergir las semillas en agua estéril. 

Para la evaluación del desarrollo de las plántulas se sembraron en 
macetas de 300 g de capacidad con sustrato 40%composta 160% peatmost 
tanto semillas de melón tipo cantaloupe var. ovation, de sandía var. peacock 
improved dark green y de calabaza tipo suchinni. Los tratamientos consistieron 
en la aplicación de extractos crudos de las cepas TC1, TC3, TCT, TCF de T. 
harzianum crecidas previamente con quitosán a razón de 1 gl 100 mL y en 
ausencia de éste, en donde las cepas se crecieron utilizando discos de micelio 
(10 discos/ 100mL) dando como resultado 8 tratamientos mas un testigo, al cual 
no se le aplicó ningún tipo de extracto. Se realizaron 6 repeticiones por 
tratamiento. 

La aplicación de Jos extractos se llevó a cabo de manera directa en las 
macetas, agregando cada semana a manera de riego 50 mL de los extractos a 
cada plántula durante 30 días por separado. Las variables evaluadas fueron: 
longitud y diámetro de tallos, número de flores, número de hojas y días a 
floración. Las mediciones se realizaron a los 30 días después del trasplante en 
el caso de Ja longitud, diámetro de tallos, número de flores y número de hojas 
verdaderas. Las mediciones de longitud se hicieron desde la base del tallo 
hasta la parte inicial del ápice. La medición del diámetro se realizó con un 
vernier ajustándolo a la base del tallo. Los días a floración fueron tomados 
cuando se observó Ja primera flor de cada tratamiento. El experimento se llevó 
a cabo dentro de un invernadero con una distribución completamente al azar. 
Se realizó una ANOVA y una prueba de separación de medias DMS para 
conocer el mejor tratamiento. 

6.3.2 Métodos de inoculación de T. harzianum en papa para la evaluación 
del control de la enfermedad causada por R. solani en papa 

Para evaluar los dos momentos de inoculación de T. harzianum en papa 

se llevaron a cabo dos variantes experimentales. la primera consistió en 
inocular T. harzianum antes de la inoculación de R. so/ani, en la segunda T. 
harzianum se inoculó después de R. so/ani (Figura 1 ). 

Se sembraron previamente cepas de T. harzianum (TC1, TC3, TCT y 
TCF), así como el fitopatógeno R. so/ani en medio PDAA, 5 días después de la 
siembra, éstos fueron inoculados aplicando discos de micelio de 8mm de 
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diámetro directamente en suelo al momento de la siembra de las semillas de 
papa. Para evaluar los dos métodos de inoculación de T. harzianum se llevaron 
a cabo dos variantes experimentales: la primera consistió en inocular T. 
harzianum antes de la inoculación de R. solani y en la segunda T. harzianum 
se inoculó después de R. sotani, tal como se muestra en la figura 1. En cada 
una de las variantes se evaluaron 5 tratamientos descritos en el cuadro 2, cada 
uno con 6 repeticiones cada una, los cuales consistieron en la inoculación de 4 
cepas de Trichoderma: TCT, TCF, TC1 y TC3 y el último tratamiento fue una 
combinación de todos ellos. En cada maceta se aplicaron 20 discos de micelio 
de cepas de T. harzianum y 20 discos de R. solani, en la primera variante, 
primero se inoculó T. harzianum y se cubrió con suelo (2 cm), posteriormente se 
inoculó R. solani y por último se sembró la semilla de papa variedad Friana; en 
la segunda variante se inoculó R. solani, posteriormente se sembraron los 
tubérculo-semillas de papa y por último se inocularon los discos de micelio de T. 
harzianum. Se incluyeron dos testigos; uno sin la inoculación de T. harzianum y 
otro sin la inoculación de R. sotani. Después de 20 días de la siembra, todas las 
plantas se lavaron en agua corriente para poder observar los daños en raíz y 
tallo. Los resultados cualitativos se obtuvieron en función del daño físico 
(porcentaje de superficie) observado en la raíz y tallo de la planta considerando 
la siguiente escala: Planta sana= O, 1 a 25% de daño=1, 26 a 50% de daño= 2, 
51 a 75% de daño=3 y 75 a 100% daño o muerte de la planta=4. 

oÓo ·- R sotaní ººº . 
00000- ·T. harzianum 

b~o-­

o~o 
ººº 

T. harzianum 

Figura 1. Métodos de aplicación de T. harzianum en suelo para la evaluación de 
la severidad de la enfermedad causada por R. solani en papa. 
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Cuadro 2. Tratamientos aplicados en suelo para evaluar severidad de la 
enfermedad causada por R. solani (R.s.) en papa. 

Momento de aplicación de T. Número de Descripción 
harzianum Tratamiento (TC= T. harzianum cepa) 

(R.s= Rhizoctonia so/ani) 
1 TC1+R.s 
2 TC 3 + R.s 

Antes de la inoculación de R. 3 TCT + R.s 
sola ni 4 TC F + R.s 

5 TC1 + TC3 + TCT + TCF + R.s 

6 TC1+R.s 
7 TC3+R.s 

Después de la inoculación de R. 8 TCT+ R.s 
sola ni 9 TC F + R.s 

10 TC 1 + TC3 +TCT +TCF + 
R.s 

Testigo 1 11 R. so/ani 

Testigo 2 12 TC1 + TC3 + TCT +T CF 

Con los datos obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANOVA), y 
para conocer los mejores tratamientos, se llevó a cabo una prueba de 
separación de medias mediante la prueba de Tukey y DMS (P = 0.05). Todos 
los experimentos se condujeron bajo un diseño completamente al azar con 6 
repeticiones por tratamiento y un individuo por repetición. 

Se calculó la eficacia de control con la fórmula Abbott tomada de Estrada 
(2004), que se presenta a continuación: 

Ca-Ta (100) I Ca 

Donde: 
Ca: Porcentaje de daño en el testigo después de la aplicación 
Ta: Porcentaje de daño en el tratamiento después de la aplicación 
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6.3.3 Aplicaciones de composta y fertilización e inoculación de T. 
harzianum en plantas de pepino 

El experimento se llevó a cabo en condiciones de invernadero. Primero 
se determinó el mejor porcentaje de composta/peatmost indicado para obtener 
plántulas más vigorosas, en este paso se utilizaron charolas de unicel en donde 
se sembraron 100 semillas para cada tratamiento (Cuadro 4). Después de un 
mes de la siembra, se tomaron 15 plántulas al azar por cada tratamiento y se 
les registró la altura (cm), después del análisis de datos se determinó el 
tratamiento con los mejores resultados, que se utilizó para sembrar las semillas 
de pepino var. Slice Max para el experimento que consistió en evaluar el efecto 
de diferentes porcentajes de fertilizante y composta y la inoculación de T. 
harzianum sobre el desarrollo de plantas. 

Para el experimento en invernadero inicialmente se realizó la siembra en 
macetas con capacidad de 300 gen sustrato composta (40%) /peatmost (60%) 
y después de un mes se trasplantaron a macetas de 20 kg, las cuales tuvieron 
como sustrato suelo proveniente del campo experimental del CUCBA, mismo 
que presentó las siguientes características físico quimicas: pH 4.15, areno­
limoso y materia orgánica 1.72%, al cual le fue adicionado composta de 
jardinería y esporas de T. harzianum. 

Se evaluaron 16 tratamientos (Cuadro 5), con cuatro repeticiones. Las 
macetas fueron distribuidas mediante un diseño completamente al azar. El 
muestreo se realizó a los 60 días después del trasplante para obtener datos de 
altura, diámetro del tallo, días a floración, número de flores y número de hojas. 
La fertilización se realizó en 5 etapas con diferentes porcentajes de N-P-K en 
relación (N 180kg- P 350kg- K 280kg/ha) dependiendo del tratamiento (cuadro 
6). 

Para la inoculación de esporas de Trichoderma spp. se utilizaron 3 cepas 
(TC1, TC3, TCActino ). Cada cepa se sembró en 5 cajas de petri en medio 
PDAA y se dejaron crecer 5 días a 23ºC. Posteriormente se agregaron 3 mL de 
agua estéril a cada caja y se mezclaron con el cultivo para recolectar las 
esporas con una pipeta, las cuales se cuantificaron en una cámara Neubauer 
bajo microscopio, para obtener únicamente una solución con la misma cantidad 
de esporas de cada cepa (C1, C3 y CActino ). De cada solución de esporas se 
hicieron diluciones hasta obtener la cantidad de esporas que se aplicaron en las 
macetas a razón de 20x106 esporas/m2

. Con los datos obtenidos se realizó una 
ANOVA, y para conocer los mejores tratamientos, se llevó a cabo una prueba 
de separación de medias mediante la prueba de Tukey y DMS (P= 0.05). 
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En el ensayo se utilizó composta de jardinería y residuos domiciliarios, cuyas 
características se muestran en el Cuadro 3. 

Cuadro 3. Propiedades de la composta utilizada (lñiguez - Covarrubias et al. 
2011). 

Caracterización 

pH 8.26 

conductividad eléctrica 5.55dS m"' 

N total 1.50 % 

C/N 14.64 

P total 0.24% 

K total 1.20% 

Ca total 5.44% 

COT 22.00 % 

Mg total 0.32% 

Na total 370.54 mg kg· · 

Cu 35.38 mg kg· 

Cuadro 4. Tratamientos a evaluar en plántulas de pepino sembradas en 
charolas. 

COMPONENTES 

TRATAMIENTOS Composta Peatmost 

1 100o/o 0°/o 

2 80% 20°/o 

3 20% 80% 

4 60% 40o/o 

5 40% 60% 

6 Oo/o 100% 
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Cuadro 5. Tratamientos a evaluar en plantas de pepino con distintas 
proporciones composta/ T. harzianuml fertilización. (x= no 
inoculadas con T. harzianum). 

COMPONENTES PARA CADA MACETA 
Número de Composta T. harzianum Fertilización 

Tratamiento (ton/ha) (20x106 esporas/m2¡ (%) 
1 o X o 
2 20 X o 
3 40 X o 
4 60 X o 
5 o X 100 

6 o . o 
7 20 . o 
8 40 . o 
9 60 . o 
10 o . 100 

11 20 X 75 

12 40 X 50 

13 60 X 25 

14 20 . 75 

15 40 . 50 

16 60 . 25 

Cuadro 6. Plan de fertilización de plantas de pepino en sus diferentes etapas. 

COMPONENTES 
ETAPA 180 kg/ha 350 kg/ha 280 kg/ha 

N (%) p (%) K(%) 

Trasplante 10 30 10 

Desarrollo 20 30 10 

Floración 30 20 35 

Maduración 15 10 25 

Cosecha 15 10 20 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7 .1 Micoparasitismo In vitro de T. harzianum sobre S. rolfsii y R. solani e 
inhibición del crecimiento micelial 

Todas las cepas de T. harzianum evaluadas contra S. rolfsii y R. solani 
mostraron parasitismo. Las cepas 1 y 3 tuvieron un porcentaje del 100% de 
micoparasitismo sobre ambos patógenos y la cepa Actino presentó un 60 y 70 
% sobre el micelio de S. rolfsii y R. so/ani respectivamente (Cuadro 7). En los 
confrotamientos de T. harzianum frente a los patógenos, inicialmente se 
observó un crecimiento considerable de T. harzianum sobre el micelio de S. 
ro/fsii y R. so/an y posteriormente se detuvo completamente el desarrollo de 
éstos, lo cual se determinó por el posterior crecimiento total de T. harzianum en 
la caja de petri. Se observó un enrollamiento constante de las hitas de las tres 
cepas antagonistas sobre ambos patógenos, disolución del contenido de las 
hitas y la penetración de haustorios por parte de las cepas TC1 y TC3 (Figura 2 
y 3). Estos resultados son similares a los reportados por Ochoa (2002) quien 
presentó evidencias de enrollamiento, desde el primer día de contacto de T. 
harzianum con Micosparella fijensis y la penetración de hifas al tercer dia de 
contacto, con la posterior esporulación de ambos hongos. Por su parte, 
Thiruvudainambiet al. (201 O) evaluaron micoparasitismo in vitro contra S. rolfsii 
y encontraron que Trichoderma spp. tiene una fuerte actividad antagónica 
causando enrollamiento y lisis sobre éste fitopatógeno. Al respecto, Benhamau 
y Chet (1993) reportan en la zona de interacción entre T. harzianum y R. so/ani 
daños en las hitas de R. so/ani justo después de iniciado el enrollamiento de T. 
harzianum sobre el hospedero. Elad et al. (1996) reportan el enrollamiento 
denso de las hitas de T. harzianum sobre S. sc/erotiorum y la disolución de la 
pared celular como un proceso continuo. 

En las pruebas de actividad biológica de los extractos en medio 
envenenado, la cepa TCActino resultó ser el mejor tratamiento en concentración 
50/ 50 (extracto / PDA) ya que inhibió el crecimiento radial del micelio de R. 
solani (Figura 5b), seguida de las cepas TC3 y TC1. con una media de 2.3. 2.6 
y 2.75 cm respectivamente a los 8 días de la siembra, en contraste con el 
testigo que fue de 6.0 cm a los 3 dias de la siembra (Cuadro 9). 
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Los resultados demuestran que la cantidad de extracto adicionado al 
medio es importante debido a que el crecimiento del micelio fue menor en 
concentraciones 50/50 comparado con los de 10/90 y 1/99 (Extracto/PDA), no 
habiendo diferencia entre éstas dos últimas. S. rolfsii mostró mayor 
susceptibilidad a T. harzianum en comparación con R. so!ani, así como un 
crecimiento más lento. A concentraciones de 50/ 50 la cepa TC1 alcanzó solo 
O. 7 cm y 3.2 cm y 1.65 cm de las cepas TCActino y TC3 respectivamente a los 
8 días a partir de la siembra, éste patógeno mostro diferencias entre las 
concentraciones 10/90 y 1/99, siendo mejor la concentración 10/90 (Cuadro 8). 
La cepa TCActino fue la que tuvo el menor porcentaje de inhibición en la 
concentración 1 /99 mostrando un crecimiento de 3. 7 cm de diámetro en la caja 
de petri, aún así, la inhibición fue inhibición fue significativa comparada con el 
testigo, que creció en toda la caja de petri (6 cm). 

La diferencia de inhibición del crecimiento del micelio entre las cepas 
evaluadas de T. harzianum (TC1. TC3 y TCActino) sobre los patógenos, 
demuestra que éstas tienen una actividad especifica de inhibición por lo que las 
interacciones bioquimicas entre hongos son distintas en cada relación 
antagonista-patógeno. Los resultados de inhibición coinciden con los obtenidos 
por Stefanova et al. (1999), quienes demostraron que la presencia de algunos 
metabolitos con actividad antifúngica, reducen el crecimiento micelial de 
algunos fitopatógenos como Phytophthora nicotianae y R. solani en medios de 
cultivo envenenado, además de causar a nivel celular: vacuolización, 
granulación, coagulación, desintegración y lisis. Thiruvudainambi et al. (2010) 
encontraron que T. harzíanum tiene una fuerte actividad antagónica in vitro, 
inhibiendo el crecimiento micelial de S. ro/fsii hasta en un 88%. 

La inhibición del crecimiento micelial y la actividad micoparasitica de T, 
harzianum concuerdan con resultados obtenidos por Hoyos-Carvajal et al. 
(2008) quienes reportaron un 100% de actividad micoparasítica en aislamientos 
de Trichoderma spp. evaluados contra S. rolfsii y R. solani en ensayos In vitro 
con la variante de que en los ensayos de micoparasitismo Trichoderma spp. se 
estableció a las 24 h antes, ya que consideraron menor el crecimiento del 
antagonista en comparación con el del fitopatógeno durante los 3 a 5 dias 
iniciales. 

Es importante mencionar que el crecimiento completo del micelio de los 
testigos dentro de las cajas de petri (hasta el borde) requirió de 3 días en el 
caso de R. solani y 5 días en el caso de S. ro/fsii, por lo que el crecimiento del 
micelio de los patógenos pudo ser mayor que el observado a los 8 días. 
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Cuadro 7. Porcentaje de crecimiento de T. harzianum sobre R. so/ani y S. ro/fsii 
en base al número de discos germinados tomados de la zona de 
traslape entre T. harzianum y los fitopatógenos, en donde el 100°/o se 
considera en base al crecimiento único de T. harzianum lo que 
representa una inhibición completa del patógeno, datos tomados 5 
días después de la siembra. 

Porcentaje de crecimiento ª 

Tratamiento S. rolfsii R. solani 

TC1 100 A 100 A 

TC3 100 A 100 A 

TCActino 60 B 70 B 

Testigo o e o e 

ª Promedio de 1 O repeticiones 
b Medias con la misma letra no son diferentes estadísticamente (Tukey P= 0.05). 

Figura 2. Confrontación de T. harzianum contra S. roffsii (izquierda) y R. solani 
(derecha) donde se observa la zona de traslape entre el crecimiento de 
estos hongos. 
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Figura 3. Micoparasitismo de T. harzianum TC1 sobre R. solani. A. Enrollamiento 
de T. harzianum sobre hifas de R. Solanl. B. Lisis y penetración de 
haustorios de T. harzianum dentro de hifas de R. so/ani.1 OOX. 

Figura 4. Micoparasitismo T. harzianum 7C1 sobre S. rolfsii, donde se observa el 
enrollamiento de hifas del antagonista sobre su hospedero. 40X 

Figura 5. Observaciones del crecimiento de T. harzianum después de 72 hr de la 
siembra de R. solani en medio PDA envenenado con extracto de T. 
harzianum. A. Inhibición del crecimiento del micelio de R. solani con 
extractos de Ja cepa TC3. B. Inhibición del crecimiento del micelio de R. 
solani con extractos de la cepa TCActino, ambos a concentración de 
50/50 (extracto/PDAA). C. Testigo, crecimiento de R. so/ani en PDA. 
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Cuadro 8. Crecimiento radial del micelio de S. rolfsii 3 y 8 días después de la 
siembra en medio envenenado con extractos de diferentes cepas de 
T. harzianum a diferentes concentraciones extracto/PDA 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento 
Tukey • 3 días Tukey • 8 días 

TC150/50 e 0.67 E 0.70 F• 

TC1 10/ 90 0.87 DE 2.45 D 

TC11/ 99 1.27 BC 3.52 BC 

TCActino 50/ 50 0.87 DE 3.2 BC 

TCActino 1 O/ 90 1.02 CD 3.5 BC 

TCActino 1 / 99 1.05 CD 3.7 B 

TC3 50/ 50 0.65 E 1.65 E 

TC3 10/ 90 1 CD 3.02 c 
TC31/ 99 1.5 B 3.5 BC 

Testigo 3.67 A 6" A 

ªPromedio de 4 repeticiones (cm): b Tukey P = 0.05; e extracto/PDA; cJ crecimiento completo en 
caja; e F considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado. medias 
con la misma letra no son diferentes estadísticamente. 
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Cuadro 9. Crecimiento radial del micelio de R. solani 3 y 8 días después de la 
siembra en medio envenenado con extractos de diferentes cepas de 
T. harzianum a diferentes concentraciones extracto/PDA. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento 
Tukey b 3 días Tukey b 8 días 

TC150/50 e 1.25 CD 2.75 c 
TC1 10/ 90 1.77 B 3.4 B 

TC1 1/ 99 1.50 BC 3.4 B 

TCActino 50/ 50 1.12 D. 2.3 D 

TCActino 1 O/ 90 1.52 BC 3.5 B 

TCActino 1/ 99 1.65 B 3.22 B 

TC3 50/ 50 1.10 D 2.60 CD 

TC3 10/ 90 1.70 B 3.52 B 

TC31/ 99 1.57 BC 3.37 B 

Testigo 6" A 6" A 

ªPromedio de 4 repeticiones (cm); b Tukey P - 0.05; e extracto!PDA; d crecimiento completo en 
caja; e O considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado, medias 
con la misma letra no son diferentes estadísticamente. 

7 .2 Pruebas de actividad biológica de extractos de T. harzianum crecidos 
previamente en presencia de quitosán sobre hongos fitopatógenos 

En las evaluaciones de los extractos crecidos previamente en presencia 
de quitosán, el mejor tratamiento para el control de S. rolfsii fue la cepa TC3 en 
concentración 50/50 y 1 g de quitosán/100 mL (TC30), con un crecimiento de 
solo 0.57cm, en comparación con el testigo a esa misma concentración y sin 
quitosán que fue de 1.65 cm y con el testigo absoluto con un crecimiento radial 
de 6 cm (Cuadro 11 ), el cual creció en PDA sin ningún tipo de extracto. De 
manera general, se observó que los tratamientos de la cepa 3 fueron los más 
efectivos en cuanto a la inhibición del crecimiento del micelio, seguido de la 
cepa TC1 y Actino. 

Los resultados obtenidos por la prueba de separación de medias indicó 
que.la presencia de quitosán en cultivo líquido de T. harzianum incrementó la 
inhibición en el crecimiento micelial, éste fenómeno se observó en las tres 
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cepas (Cuadro 10, 11y12), siendo más contrastante entre la dosis de 1gy0.5 
g que entre las dosis 0.5 y 0.15 g/100 mL en medio líquido, existiendo mínimas 
diferencias entre éstas dos últimas. Los resultados indican que el quitosán 
disminuye la velocidad de crecimiento de los patógenos, y que ninguno de los 
extractos crecidos en presencia o ausencia de quitosán muestra actividad 
fungicida, sino fungistática retrasando hasta 18 dias el crecimiento del micelio 
hasta el borde de la caja (6 cm) de los patógenos en relación al testigo, siendo 
éste de 3 días para R. so/ani y 5 días para S. ro/fsii. Es posible que la presencia 
del quitosán de manera aislada incidiera en la inhibición de crecimiento micelial, 
y no de manera sinergística en conjunto con T. harzianum ya que se ha 
demostrado que éste biopolímero es capaz de inhibir algunas especies de 
hongos, además de que existe una alta correlación entre la concentración de 
quitosán aplicada y la inhibición fúngica (Lárez- Velázquez, 2008). Existen 
evidencias de que la sensibilidad de los hongos patógenos hacia el quitosán 
puede cambiar en los diferentes estadios de su desarrollo (Lárez- Velázquez, 
2008), lo cual explicaria la diferencia entre la velocidad de crecimiento del 
micelio, y los con tratamientos a los cuales no se les agregó quitosán. 

La inhibición del crecimiento micelial de R. sofani con extractos de T. 
harzianum fue mayor con la cepa TC3, que tuvo un crecimiento medio de 0.57, 
0.67 y 0.70 cm en los tratamientos TC3/1g0, TC3 /0.5gQ y TC3/0.15gQ 
respectivamente después de 8 días de la siembra, todos a una concentración 
50/50 (extracto/PDA) en contraste con el testigo que fue de 6 cm a los 3 dias de 
la siembra (Cuadro 15). Todas las cepas en presencia de quitosán dieron 
mejores resultados, siendo más efectivas las cepas TC1 y TC3 al inhibir el 
crecimiento del micelio, lo cual pone de manifiesto la especificidad que existe 
sobre los fitopatógenos entre aislamientos de una misma especie de T. 
harzianum. 

46 



Cuadro 10. Crecimiento radial del micelio de S. rolfsii 3 y 8 días después de la 
siembra en medio PDA envenenado con extractos de T. harzianum 
TC1. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento Tukeyº 3días Tukey • 8 días 

TC1 50/ 50c 1gQ• 0.7 F 1.02 EF 

TC1 10/90 1gQ O .92 EF 2.82 CD 

TC1 1/ 99 1gQ 1.6 BC 3.42 BC 

TC1 50/ 50 0.5gQ 0.77 F 1.2 EF 

TC1 10/ 90 0.5g Q 1.07 DEF 3 BCD 

TC1 1/ 99 0.5gQ 1.75 B 3.72 E 

TC1 50150 0.15g Q 0.75 F 1.15 EF 

TC1 10/ 90 0.15g Q 1.82 B 3.75 B 

TC1 1199 0.15g Q 1.42 BCD 3.57 BC 

TC1 50/ 50 Testigo 0.67 F 0.7 F 

TC1 10/ 90 Testigo 0.95 EF 2.5 D 

TC1 1/ 99 Testigo 1.27 CDE 3.52 BC 

TC1 Testigo Absoluto 3.55 A 6" A 

ªPromedio de 4 repeticiones; 6 Tukey P = O.OS; e extracto/PDA; a crecimiento completo en caja; e g de 
quitosán /100 ml {agregados al CPD antes de la obtención de los extractos);' F considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado. medias con la misma letra oc son diferentes 
estadísticamente. 

Peor 

47 



Cuadro 11. Crecimiento radial del micelio de S. rolfsii 3 y 8 días después de la 
siembra en medio PDA envenenado con extractos de T. harzianum 
TC3. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento Tukey • 3 días Tukey • 8 días 

TC3 50/ 50 e 1gQ" 0.5 G 0.57 G 

TC3 10/ 90 1gQ 0.75 EFG 1.45 EF 

TC3 1/ 99 1gQ 1 CDE 2.97 BC 

TC3 50/ 50 0.5gQ 0.6 FG 0.67 FG 

TC3 10/ 90 0.5gQ 0.87 DEF 1.87 DE 

TC3 1/ 99 0.5g0 1.32 BC 2.92 BC 

TC3 50/50 0.15g Q 0.67 EFG 0.7 FG 

TC3 10/ 90 0.15g Q 0.9 DEF 2.8 BC 

TC3 1/ 99 0.15g Q 1.55 B 3.27 BC 

TC3 50/ 50 Testigo 0.65 EFG 1.65 E 

TC3 10/ 90 Testigo 1 CDE 2.55 CD 

TC3 1/ 99 Testigo 1.15 CD 3.5 B 

TC3 Testigo Absoluto 3.55 A 5d A 

ªPromedio de 4 repeticiones; 8 Tukey P = 0.05; e extracto/PDA; 0 crecimiento completo en caja; e g de 
quitosán 1100 ml (agregados al CPD antes de la obtención de los extractos); 'G considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado, medias con la misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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Cuadro 12. Crecimiento radial del micelio de S. rolfsii 3 y 8 días después de la 
siembra en medio POA envenenado con extractos de T. harzianum 
TCActino. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento Tukey • 3 dias Tukey • 8 días 

TCActino 50/ 50 e 1 gQ • 0.65 G' 0.87 D 

TCActino 1 O/ 90 1gQ 0.82 FG 3.25 BC 

TCActino 1/ 99 1gQ 1.17 CDEF 3.85 B 

TCActino 50150 0.5gQ 0.77 FG 1.35 D 

TCActino 10/ 90 0.5gQ 1.45 BCD 2.65 e 

TCActino 1/ 99 0.5g0 1.37 BCDE 3.95 B 

TCActino 50/ 50 0.15g o 0.72 FG 1.3 D 

TCActino 1 O/ 90 0.15g o 1.65 BC 3.82 B 

TCActino 1/ 99 0.15g Q 1.77 B 3.95 B 

TCActino 50150 Testigo o .87 EFG 3.15 BC 

TCActino 1 O/ 90 Testigo 0.95 DEFG 3.5 B 

TCActino 1/ 99 Testigo 1.47 BC 3.7 B 

TCActino Testigo Absoluto 3.55 A 6" A 

"Promedio de 4 repeticiones; 6 Tukey P - 0.05; e extracto/PDA; a crecimiento completo en caja; " g de 
quitosán /100 ml (agregados al CPD antes de la obtención de los extractos); 'G considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado; tratamientos con la misma letra no son diferentes 
estadisticamente. 

TSS\S/CUS~A. 
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Cuadro 13. Crecimiento radial del micelio de R. solani 3 y 8 días después de la 
siembra en medio PDA envenenado con extractos de T. harzianum 
TC1. 

Crecimiento radial del micelio• (cm) 

Tratamiento Tukey b 3 días Tukey b 8 días 

TC1 50/ 50 e 1gQ" 0.70 B 0.87 G 

TC1 10/90 1gQ 92 B 1.97 F 

TC1 1/ 99 1gQ 1.52 B 2.7 DE 

TC1 50150 0.5g0 0.7 B 0.9 G 

TC1 10/90 0.5g o 1.12 B 2.25 EF 

TC1 1/ 99 0.5gQ 1.57 B 3.15 BCD 

TC1 50/50 0.15g o 0.72 B o .87 G 

TC1 10/90 0.15g o 1.4 B 1.97 F 

TC1 1/ 99 0.15g o 1.27 B 2.77 CDE 

TC1 50150 Testigo 1.25 B 2.72 CDE 

TC1 10/90 Testigo 1.77 B 3.4 BC 

TC1 1/ 99 Testigo 1.5 B 3.5 B 

TC1 Testigo Absoluto 6" A 6" A 

" Promedio de 4 repeticiones; 6 Tukey P = 0.05; ~ extracto/PDA; a crecimiento completo en caja; " g de 
quitosán /100 ml (agregados al CPD antes de la obtención de los extractos); 'G considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado; medias con la misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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Cuadro 14. Crecimiento radial del micelio de R. solani 3 y 8 días después de la 
siembra en medio POA envenenado con extractos de T. harzianum 
TC3. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento Tukey b 3 días Tukey b 8 días 

TC3 50/ 50 e 1gQ e 0.72 H 0.87 E 

TC3 10/90 1gQ 1.2 EF 1.75 o 

TC3 1/ 99 1gQ 1.65 BCD 2.77 e 

TC3 50/ 50 0.5gQ 0.77 GH 1 E 

TC3 10/90 0.5g Q 1.35 DEF 1.9 E 

TC3 1/ 99 0.5gQ 1.75 BC 2.82 e 

TC3 50/ 50 0.15g Q 0.80 GH 1.05 E 

TC3 10/90 0.15g Q 1.72 BC 2.97 e 

TC3 1/ 99 0.15g Q 1.85 B 2.87 e 

TC3 50/ 50 Testigo 1.1 FG 2.6 e 

TC3 10/ 90 Testigo 1.7 BC 3.55 B 

TC3 1/ 99 Testigo 1.5 CDE 3.55 B 

TC3 Testigo Absoluto 6d A 6d A 

'" Promedio de 4 repeticiones; b Tukey P - O.OS; e extracto/PDA; a crecimiento completo en caja; e g de 
quitosán /100 ml (agregados al CPD antes de la obtención de los extractos): 

1 
H considerado el mejor 

tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado; medias con 1a misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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Cuadro 15. Crecimiento radial del micelio de R. solani3 y 8 días después de la 
siembra en medio POA envenenado con extractos de T. hatzianum 
TCActino. 

Crecimiento radial del micelioª (cm) 

Tratamiento Tukey" 3 días Tukey" 8 días 

TCActino 50/ 50 e 1 gQ • 0.72 G 0.85 E 

TCActino 10/ 90 1gQ 1.02 FG 1.67 DE 

TCActino 1/ 99 1gQ 1.7 BC 2.75 BC 

TCActino 50/ 50 0.5gQ 0.75 G 0.97 E 

TCActino 10/ 90 0.5gQ 1.10 EFG 2.67 BC 

TCActino 1/ 99 0.5gQ 1.82 B 3.27 BC 

TCActino 50/ 50 0.15g Q o .75 G 1.15 E 

TCActino 10/ 90 0.15g Q 1.25 DEF 3.17 BC 

TCActino 1/ 99 0.15g Q 1.3 CDEF 3.52 B 

TCActino 50/ 50 Testigo 1.12 EFG 2.3 CD 

TCActino 1 O/ 90 Testigo 1.52 BCDE 3.5 B 

TCActino 1/ 99 Testigo 1.65 BCD 3.3 B 

TCActino Testigo Absoluto 6" A 5• A 

ª Promedio de 4 repeticiones; 6 Tukey p - O.OS: e extracto/POA: a crecimiento completo en caja; e g de 
quitosán 1100 mL (agregados al CPD antes de 1a obtención de los extractos); 

/ 
G considerado el mejor 

tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado; medias con la misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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7 .3 Influencia de la aplicación de extractos de Trichoderma harzianum en el 
desarrollo de plántulas de cucurbitáceas 

Las diferencias en el desarrollo de cucurbitáceas se vio reflejado 
principalmente en la altura de plántulas, en el caso de sandía, la prueba de 
separación de medias DMS detectó diferencias significativas entre los 
tratamientos, mostrando que las medias oscilaron entre 15. 73 cm con el 
tratamiento TCTQ presentando una altura máxima de 8.52 cm con el 
tratamiento TC1 Q, comparado con el testigo que presentó una media de 6,87 
cm (Cuadro 16). El tratamiento más efectivo fue el TCTQ, en este caso la 
evaluación de los días a emergencia de las semillas, disminuyo hasta un 50% 
comparado con el testigo siendo de 2.25 y 4.75 dias para TCTQ y el testigo, 
respectivamente. 

A pesar de que el mejor tratamiento fue el extracto de la cepa TCT 
crecida con quitosán (1g/100 ml) en medio líquido (Cuadro 16), considerando 
el parámetro de altura, el análisis estadístico no mostro diferencia significativa 
que demuestreque la presencia de éste biopolímero se relacione con un mejor 
crecimiento de las plántulas. Sin embargo resultados como los obtenidos por 
Bhaskara et al. (1999) han demostrado que la aplicación de quitosán tiene 
efectos positivos en el crecimiento de las plantas, tanto en la estimulación de la 
germinación de semillas como en el crecimiento de partes de la planta, estos 
estudios relacionados con nuestro trabajo determinan que probablemente el 
hongo antagonista T. harzianum y el quitosán contribuyeron en un mejor 
desarrollo de las especies evaluadas de manera aislada sin tener un efecto 
sinergístico. Esto discrepa con el hecho de que existan algunos productos como 
el BIOREND T, que mezcla la acción benéfica de Trichoderma spp. con el 
poder inmunoestimulante del quitosán, ya que se considera que el hongo se ve 
favorecido por la presencia del biopolímero, ayudando a su establecimiento y 
favoreciendo su multiplicación en el suelo. Otra posibilidad es que en presencia 
del quitosán, Trichoderma spp. no incrementa la secreción de compuestos 
como podían ser algunos promotores de crecimiento (auxinas, giberelinas y 
citoquininas) que estimulan la germinación y el desarrollo de las plantas 
(Cubillos- Hinojosa, 2009). 

En melón todos los tratamientos mostraron diferencias tanto en la altura 
como en los días a emergencia de las semillas en comparación con el testigo. 
Al igual que en sandia, los mejores tratamientos fueron los extractos de la cepa 
TCT, tanto en días a emergencia como en altura de la planta siendo de 2.25 
días y 15.06 cm respectivamente en los tratamientos TCT y TCTQ, en contraste 
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con el testigo que tuvo una media de 3.5 días a emergencia en semilla y 10.12 
cm de altura (Cuadro 17). El análisis de comparación de medias muestra que 
las diferencias entre los tratamientos se acentúan entre las diferentes cepas y 

no entre los tratamientos crecidos en presencia o ausencia de quitosán, el 
mismo fenómeno que fue observado en plántulas de sandia. 

Los resultados en calabaza fueron los menos satisfactorios en cuanto a 
la altura de la planta ya que no se registró una diferencia entre tratamientos ni 
entre éstos y el testigo, sin embargo, los días a emergencia de la semilla se 
redujeron hasta en un 40%, en este caso el testigo registró una media de 4.5 
días y el mejor tratamiento TC1 presentó una media de 2.5 días a diferencia de 
los resultados obtenidos en sandía y melón, donde los mejores tratamientos 
fueron TCT y TCTQ para ambas especies (Cuadro 17). La ausencia de un 
efecto en el crecimiento, quizás pueda ser atribuido al periodo de evaluación 
(30 días), el cual pudo ser poco para que el antagonista pudiera manifestar su 
capacidad de estimular el crecimiento en esta especie, otra posibilidad es que 
las cepas evaluadas no presentaron el mismo efecto como el observado en 
sandía y melón. 

En este trabajo no se evaluó la producción de promotores de crecimiento 
vegetal por parte de T. harzianum, sin embargo estudios previos realizados por 
Contreras et al. (2009) demuestran que T. harzianum puede producir 
compuestos de naturaleza auxínica como el ácido indol-3-acético (AIA), el indol-
3-acetaldehido (IAld) y el indol-3-etanol (!Et) en medio líquido bajo condiciones 
axénicas, los cuales son esenciales en el proceso de desarrollo de la planta 
(López-Bucio, 2008), por lo que los resultados positivos observados del efecto 
de T. harzianum sobre el crecimiento de las plántulas (altura y días a 
emergencia), posiblemente se debe al efecto de algunos promotores del 
crecimiento vegetal liberados por éste antagonista en el medio liquido donde 
creció, previo a la obtención de los extractos, es decir que T. harzianum no 
necesitó de la interacción con la semilla, planta o componentes del sustrato 
para tener un efecto positivo sobre su desarrollo, debido a que los extractos 
utilizados no contenían ningún tipo de estructura del hongo, sino únicamente los 
posibles metabolitos secundarios, enzimas o promotores de crecimiento que 
pudiera liberar. Al respecto Vera y Valencia, (2002) han reportado la capacidad 
de Trichoderma spp. de producir ácido indolacético, sustancia que favorece el 
alargamiento de las raíces permitiendo una mejor captura de nutrientes en el 
suelo por parte de la planta, lo que contribuye en una mejor nutrición vegetal y 
por consiguiente en un mejor desarrollo. Sin embargo, cabe mencionar que 
existe poca información acerca de la biosíntesis del AIA en hongos. 
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Cuadro 16. Días a emergencia y altura de la plántula de sandía después de 30 
días de la siembra y tratadas con diferentes extractos de T. 
harzianum. 

Tratamiento Número de días a Altura a,b,g (cm) 
emergencia a.b.f 

TC1 4.75 A 9.07 CD 

TC10 e 3.00 BC 8.52 D 

TC3 3.50 B 11.90 B 

TC30 4.00 AB 9.25 CD 

TCT 4.00 AB 11.30 BC 

TCTO 2.25 c 15.73 A 

TCF 4.00 AB 9.57 CD 

TCFQ 3.50 B 9.57 CD 

Testigo 4-75 A 6.87 E 

ª Promedio de 4 repeticiones; b DMS P - O.OS; e Q- 1 g quitosán /100 ml {agregado al CPD antes de la 
obtención de los extractos); 1 e considerado et mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos 
adecuado; g A considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta E el menos adecuado. Medias con la 
misma letra/s no son diferentes estadísticamente. 
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Cuadro 17. Días a emergencia y altura de la plántula de melón después de 30 
días de la siembra y tratadas con diferentes extractos de T. 
harzianum. 

Tratamiento Número de dias a Altura ª·6•9 (cm) 
emergencia a,b/ 

TC1 3.00 ABC 14.66 AB 

TC10 e 2.50 CD 14.47 AB 

TC3 2.75 BCD 14.60 AB 

TC3Q 3.25 AB 12.57 B 

TCT 2.25 D 15.06 A 

TCTQ 2.25 D 15.06 A 

TCF 2.75 BCD 15.02 A 

TCFQ 2.50 CD 15.02 A 

Testigo 3.50 A 10.12 c 
'" Promedio de 4 repeticiones; 6 DMS P = O.OS; e Q= 1 g qultosán /100 mL (agregado al CPD antes de la 
obtención de los extractos); ' O considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos 
adecuado; g A considerado el mejor tratamiento. descendiendo hasta C el menos adecuado. Medias con la 
misma letra/s no son diferentes estadisticamente. 
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Cuadro 18. Días a emergencia y altura de la plántula en calabaza después de 30 
días de la siembra y tratac!as con diferentes extractos de T. 
harzianum. 

Tratamiento Número de días a Altura ª·6·• (cm)* 
emergencia a,b,t 

TC1 3.75 ABC 14.57 A 

TC1Qc 2.25 D 14.17 A 

TC3 4 AB 13.97 A 

TC3Q 3.25 BC 14.92 A 

TCT 3.25 BC 15.7 A 

TCTQ 3 CD 14.65 A 

TCF 4 AB 15.02 A 

TCFQ 3 CD 14.27 A 

Testigo 4.50 A 13.1 A 

ª Promedio de 4 repeticiones; 6 DMS P - O.OS; e O- 1 g quitosán /100 ml (agregado al CPD antes de la 
obtención de los extractos); ' O considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos 
adecuado; g Medias con la misma letra no son diferentes estadísticamente. 

7.4 Evaluación de la sseveridad de la enfermedad causada por R. solani en 
papa con Ja inoculación de T. harzianum 

En todos los tratamientos donde se utilizaron las cepas de T. harzianum 
para el control de la enfermedad causada por R. solani se encontró un efecto 
positivo. La prueba de Tukey no mostro diferencias entre los tratamientos 
(Cuadro 19) pero si con el testigo, por lo que se realizó una prueba de 
separación de medias menos estricta con el fin de observar las diferencias entre 
tratamientos y se eligió la prueba DMS. Los mejores tratamientos fueron TC1 y 
TC3 antes de la inoculación de R. solani y TC 1 + TC3 + TCT + TCF después de 
la inoculación de R. solani que presentaron valores iguales de severidad de 

0.33 y eficacia Abbott de 90.09%. Los tratamientos menos efectivos fueron TCF 
y TC1 después de la inoculación de R. so/ani, que presentaron valores de 
severidad de 1 y 60.96% de eficacia Abbott, en comparación con el testigo, 
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cuyos valores fueron de 3.33 (severidad} y 16.75% de eficacia (Cuadro 19). Los 
valores de severidad son manifestados en base a una escala determinada 
donde el valor máximo de severidad es de 4. 

Estos resultados demuestran que el porcentaje de área dañada en tallo y 
raíz fue de un 10% con los mejores tratamientos y de un 83% en el testigo, lo 
que indica que las cepas influyeron sobre el frtopatógeno R. so/ani, reduciendo 
los niveles de infección y por consiguiente reduciendo la severidad de la 
enfermedad, lo que se puede atribuir al parasitismo, capacidad antibiótica, 
competencia o incluso a una resistencia sistémica inducida desencadenada por 
la presencia de Trichoderma spp. en la rizósfera de la planta. Lo anterior se 
determino en base a la coincidencia de nuestros resultados con los obtenidos 
por Beltrán y Garcés (2005), quienes observaron que aunque no lograron 
disminuir la incidencia de R. solani en el cultivo de papa, los aislamientos 
seleccionados con Trichoderma spp. permitieron reducir el daño en las plantas, 
observando incluso mayor vigor como son tallos normales con abundante follaje 
y mejor crecimiento radical. Al respecto, Cherif y Benhamou (1990) señalan que 
las especies de Trichoderma spp. posen gran posibilidad en el uso como 
hiperparásito competitivo, debido a la producción de metabolitos antifúngicos y 
enzimas hidrolíticas para el control de patógenos del suelo, principalmente 
Rhizoctonia spp., Fusarium spp. y Sclerotium spp. 

A pesar que el análisis de comparación de medias de Tukey no mostró 
diferencias significativas entre los tratamientos, la prueba de separación de 
medias DMS y la prueba de eficacia Abbott mostraron de manera general que el 
nivel de daño en raíz y tallo, fue menor cuando los tratamientos de T. harzianum 
se aplicaron antes de la inoculación del patógeno, lo que puede deberse a que 
éste, al hacer contacto más tempranamente con el patógeno, tuvo mayores 
oportunidades de competencia, además de que al estar más cerca de las 
raíces, T. harzianum logró colonizarlas y protegerlas contra infecciones más 
rápidamente, en este sentido, Postmaster et al. (1997) señala que la infección 
por patógenos en las plantas se reduce cuando se aplica primero al antagonista 
y después al patógeno, además, por su parte, Hadar et al. (1979) reportan que 
a mayor cantidad de T. harzianum adicionado al suelo se manifiesta una 
reducción de R. so/ani y la enfermedad en condiciones de invernadero. 

Haciendo una comparación entre las pruebas in vitro de inhibición del 

crecimiento micelial y las pruebas in vivo para la reducción de la enfermedad 
causada por R. solani, se encontró en ambos experimentos y en todos los 
tratamientos se presentaron diferencias significativas en comparación con el 
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testigo. En los ensayos in vivo, no se logró disminuir la incidencia de la 
enfermedad, sino únicamente la severidad, sin presentar un efecto sinergístíco 
de las cepas utilizadas. 

El hecho de quedos de las cepas evaluadas de T. harzianum hayan 
tenido un porcentaje de micoparasitismo del 1 00 % sobre los patógenos 
(Cuadro 7) en pruebas in vitro y que en el ensayo in vivo no se redujo la 
incidencia de la enfermedad causada por R. solani (Cuadro 19) en papa al 
inocular T. harzianum, es decir, que no hubo un parasitismo completo hacia el 
patógeno, puede ser debido a la influencia de las distintas condiciones 
ambientales y nutricionales presentes en los ensayos in vitro y en los ensayos 
in vivo, en los cuales se utiliza suelo como sustrato o se exponen a los hongos 
a condiciones naturales de crecimiento, en tales casos pueden variar algunos 
elementos como son el aire, la disponibilidad de nutrientes y minerales, el pH, la 
distribución del agua, la temperatura y la luz (Hoyos-Carvajal, 2008), además de 
que en las pruebas in vitro no se tiene en cuenta la interacción con la planta, la 
cual es determinante para el buen funcionamiento del antagonista como tal. 

Es posible que en este ensayo hayan influido varios de los mecanismos 
de acción del antagonista T. harzianum para reducir la enfermedad causada por 
R. solani, como los señalados por Howell (2003), entre los que se encuentran el 
micoparasitismo, la antibiosis, la competición por nutrientes y espacio, la 
desactivación de las enzimas de los patógenos, la tolerancia al estrés por parte 
de la planta, al ayudar al desarrollo del sistema radical, la solubilización y 
absorción de nutrientes orgánico y la resistencia inducida. De estos, los 
primeros cuatro mecanismos tienen acción hongo-fitopatógeno, mientras que 
los otros se encargan de elicitar o impulsar mecanismos de defensa fisiológicos 
y bioquimicos de la planta. 
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Cuadro 19. Resultados de la severidad de la enfermedad causada por R. solani 
con inoculación de T. harzianum. Los resultados fueron obtenidos 
en función del daño físico (porcentaje de supeñicie) observado en 
la raíz y tallo de Ja planta, considerando la siguiente escala: Planta 
sana= O, 1 a 25o/o de daño= 1, 26 a 50% de daño= 2, 51 a 75% de 
daño=3 y 75 a 100o/o daño o muerte de la planta=4. 

Tratamiento Severidad de enfermedadª (% de área 
dañada) 

Tukey • DMSº % Eficacia Abbott 

TC 1 + R.s '(d i) 1 B B 69.96 

TC 3 + R.s (di) 0.83 B B 75.07 

TCT + R.s (di) O .50 B BC 1 84.98 

TC F + R.s (d i) 1 B B 69.96 

TC 1+ TC3 +TCT+TCF+ R.s (di) 0.33 B BC 90.09 

TC 1 + R.s(a i) e 0.33 B BC 90.09 

TC 3 + R.s (a i) 0.33 B BC 90.09 

TC T + R.s (a i) 0.66 B BC 80.18 

TC F + R.s (a i) 0.83 B B 75.07 

TC 1 +TC3 +TCT+TCF + R.s (a i) 0.83 B B 75.07 

Testigo R. solani (R.s.) 3.33 A A 

ªPromedio de 6 repeticiones; 8 Tukey y DMS P = 0.05; e Rs = Rhizoctonia solani; a (d i) = T. harzianum 
después de inoculación de R. so/ani; e (a i) = T. harzianum antes de inoculación de R. solani; 

1 BC 
considerado el mejor tratamiento, descendiendo hasta A el menos adecuado, medias con la misma letra 
no son diferentes estadísticamente. 
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7 .5 Desarrollo de plantas de pepino después de la inoculación de T. 
harzianum, y la aplicación de composta y fertilización a diferentes 
porcentajes. 

En relación a los resultados en la medición de altura en plántulas de pepino en 
diferentes proporciones de sustrato composta/peatmost, mediante el análisis 
estadístico se demostró que los mejores tratamientos fueron los que tuvieron un 
menor porcentaje de composta que de peatmost, variando de 20 a 40% de 
composta, sin embargo estadísticamente no hay diferencias significativas entre 
los tratamientos 20/80, 60/40 y 40/60 ( composta/Peatmost) (Cuadro 20). 

Los tratamientos 40-T.h- 50, O-T.h-100 y 60 -T.h- 25, en su orden, 
presentaron diferencias estadísticamente significativas con respecto al control, 
presentando los mejores resultados en la longitud de las guías de pepino con 
un promedio de 70.75, 69.5 y 67.62 cm respectivamente, en contraste con el 
testigo que presento una longitud media de 48.75 cm (Cuadro 22). Ningún 
tratamiento presentó un efecto significativamente positivo sobre el grosor del 
tallo, ni sobre el número de flores mediante la prueba de separación de medias 
de Tukey. Mediante el análisis estadístico de la prueba menos estricta DMS los 
resultados presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, dos de 
ellos presentaron un mejor efecto, el 60-T.h-25 y el 40-T.h-50 con una media de 
20 y 21 flores respectivamente, comparados con el testigo que sólo presento 11 
flores (Cuadro 21 )- En cuanto a los dias a floración, los mejores tratamientos 
fueron el 60-T.h-25 y el 20-T.h-O en los cuales se registro la floración a los 8 y 9 
días respectivamente a partir del trasplante en comparación con el testigo que 
fue a los 15.5 días (Cuadro 21). A los tratamientos a los cuales se les inoculó T. 
harzianum, los días a floración variaron de 8 a 12 y mientras que en los 
tratamientos sin el antagonista fue de 1 O a 15.5. 

Todas los tratamientos causaron un efecto significativamente superior 
sobre el número de hojas con respecto al testigo, siendo 60-T.h-25 el 
tratamiento con mayor efecto, con una media de 27.5 hojas en comparación con 
el testigo que fue de 14 hojas (Cuadro 23). Los resultados son similares a los 
obtenidos por Donoso et aL 2008 quienes reportaron que se presenta un 
incremento en el área radicular, altura y biomasa total del Maracuyá después de 
la aplicación de T. harzianum y composta (Donoso et aL 2008), además se 
mencionan que la aplicación de T. harzianum en el trasplante, puede causar un 
incremento en el crecimiento de la planta, debido a la producción de factores 
que pueden estimular el crecimiento y aumentarla capacidad de las raíces para 
aprovecharlos nutrientes. Adicionalmente, el mejoramiento del desarrollo de la 
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planta y las raíces puede favorecer el control del desanrollo de hongos que 
pueden causar enfermedades (Benitez et al. 2004). 

El presente ensayo evidenció un mejor resultado cuando se utilizó la 
combinación de factores (T. harzianum, composta, fertilización), que de forma 
individual, presentándose una diferencia marcada entre los tratamientos a los 
cuales únicamente se les aplicó composta, que cuando se aplicó T. harzianum 
en conjunto con composta que presentó mejores resultados. Se sabe que la 
composta contiene nutrientes importantes, pero no de una forma disponible 
para su absorción, siendo el hongo el que mediante diferentes mecanismos 
permita su absorción, resultando e un mejor crecimiento para la planta. Esta 
hipótesis se respalda por la capacidad de Trichoderma spp. de liberar ácidos 
orgánicos que secuestran cationes y acidifican el microambiente alrededor de 
las raíces, como la presencia de un mecanismo de solubilización de fósforo, 
manganeso, hierro y zinc, realizado por plantas y hongos micorricicos. 

Se ha reportado que T. harzianum es capaz de producir sideróforos que 
quelatizan Fe, Fe3+ y Cu2+ (Alternare et al.1999), lo que genera un incremento 
en la altura y biomasa de las plantas, también existe la posibilidad de que la 
presencia de composta produce un incremento poblacional de T. harzianum, 
alcanzando una población que desencadena la estimulación en el crecimiento 
de plantas de pepino. Esto coincide con autores que han reportado que 
poblaciones de T. harzianum están asociadas a la abundancia de carbono 
orgánico, el cual está presente en compostas (Eastburn y Butler, 1988). Otros 
estudios indican que las poblaciones de T. harzianum y su tasa de crecimiento 
poblacional se incrementa en forma significativa por la presencia de composta 
en el sustrato (Donoso, et al. 2008). 
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Cuadro 20. Comparación del desarrollo de plántulas de pepino utilizando 
diferentes porcentajes de sustrato composta/peatmost. 

Tratamiento Altura de plántulas •(cm) 

Composta I Peatmost Tukey' DMS' 

100 /O 11.50 B e 

o/ 100 12.55 B BC 

80120 13.32 B B 

20 / 80 17.58 Ac A 

60 / 40 16.43 A A 

40/60 17.27 A A 

• Promedio de 15 repeticiones; 6 Tukey y DMS P= 0.5; e A considerado el mejor tratamiento, 
descendiendo hasta C el menos adecuado, medias con la misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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Cuadro 21. Efecto del sustrato con diferentes porcentajes de composta y 
fe"rtilización y la inoculación de T. harzianum sobre las variables 
evaluadas días a floración y número de flores. 

Tratamiento Días a floracióne Número de flores• 

(Composta- T. harzianum- Fertilización) (cm) 
Tukeyf.• DMsf.• Tukey '·• DMsf.• 

Ü a - X - O Testigo 15.5 A A 11 A E 
20 X - o 15 A AB 14.5 A BCDE 
40 X - o 13 AB ABC 15.5 A BCDE 

60 X - o 10.25 BC EF 18 A ABCD 

o X - 100 d 11.25 ABC CDE 15.25 A ABCDE 

o T.h e_ o 10 BC DEF 18.5 A ABC 
20 T.h- o 9 e EF 13.75 A CDE 
40 T.h- o 10 BC DEF 15.25 A BCDE 

60 T.h- o 10.25 ABC CDEF 17.25 A ABCD 

o T.h- 100 12.25 ABC BCD 18.25 A ABC 
20 X - 75 10.5 ABC CDEF 18 A ABCD 
40 X- 50 12.75 AB ABCD 12.75 A DE 
60 X- 25 11.5 ABC CDE 14 A CDE 
20 T.h- 75 10 BC DEF 18 A ABCD 
40 - T.h- 50 9.25 e EF 21.25 A A 

60 T.h- 25 8 e F 20.75 A A 
ª Composta (Ton/ha); X- sin esporas de T. harzianum; " Esporas de T. harzianum {20x1 O esporas/m~); 
Porcentaje de fertilización; e- Promedio de 4 repeticiones; ' Tukey y DMS P=0.5; g C (Tukey} y F (OMS) 
considerados los mejores tratamientos, descendiendo hasta A para los menos adecuados; h A considerado 
el mejor tratamiento. descendiendo hasta E para el menos adecuado, medias con la misma letra no son 
diferentes estadísticamente. 
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Cuadro 22. Efecto del sustrato con diferentes porcentajes de composta y 
fertilización y la inoculación de T. harzianum sobre la variable 
evaluada longitud de las guías. 

Longitud de las guias e 

Tratamiento 

(Composta- T.harzianum- Fertilización) Tukeyf.g DMS f.g 

Oª - X - O Testigo 48.75 D GH 

20 X - o 53 BCD EFGH 

40 X - o 49.87 D FGH 

60 X - o 52.75 CD FGH 

o X - 100 d 54.62 BCD EFG 

o T.h e - O 46.37 D H 

20 T.h- o 57.75 ABCD DEF 

40 T.h- o 58 ABCD CDEF 

60 T.h- o 66.12 ABC ABC 

o T.h- 100 69.5 AB A 

20 X - 75 56.25 ABCD EFG 

40 X- 50 61.12 ABCD BCDE 

60 X- 25 65.25 ABC ABCD 

20 T.h- 75 66.87 ABC AB 

40 T.h- 50 70.75 AB A 

60 T.h- 25 67.62 ABC AB 
ª Composta (Ton/ha); 6 X= sin esporas de T. harzianum; e Esporas de T. harzianum (20x106 esporas/m2

); d 

Porcentaje de fertilización; e Promedio de 4 repeticiones; ' Tukey y DMS P=0.5; 9 A considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta H para el menos adecuado, medias con la misma letra no son diferentes 
estadísticamente. 
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Cuadro 23. Efecto del sustrato con diferentes porcentajes de composta y 
fertil:zación y la inoculación de T. harzianum sobre las variables 
evaluadas número de hojas y diámetro del tallo de pepino. 

Tratamiento Número de hojas • Diámetro del tallo • 

(Composta- T. harzianum- Fertilización) (cm) 
Tukey f.g DMSt.g Tukey f.h DMS t,h 

O a - X - o Testigo 14 DE HI 0.8 A CD 
20 X - o 20.5 BCD FG 0.95 A ABC 
40 - X - o 21 ABC EFG 0,95 A ABC 

60 X - o 22 ABC DEF 1 A AB 

o - X 100 20.75 ABCD FG 0.9 A ABCD 

o T.h'- o 12,75 E 1 0.77 A D 
20 T.h- o 21.5 ABC DEFG 0.9 A ABCD 
40 T.h- o 23 ABC BCDEF 0,95 A ABC 

60 T.h- o 25 A ABCD 0,85 A BCD 

o T.h- 100 23 ABC BCDEF 0.85 A BCD 

20 - X - 75 17.75 CDE GH 0.95 A ABC 
40 X- 50 26 A ABC 0.97 A AB 
60 X- 25 26.5 A AB 0.9 A ABCD 
20 T.h- 75 22.25 ABC CDEF 1.02 A A 
40 T.h- 50 24.75 AB ABCDE 1.02 A A 
60 T.h- 25 27.5 A A 1 A AB 
ª Composta (Ton/ha); 6 X= sin esporas de T. harzianum; e Esporas de T. harzianum (20x106 esporaslm2); a 
Porcentaje de fertilización; e Promedio de 4 repeticiones; 1 T ukey y DMS P=0.5; 9 A considerado el mejor 
tratamiento, descendiendo hasta 1 para el menos adecuado; li A considerado el mejor tratamiento, 
descendiendo hasta O para el menos adecuado. medias con la misma letra no son diferentes 
estadisticamente. 
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8 CONCLUSIONES 

Todas las cepas evaluadas de T. harzianum presentaron una fuerte 
actividad micoparasítíca sobre R. solani y S. rolfsii. 

Los extractos de T. harzianum inhibieron el crecimiento micelíal de R. 
so/ani y S. ro/fsii. 

El extracto de T. harzianum crecido en medio líquido con quitosán 
incrementó el efecto inhibitorio del crecimiento radial del micelio de los 
patógenos. 

Trichoderma harzianum redujo la severidad de la enfermedad causada 
por R. so/ani en papa hasta en un 73%. 

La aplicación de T. harzianum previo a la inoculación de R. solani en 
papa mostró mejores resultados de control de la enfermedad en 
comparación con la inoculación de T. harzianum posterior al patógeno. 

Los extractos de T. harzianum redujeron los días a emergencia de las 
semillas e incrementaron la altura de las plántulas de melón y sandía_ 

En el desarrollo de plantas de pepino se tuvieron mejores resultados 
cuando se combinaron los factores, T. harzianum, fertilización y 
composta. 
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