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1. INTRODUCCIÓN 
 
La producción de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) en Uruguay se 

concentra en dos zonas principales, en el Sur, comprende los departamentos 
de San José y Canelones, con una superficie de 84 hectáreas, en el litoral 
Norte, principalmente el departamento de Salto, con 46 hectáreas. Los 
rendimientos son de 19,7 y 35 toneladas por hectáreas respectivamente 
(MGAP. DIEA, 2017).  

 
En los últimos años, una de las causas que afecta los rendimientos en 

la producción de frutilla en el litoral Norte del Uruguay, es la incidencia de 
enfermedades de raíz y corona. Según Machín (2017), los géneros 
Neopestalotiopsis sp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Cylindrocarpon spp., 
Macrophomina sp., Verticillium spp., Pythium spp. y Phytophthora spp. están 
asociados a la muerte de plantas de frutilla en el departamento de Salto. Estos 
organismos se aislaron como único género presente o formando distintos 
complejos. Además, señala que por primera vez en Uruguay, las especies 
Dactylonectria novozelandica y Dactylonectria macrodidyma están asociadas a 
la muerte de plantas de frutilla. 

 
El control de enfermedades producidas por patógenos habitantes de 

suelo se basa en el uso de fungicidad pero no se logra un control eficiente. 
Además, su uso irracional ha traído como consecuencias problemas de 
contaminación ambiental, presencia de residuos en los alimentos, poblaciones 
de patógenos resistentes, asi como también daño a la salud de productores y 
consumidores (Albert, 2005). 

 
En este contexto, aparece como opción viable el control biológico a 

través del uso de antagonistas. Diferentes cepas de hongos del género 
Trichoderma, han sido utilizadas como agentes de biocontrol para 
enfermedades de plantas causadas por patógenos de suelo y también de parte 
aérea, como Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotium rolfsii, Sclerotinia 
spp., Macrophomina phaseolina, Pythium spp., Phytophthora spp., Alternaria 
solani, Botrytis cinerea, entre otros.   
 

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar y seleccionar in 
vitro cepas de Trichoderma spp. con actividad antagonista sobre 
Neopestalotiopsis clavispora, Dactylonectria macrodidyma, Rhizoctonia sp. y 
Macrophomina phaseolina. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 CARACTERÍSTICAS DEL CULTIVO DE FRUTILLA EN URUGUAY 
 

El cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) en Uruguay se realiza 
en las zonas Sur y Litoral Norte. En la zafra 2014-2015 se plantaron 130 
hectáreas, 84 en el Sur y 46 en el litoral Norte. Los rendimientos fueron de 19,7 
y 35 toneladas por hectárea respectivamente (MGAP. DIEA, 2017). 

 
En la zona Sur se concentra la producción a campo, que abastece el 

mercado en primavera-verano. El sistema de producción esta basado en 
cultivares extranjeros de día corto y día neutro, con plantas tipo “frigo” 
importadas en su mayoría de España, Estados Unidos y Chile. El cultivar más 
plantado es San Andreas, aunque todavía se plantan en menor superficie 
Aroma y Camino Real, también hay pequeñas áreas de cultivares de origen 
nacional (Giménez et al., 2015). 
 

Los cultivares extranjeros se caracterizan por tener alta productividad, 
fruto atractivo en tamaño, color y forma. Sin embargo, carecen de un buen 
aroma y de sabor, por lo que no son preferidos por los consumidores. También 
son muy susceptibles a la mayoría de enfermedades de corona, hoja y frutos 
afectando negativamente el rendimiento del cultivo, ya que producen perdidas 
de plantas y frutos e implica un incremento de aplicaciones de fungicidas, con el 
correspondiente impacto en el ambiente y en la salud humana (Giménez et al., 
2015). 

 
Debido a esta problemática INIA liberó en el año 2015 el cultivar “INIA 

Mayte” (primer cultivar de frutilla de día neutro), el cual muestra altos niveles de 
resistencia de las enfermedades de raíz y corona, manchas foliares y 
problemas de frutos como antracnosis y oidio. Esto significa que el productor 
puede producir prácticamente sin la aplicación de fungicidas o restringirlas a un 
mínimo (Giménez y Vicente, 2017).  

 
En la zona Norte predomina los cultivares nacionales de día corto, del 

programa de mejoramiento genético del INIA (Instituto Nacional de 
Investigación Agropecuaria), como son INIA Yurí y INIA Guapa, se caracterizan 
por su aroma, sabor y productividad (INIA, 2016). Desde el año 2015 al 2017 se 
detectó una importante disminución del rendimiento, debido a una gran 
mortandad de plantas, producidas por hongos a nivel de raíz y corona (MGAP. 
DIGEGRA e IMM. CAMM 2015, 2017). 

 
Dada está problemática, en el año 2016 INIA liberó el cultivar “INIA 

Ágata”, el cual presenta un destacado comportamiento frente a la mayoría de 
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las enfermedades de raíz y corona (Gimenéz y Vicente, 2017). En la actualidad 
es la variedad líder, sustituyendo a INIA Yurí, INIA Guapa y Festival. Un gran 
número de productores han sustituido a las variedades sensibles y un 
porcentaje menor ha instrumentado mejoras en la obtención de material vegetal 
sano (Vicente et al. 2018, 2019). 
 
2.2 ENFERMEDADES DE RAÍZ Y CORONA 
 

Las enfermedades de raíz y corona en cultivos comerciales de frutilla 
están presentes en todo el mundo. Existen numerosos relatos que asocian 
diferentes patógenos a esta patología: Colletotrichum spp. (Rebellato y Monteiro 
1987, Paulus 1990, Freeman y Katan 1997, Santos y Romero 2002, Golzar et 
al. 2007); C. acutatum (Santos y Romero 1999, Embaby et al. 2010, 2012); C. 

gloeosporioides (Embaby et al. 2010, 2012); C. boninense (Bi et al., 2017a); C. 
truncatum (Bi et al., 2017b); Phytophthora cactorum (Rebellato y Monteiro 1987, 
Paulus 1990, Yang Sook et al. 1998, Golzar et al. 2007, Ghaderi 2012, Borrero 
et al. 2017); Fusarium spp. (Rebellato y Monteiro 1987, Hetman 2001, Durak 
2014); F. solani (Pastrana et al., 2014); F. oxysporum f. sp. fragariae (Hetman 
2001, Golzar et al. 2007); Pythium spp. (Rebellato y Monteiro 1987, Golzar et al. 
2007); P. helicoides (Ishiguro et al., 2014); Phoma spp. (Golzar et al., 2007); 
Verticillium albo-atrum (Rebellato y Monteiro, 1987); V. dahliae (Paulus 1990, 
Hetman 2001); Lasiodiplodia theobromae (Yildiz et al. 2014, Myeong Hyeon et 
al. 2016); Gnomonia fragariae (Morocko et al., 2006); Chaetomium globosum 
(Alam et al., 2017); Macrophomina spp. (Golzar et al., 2007);  M. phaseolina 
(Zveibil y Freeman 2005, Avilés et al. 2008,  Baino et al. 2011, Sharifi y Mahdavi 
2011, Sánchez et al. 2013, Hajlaoui et al. 2015); Neopestalotiopsis clavispora 
(Pestalotiopsis) (Dung et al. 2016, Chamorro et al. 2016b, Hemelrijck et al. 
2017, Obregón et al. 2018, Machín et al. 2019); Rhizoctonia spp. (Golzar et al., 
2007); R. solani (Tanaka et al. 1995, Hetman 2001); R. fragariae (Rebellato y 
Monteiro 1987, Aziz y Marzani 2017); Cylindrocarpon spp. (Hetman 2001, 
Adhikari et al. 2013). 
 
2.2.1 Patógenos en estudio 
 
2.2.1.1 Neopestalotiopsis clavispora 

 
En los últimos años N. clavispora (G.F. Atk.) Maharachch., K.D. Hyde & 

Crous se reportó como patógeno produciendo la mortandad en cultivos 
comerciales de frutilla (Dung et al. 2016, Chamorro et al. 2016b, Hemelrijck et 
al. 2017, Obregón et al. 2018, Machín et al. 2019). El género Neopestalotiopsis 
pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden 
Xylariales y familia Sporocadaceae (NCBI, s.f.). 
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En medio papa dextrosa agar (PDA), las colonias N. clavispora son de 
color blanco, aspecto algodonoso, con círculos concéntricos y bordes 
ondulados, presenta acérvulos negros luego de diez días de crecimiento. Los 
acérvulos, se ubica principalmente en la zona central de la colonia. Los conidios 
son fusiformes rectos o ligeramente curvos (elipsoides), con cuatro septas 
(cinco células), las apicales y basales son hialinas y las tres células del medio 
son de color marrón. Los conidios presentan uno a dos apéndices basales (dos 
es menos común) y de dos a cinco apéndices apicales (mayoritariamente tres) 
(Dung et al. 2016, Chamorro et al. 2016b). 

 
Recientemente se relató la presencia de este patógeno en cultivos de 

frutilla. Además, se lo identificó causando muerte de ramas en cultivos de 
arandanos (Vaccinium corymbosum, Borrero et al. 2008, Espinoza et al. 2008, 
González et al. 2012, Chen et al. 2016). 

 
Según Dung et al. (2016), los síntomas que se observan comienzan con 

un secado en el borde de las hojas nuevas, que se extiende hasta la mitad del 
área de las mismas. Luego estos síntomas se visualizan en hojas viejas y si las 
condiciones ambientales favorecen el desarrollo de la enfermedad, la planta se 
marchita y muere. Las plantas severamente infectadas tienen hojas y flores 
completamente secas y raíces negras. Estos síntomas se asocian a 
decoloración o áreas marrones necróticas en la corona y la raíz, lo que resulta 
en la muerte de la planta (Chamorro et al. 2016b, Obregón et al. 2018, Machín 
et al. 2019). 

 
Las condiciones predisponentes para el desarrollo de la enfermedad 

causada por N. clavispora son las bajas temperaturas y alta humedad relativa, 
acompañado de precipitaciones (Dung et al., 2016). 
 
2.2.1.2 Cylindrocarpon spp.  
 

Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten se identificó como 
patógeno en plantas de frutilla en distintas regiones del mundo (Laugale et al. 
2004, Manici et al. 2005, Fang et al. 2011b). El género Cylindrocarpon 
pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden 
Hypocreales y familia Nectriaceae (NCBI, s.f.). 

 
En medio PDA las colonias de Cylindrocarpon sp. presentan un 

crecimiento relativamente lento y gradualmente pasa de un color amarillo a 
pardo. Luego de siete días de crecimiento, se forman abundantes conidios, 
hialinos, en su mayoría rectos con ambos extremos redondeados, 
predominantemente con tres septas (Adhikari et al., 2013). 
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Las especies de Cylindrocarpon son habitantes comunes en el suelo, 
son importantes patógenos afectando a plantas herbaceas y leñosas, causando 
decaimiento y muerte de plantas principalmente jóvenes (Brayford 1993, 
Halleen et al. 2004, Lombard et al. 2014). 

 
Los teleomorfos de Cylindrocarpon pertenecen a los géneros 

Campylocarpon, Cylindrocladiella, Dactylonectria, Ilyonectria, Neonectria y 
Thelonectria, los que han sido asociados con la enfermedad del pie negro en 
plantas de vid (Vitis spp., Agustí-Brisach y Armengol 2013, Lombard et al. 2014, 
Carlucci et al. 2017).  

 
Recientemente, se relató la presencia de pudrición negra de raíces en 

cultivos de frutilla y frambuesas, al norte de Alemania causada por 
Dactylonectria torresensis (Weber y Entrop, 2017). En Uruguay se determinó 
por primera vez que Dactylonectria novozelandica y Dactylonectria 
macrodidyma están asociadas a la muerte de plantas de frutilla (Machín, 2017). 

 
Los síntomas producidos por Cylindrocarpon sp. en plantas de frutilla 

son un amarillamiento, marchitez de las hojas y una extensa necrosis en las 
raíces, afectando además a la corona (Adhikari et al., 2013). 
 

Los géneros (Campylocarpon, Cylindrocladiella, Dactylonectria, 
Ilyonectria, Neonectria y Thelonectria) producen fácilmente conidios y algunas 
especies también clamidosporas, los conidios se dispersan en el agua del suelo 
y las clamidosporas puede permitir que estos hongos sobrevivan en el suelo por 
largos periodo de tiempo (Petit et al., 2011).  

 
La infección en plantas de vides se produce a través de heridas y 

aberturas naturales (Halleen et al., 2006). El sistema de reproducción de 
plantas de vid, mediante reproducción vegetativa, juega un papel importante en 
la dispersión de la enfermedad, pues Cylindrocarpon spp. puede diseminarse 
por este material (Rego et al., 2000). Las cantidades de plantas afectadas por 
este patógeno aumentan sustancialmente cuando la plantación se desarrolla en 
suelos pesados y/o pobremente drenados (Gubler et al., 2004).  
 
2.2.1.3 Rhizoctonia spp. 
 

Rhizoctonia spp. afecta en todo el mundo a distintos cultivos (anuales y 
perennes, Agrios, 2007). El género Rhizoctonia pertenece al reino Fungi, filo 
Basidiomycota, clase Agaricomycetes, orden Cantharellales y familia 
Ceratobasidiaceae (NCBI, s.f.). 
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Las especies del género Rhizoctonia y particularmente R. solani J.G. 
Kühn (Teleomorfo: Thanatephorus) presenta un micelio estéril que es incoloro 
cuando pasa por su etapa juvenil pero que se torna amarillo o de color café 
claro a medida que madura. El micelio presenta células largas y produce 
ramificaciones que crecen casi en ángulo recto con respecto a la hifa principal, 
se estrechan ligeramente a nivel de la bifurcación y poseen una septa cerca de 
ella. Las ramificaciones en ángulo recto son características para identificar este 
tipo de hongo (Agrios, 2007). Generalmente se desarrollan esclerotos en la 
superficie de la colonia (Maas, 1998). 

 
En medio PDA las colonias de Rhizoctonia spp. a 25 ºC son de color 

blanco a marrón claro produciendo un micelio aéreo de rápido crecimiento 
(Zhong et al., 2016).  
 

Rhizoctonia fragariae S.S. Husain & W.E. McKeen (Teleomorfo: 
Ceratobasidium) está implicado en el tizón de antena y pistilo, en la pudrición de 
fruta, pero es más importante como patógeno causando podredumbre de 
raíces. En colonias de R. fragariae se caracteriza por la falta de esclerotos y la 
presencia de numerosas cadenas de esporas moniliformes. Las células 
miceliales de R. fragariae son binucleadas, mientras que en R. solani son 
multinucleadas (Maas, 1998). 

 
La pudrición de raices en cultivos de frutilla, es causada por R. 

fragariae, la infección de este patógeno produce la podredumbre de raíces 
estructurales y absorbentes. Generalmente la infección se limita a la corteza y 
ocurre por penetración directa por las hifas (Maas, 1998). 

 
Los síntomas producidos por Rhizoctonia spp. consisten en una 

podredumbre de color marrón oscura en la corona, que puede aparecer en 
cualquier parte de ella, la lesión se observa de manera entrante a la corona 
afectando además el sistema vascular en ese sitio. Las raíces también pueden 
ser afectadas, causando la enfermedad de podredumbre negra de las mismas 
(Giménez et al., 2003). 

 
Las condiciones que predisponen al desarrollo de este patógeno son 

excesos de agua, así como los órganos de propagación infectados o 
contaminados. La temperatura óptima de infección se encuentra cerca de 15 a 
18 ºC, pero pueden mostrar mayor actividad a temperaturas más altas, a más 
de 35 ºC (Agrios, 2007). 
 

Esta enfermedad aparece asociada a suelos pesados, con escasa 
estructura e insuficiente drenaje. El momento de aparición es variable, pero se a 
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determinado que el problema se observa a fines de invierno y en primavera 
(Giménez et al., 2003). 
 
2.2.1.4 Macrophomina phaseolina 
 

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. es un hongo habitante natural 
de suelo, agente causal de la pudrición carbonosa. La presencia de este 
patógeno se relató en varias parte del mundo afectando cultivos comerciales de 
frutilla (Mertely et al. 2005, Zveibil y Freeman 2005, Avilés et al. 2008, Koike 
2008, Baino et al. 2011, Sharifi y Mahdavi 2011, Sánchez et al. 2013). El género 
Macrophomina pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase 
Dothideomycetes, orden Botryosphaeriales y familia Botryosphaeriaceae (NCBI, 
s.f.). 

 
En medio PDA las colonias de M. phaseolina producen micelio aéreo de 

color gris oscuro, luego de 7 días de crecimiento a 24 ºC. Los cultivos puros 
mostraron micelio aéreo y abundantes esclerotos de forma esférica a irregular, 
los mismos presentan un tamaño de 62 a 217 μm de largo por 35 a 110 μm de 
ancho (107 x 71 μm promedio) (Avilés et al. 2008, Sánchez et al. 2013). 

 
Este patógeno afecta a varios cultivos en el mundo, como girasol 

(Helianthus annus L.), soja (Glycine max L.) Merrill), maíz (Zea mays L.), 
algodón (Gossypium hirsutum L.) y más de 1300 hospederos incluyendo 
árboles, plantas ornamentales, hortalizas, pasturas, frutales, entre otros (Gómez 
et al., 2012).  

 
Los síntomas consisten en necrosis del tejido vascular y cortical de las 

coronas de plantas de frutilla; el área afectada presenta color marrón-rojo a 
marrón oscuro (Hajlaoui et al., 2015). También presenta marchitez de las hojas 
viejas y posteriormente mueren, las hojas jóvenes se mantienen vivas, lo que 
causa un retraso en el crecimiento. Por lo general, estos síntomas aparecen 
después que las plantas se han instalado en el campo, al comienzo de la 
cosecha o cuando estén sometidas a un estrés, resultando en un colapso y 
muerte de la planta (Sánchez et al., 2016).  

 
Macrophomina phaseolina sobrevive como esclerotos en los restos de 

plantas o en el suelo por más de tres años, constituyendo el inóculo inicial de la 
enfermedad (Short y Wyllie, 1978).   

 
La pudrición carbonosa se ve favorecida cuando las plantas se 

desarrollan en condiciones de estrés hídrico y alta temperatura (Dhingra y 
Sinclair 1978, Sandhu et al. 1999, Fang et al. 2011a). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=45131&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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2.2.2 Manejo de enfermedades de raíz y corona en frutilla 
 

En los cultivos comerciales de frutilla, el control de las enfermedades 
producidas por patógenos de suelos se basa en el uso de desinfectantes antes 
de implantar el cultivo (cloropicrina con 1,3 dicloropropeno, metan sodio y 
metan potasio), con el fin de disminuir el inóculo inicial (Sánchez et al., 2016).  
 

El control de las enfermedades de plantas se debe implementar en un 
sistema de manejo integrado (Mondino et al., 2014). Estos sistemas utilizan el 
conocimiento generado sobre la biología de los patógenos, sobre la 
epidemiología y sobre las relaciones planta-patógeno-ambiente, para el diseño 
de estrategias racionales de control. Para llevar a cabo esto se deben priorizar 
medidas preventivas y se recurre al uso de variedades resistentes, métodos 
culturales y métodos biológicos, de forma de minimizar el uso de fungicidas 
(Mondino et al. 2014, Chamorro et al. 2015a, 2015b, 2016a, Sánchez et al. 
2016). 

 
Dentro de las medidas culturales, es importante tener un buen manejo 

del suelo, preparar con anticipación los cuadros de plantación, con canteros 
altos, y una correcta sistematización, para obtener buen drenaje, evitando el 
exceso de agua. Además, realizar aporte de materia orgánica, utilizar abonos 
verdes, mulch orgánico o nylon. Todas estas medidas permiten modificar el 
ambiente, para minimizar las condiciones para que ocurran estas 
enfermedades, y por lo tanto ayudan a disminuir su incidencia. Además se 
deben utilizar plantas libres de los patógenos evitando su ingreso al área del 
cultivo que contribuirán a no tener o disminuir la presencia de las enfermedades 
(Giménez et al., 2003). 

 
Al fin del ciclo de cultivo se recomienda eliminar las plantas y frutos 

afectados, solarizar los cuadros del cultivo, ya sea solo o combinado con 
biofumigación, y rotar con cultivos no susceptibles. La implementación de estas 
medidas permitirá bajar la población de los hongos de suelos, interferir en los 
ciclos de los patógenos y como consecuencia obtener menores niveles de 
enfermedad (Giménez et al., 2003).  
 

El control biológico se plantea como una herramienta viable, para el 
manejo de enfermedades de las plantas producidas por patógenos de suelo a 
través del uso de microorganismos benéficos (Mondino et al., 2014).  

 
En la naturaleza existe control biológico, el cual consiste en una 

interacción continua entre patógenos y sus antagonistas de forma tal que estos 
últimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoría de los casos 
(Mondino y Vero, 2006). 
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Baker y Cook (1974), definen al control biológico como la reducción de 
la densidad de inóculo o de la actividad de un patógeno, mediante uno o más 
organismos, lograda de manera natural o a través de la manipulación del 
ambiente, del hospedero o del antagonista.   

 
Según Mondino y Vero (2006), el control biológico es la introducción 

artificial de microorganismos antagonistas en el patosistema, para controlar al 
patógeno y favorecer a la planta, reduciendo el inóculo del patógeno y/o la 
intensidad de los síntomas posteriores a las infecciones. Los agentes 
antagonistas o biocontroladores utilizados para impedir el desarrollo de 
enfermedades son microorganismos, entre los que se encuentran bacterias, 
hongos filamentosos, levaduras y virus.  

 
Entre los hongos antagonistas, Trichoderma spp. es ampliamente 

usado como agente de biocontrol para enfermedades de patógenos de suelo y 
también de parte aérea, ya sea actuando, indirectamente compitiendo por 
nutrientes y espacio, antibiosis, promoviendo el crecimiento y los mecanismos 
de defensa de las plantas, o directamente por mecanismos como el 
micoparasitismo (Benítez et al., 2004).  

 
Estos mecanismos indirectos y directos pueden actuar 

coordinadamente y su importancia en el proceso de control biológico depende 
de la cepa de Trichoderma, el hongo antagonizado, la planta del cultivo y las 
condiciones ambientales, incluida la disponibilidad de nutrientes, el pH, la 
temperatura y la concentración de hierro (Benítez et al., 2004). 
 
2.3 USO DE Trichoderma spp. EN EL MANEJO DE ENFERMEDADES DE                               
      PLANTAS 
 

Las especies de Trichoderma se encuentran como habitante natural de 
suelo y raíces, con una amplia distribución en el mundo. Según Martínez et al. 
(2013), las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas por 
todas las latitudes, y se presentan naturalmente en diferentes ambientes, 
especialmente en aquellos que contienen materia orgánica o desechos 
vegetales en descomposición. El potencial de las especies del género 
Trichoderma como agente de biocontrol fue relatado en la década de 1930 
(Weindling 1932, 1934).  

 
Trichoderma spp. presenta actividad antagonista sobre diversos 

patógenos de plantas como Botrytis cinerea (Elad y Kapat 1999, Calvo 2012); 
Rhizopus (Howell, 2002); Pythium spp. (Howell, 2002); R. solani (Stefanova et 
al. 1999, Howell 2000, Reyes et al. 2008, Guédez et al. 2012); Sclerotium 
cepivorum (Metcalf y Wilson, 2001); S. rolfsii (Guédez et al. 2012, González 
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2019); F. oxysporum (Guédez et al., 2012); F. nygamai (Corallo, 2012); M. 
phaseolina (Gajera et al. 2012, Khaledi y Taheri 2016); Phytophthora capsici 
(Ezziyyani et al., 2004b); P. cactorum (Villegas y Castaño, 1999); P. nicotianae 
(Stefanova et al., 1999); Alternaria solani (Martínez y Solano, citados por Reyes 
et al., 2008); Sclerotinia sclerotiorum (Silveira et al. 2001, 2003); Gibberella 
zeae (Cabrera 2009, Perez y Villar 2011); Bipolaris sorokiniana y Pyrenophora 
tritici-repentis (De Lucca, 2015). Además, son ampliamente utilizadas para el 
control de enfermedades de plantas producidas por hongos, debido a su 
ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rápido 
en un gran número de sustrato y a que no atacan plantas superiores (Papavizas 
et al., citados por Ezziyyani et al., 2004b). 
 
2.3.1 Clasificación taxonómica  
 

Las especies de Trichoderma se clasifican dentro de los hongos 
Ascomycetes en el género Hypocrea. El género Trichoderma pertenece al reino 
Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia 
Hypocreaceae (NCBI, s.f.). 

 
El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794 (Martínez et 

al., 2013). Según Rifai (1969), en la revisión taxonómica del género 
Trichoderma incluyó nueves especies, T. harzianum ha sido la más efectiva en 
el control biológico de diversos patógenos del suelo, seguida por las especies T. 
hamatum y T. Viride (Cook y Baker, citados por Elías et al., 1993). Estas 
especies se identificaron teniendo en cuenta diferencias morfológicas y 
fisiológicas, como tipo de ramificación del conidióforo, forma del conidio, 
crecimiento y coloración de la colonia, entre otras (Rifai, 1969).    

 
En la actualidad con la utilización de las herramientas moleculares para 

la identificación y clasificación de las especies, se han podido diferenciar 250 
especies del género Trichoderma (Samuels y Hebbar, 2015). En este sentido se 
utiliza la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) 
específica de las regiones ITS1 e ITS2 y del factor de elongación, así como la 
secuenciación de estas para su comparación con las secuencias depositadas 
en GenBank, TrichoBlast y en otras bases de datos, lo que facilita la 
identificación de los aislamientos (Martínez et al., 2013). 

 
Las colonias de Trichoderma tienen rápido crecimiento y las esporas 

(conidios) presentan color verde característico del género. El reverso de las 
colonias es incoloro, amarillento, verde-amarillento, y muchas especies 
producen clamidosporas, esporas de resistencia, que se forman por 
engrosamiento de la pared de las células del micelio (Howell, 2003). Presentan 
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conidióforos hialinos ramificados, fiálides simples o en grupos (Martínez et al., 
2013). 
 
2.3.2 Mecanismo de biocontrol de Trichoderma spp. 
 

Las cepas de Trichoderma actúan contra los patógenos mediante 
distintos mecanismos de acción tales como competencia por nutriente y 
espacio, antibiosis por medio de enzimas o la producción de metabolitos 
secundarios, micoparasitismo, desactivación de enzimas del patógeno, 
inducción de los sistemas de defensa de las plantas, promoción del crecimiento 
vegetal, entre otros (Chang et al. 1986, Widham et al. 1986, Chet 1987, Baker 
1988, Chet y Inbar 1994, Belanger et al. 1995, Yedidia et al. 1999, Sid Ahmed et 
al. 2000, Ezziyyani et al. 2003, 2004b, Howell 2003, Harman et al. 2004, Infante 
et al. 2009).   

 
La competencia se define como el comportamiento desigual de dos o 

más organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilización 
de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible 
para los demás (Infante et al., 2009). La presencia de Trichoderma de forma 
natural en diferentes suelos, se considera una evidencia de la plasticidad 
ecológica de este hongo y de su habilidad como excelente competidor por 
espacio y recursos nutricionales, aunque la competencia depende de la especie 
(Infante et al., 2009). La causa de muerte más común de los microorganismos 
es la inanición, la competencia por nutrientes limitantes resulta en un control 
biológico de hongos fitopatógenos, antagonistas y micoparásitos (Chet et al., 
1997). Trichoderma tiene una mayor capacidad de movilizar y utilizar nutrientes 
del suelo en comparación con otros organismos. Esto se debe a su capacidad 
de obtener moléculas de ATP a partir de diferentes azúcares abundantes en la 
rizósfera como celulosa, quitina y glucanos (Chet et al., 1997).   

 
La antibiosis refiere a la producción de sustancias por parte de un 

organismo, las cuales son toxicas para otros microorganismos. La antibiosis 
ocurre durante la interacción de los componentes difusibles de bajo peso 
molecular o antibióticos producidos por las cepas de Trichoderma que inhiben el 
crecimiento de otros microorganismos. Además, las cepas de Trichoderma 
producen metabolitos tóxicos volátiles y no volátiles que impiden la colonización 
de patógenos (Howell et al., citados por Tovar, 2008).  

 
El micoparasitismo es el ataque directo de un hongo a otro es un 

proceso muy complejo que involucra eventos secuenciales, incluye el 
reconocimiento, ataque y penetración subsecuente y muerte al huésped. 
Trichoderma spp. puede ejercer control directo parasitando un rango de 
hongos, detectando otros hongos y creciendo hacia ellos (Bénitez et al., 2004). 
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Durante el proceso de micoparasitismo las especies de Trichoderma crecen 
quimiotrópicamente hacia el hospedante, luego se adhieren a las hifas de este 
enrollándose en ellas muchas veces, y en ocasiones la penetran. En estados 
más tardíos del proceso parasítico se observa la degradación de las paredes 
celulares del hospedante (Infante et al., 2009). Diferentes interacciones hifales 
están involucradas en el micoparasitismo, tales como: enrollamiento, 
penetración, vacuolización, granulación, coagulación, desintegración y lisis 
(Chet et al., 1981). 

 
La desactivación de enzimas del patógeno es otro mecanismo de 

biocontrol, que presentan algunas cepas del género Trichoderma. Según 
Harman (2000), T. harzianum (T-39) secreta una proteasa que degrada las 
enzimas que utiliza B. cinerea para atacar la pared celular de las plantas, 
mientras que T. viride produce α-glucosidasa para degradar una fitotoxina de R. 
solani (Howell, 2003).    

 
La inducción de mecanismos de resistencia a enfermedades se activa 

mediante sistemas de reconocimientos específicos por los cuales la planta 
reconoce el ataque de un patógeno (Hutcheson, citado por Madriz, 2002). Se 
puede inducir resistencia localizada o sistémica a las enfermedades mediante la 
liberación de metabolitos, los cuales promueven la producción de etileno o de 
fitoalexinas terpenoides por la planta, ambos involucrados en la resistencia de 
la planta frente a patógenos (Howell, 2000). Se identificaron diferentes tipos de 
compuestos producidos por cepas de Trichoderma spp. que son responsables 
de inducir resistencia en las plantas, entre ellos se encuentran: proteínas con 
función enzimática, homólogos de proteínas, oligosacáridos y otros compuestos 
de bajo peso molecular, los cuales son liberados desde el hongo o pared celular 
de la planta por la actividad de enzimas de Trichoderma spp (Baker et al., 
1997).  

 
Otra característica del género Trichoderma es la de promover el 

crecimiento vegetal, produciendo metabolitos que estimulan los procesos de 
desarrollo vegetal (Sutton y Peng, 1993). Trichoderma spp. tiene la capacidad 
de multiplicarse en el suelo y colonizar las raices de las plantas liberando 
factores de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan la 
germinación y el desarrollo de las plantas (Altomare et al., 1999). Se reportó la 
producción de ácido 3-indol acético (AIA), sustancia que actuá como hormona 
vegetal favoreciendo el desarrollo del sistema radical, entre otros beneficios 
(Valencia et al., 2005). 
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2.3.3 Métodos de selección de cepas de Trichoderma spp. 
 

La selección de cepas de Trichoderma spp. se puede realizar en el 
laboratorio mediante métodos “in vitro” y con plantas en ambientes controlados 
o en el campo en condiciones productivas como método “in vivo” (Mondino y 
Vero, 2006). 
 

Una herramienta útil y confiable para conocer el potencial como agente 
de biocontrol de cepas de Trichoderma son los ensayos in vitro para determinar 
antagonismo (Larralde et al., 2008), los cuales se utilizan principalmente como 
herramienta predictiva para determinar la capacidad de inhibición del 
crecimiento, antes de efectuar estudios que requieren más tiempo y costo 
económico (Lo et al. 1998, Mondino y Vero 2006). 

 
Uno de los ensayos más utilizados para la evaluación de antagonismo 

in vitro es la técnica de cultivo dual, el cual consiste en colocar en un extremo 
de la placa de Petri (con medio de cultivo) un disco de micelio del antagonista y 
en el otro extremo un disco igual al anterior, pero en este caso con el agente 
fitopatógeno (Dennis y Webster 1971, Mondino y Vero 2006). Esta técnica 
permite detectar la inhibición del crecimiento de los patógenos por producción 
de antibióticos, la destrucción de hifas del patógeno por efectos de enzimas 
producidas por el antagonista, parasitismo directo del patógeno por parte del 
antagonista y competencia por espacio y nutrientes (Mondino y Vero, 2006). 

 
Está técnica también permite cuantificar la inhibición midiendo los 

radios de crecimiento de los patógenos en presencia y ausencia del 
antagonista. Se debe realizar el ensayo con un número de repeticiones 
suficiente como para sacar conclusiones estadísticamente significativas 
(Mondino y Vero, 2006). 

 
Una desventaja de los métodos de selección in vitro es que no todos los 

mecanismos de acción antagónica pueden ser detectados de esta manera. De 
ese modo se pueden estar perdiendo muy buenos antagonistas. Solamente 
permite detectar antagonistas que actúan mediante ciertos mecanismos de 
acción como la antibiosis o parasitismo directo, dejando de lado aquellos otros 
que actúan por otros mecanismos como la competencia con el patógeno en los 
sitios de acción o la inducción de resistencia de la planta (Mondino y Vero, 
2006). 

 
Otra desventaja de las técnicas de selección in vitro es la baja 

correlación entre los resultados obtenidos en el laboratorio con los resultados 
de campo. Un agente de control biológico puede producir amplios halos de 
inhibición, antagonizar en forma efectiva al patógeno cuando se lo enfrenta en 
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una placa, y luego no evitar el desarrollo de la enfermedad cuando es aplicado 
sobre la planta. Es en el campo, cuando se aplica un microorganismo sobre las 
hojas de las plantas o en el suelo, éste puede ver disminuida su capacidad 
antagónica por efecto de factores ambientales como la luz UV, baja humedad 
relativa, temperatura, competencia con otros microorganismos, entre otros 
(Hjeljord y Tronsmo 1998, Howell 2003, Mondino y Vero 2006).   

 
En este tipo de ensayo han sido evaluados varios patógenos de plantas 

enfrentados a Trichoderma, los cuales fueron A. solani (Martínez y Solano, 
citados por Reyes et al., 2008); B. cinerea (Guigón López et al. 2010, Calvo 
2012); D. macrodidyma (Dos Santos et al., 2016); Fusarium spp. (Guigón López 
et al. 2010, Guédez et al. 2012, Pastrana et al. 2016, Sánchez García et al. 
2017); M. phaseolina (Guigón López et al. 2010, Gajera et al. 2012, Khaledi y 
Taheri 2016, Pastrana et al. 2016); N. clavispora (Amrutha y Vijayaraghavan, 
2018); Phytophthora spp. (Stefanova et al. 1999, Villegas y Castaño 1999, 
Ezziyyani et al. 2004b); Pythium spp. (Howell, 2002); Rhizoctonia sp. (Reyes et 
al., 2008); R. solani (Stefanova et al. 1999, Guigón López et al. 2010, Guédez et 
al. 2012); Sclerotinia sclerotiorum (Silveira et al. 2001, 2003); S. rolfsii (Guédez 
et al. 2012, González 2019) entre otros. 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 15 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Este trabajo se realizó en los años 2017-2018, en el Laboratorio de 
Fitopatología de la Facultad de Agronomía, Universidad de la República 
(Montevideo, Uruguay). 
  
3.1 COLECCIÓN DE AISLADOS DE Trichoderma spp. 
 

Para este estudio se utilizaron 17 aislados de Trichoderma spp. los 
cuales pertenecen a la colección del Grupo Disciplinario de Fitopatología, los 
mismos son: Tr35 (1), P26 (2), Tr251 (3), TRC (4), P28 (5), T46 (6), OL2 (7), 
LL1 (8), VD1 (9), BEN (10), TRT (11), TRZ (12), DL2 (13), TGC (14), TRG (15) 
TA89 (16), FB3 (17).   
 
3.2 COLECCIÓN DE ORGANISMOS ASOCIADOS A LA MUERTE DE 

PLANTAS DE FRUTILLA 
 

El Laboratorio de Fitopatología de Facultad de Agronomía, cuenta con 
una colección de los organismos asociados a la muerte de plantas de frutilla en 
Salto, de los cuales se utilizaron cuatro para este trabajo, estos son: D. 
macrodidyma, M. phaseolina, N. clavispora y Rhizoctonia sp.   
  
3.3 EVALUACIÓN in vitro DE LA CAPACIDAD ANTAGÓNICA DE AISLADOS        

DE Trichoderma spp. 
 

La evaluación de la capacidad antagónica in vitro se efectuó mediante 
el método cultivo dual (Dennis y Webster, 1971). Se probaron 17 aislados de 
Trichoderma spp. frente a cuatro patógenos.  

 
Inicialmente se incubaron los aislados de Trichoderma spp. y de los 

cuatro patógeno en placas de Petri de 90 mm de diámetro con PDA a 25 ºC. El 
tiempo de incubación fue de tres días para el antagonista, cuatro días para los 
aislados Rhizoctonia sp. y M. phaseolina y siete y 10 para N. clavispora y D. 
macrodidyma respectivamente. 

 
El cultivo dual se realizó en placas de Petri con 20 ml de PDA. Se 

colocó en un extremo de la placa de Petri un disco de agar de cinco mm con 
micelio del patógeno (D. macrodydima, M. phaseolina, N. clavispora o 
Rhizoctonia sp.) y en el extremo opuesto otro disco de agar de cinco mm con 
micelio del antagonista (17 aislados de Trichoderma spp.) a una distancia de  
50 mm entre ellos.  
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Como testigos se colocaron en placas de Petri los hongos patógenos en 
un extremo sin la presencia de Trichoderma spp. Posteriormente las placas se 
incubaron a 25 ºC y se realizaron mediciones cada 24 horas de crecimiento 
radial de los hongos. El ensayo se dio por finalizado cuando los testigos 
cubrieron toda la placa. 

 
En este ensayo se realizó un diseño completamente al azar (DCA), con 

72 tratamientos (68 aislados de Trichoderma spp. con los cuatro patógenos y 
cuatro al crecimiento de cada patógeno), con tres repeticiones por tratamiento. 
La unidad experimental consistió en la placa de Petri. 

 
La capacidad antagónica de Trichoderma spp. se evaluó comparando el 

crecimiento radial de la colonia del patógeno en ausencia y presencia del 
antagonista. 

 
El porcentaje de inhibición del crecimiento radial (PICR, Ezziyyani et al. 

2004a, 2004b), se calculó con la fórmula PICR= (R1 – R2)/R1 x 100; donde R1 
y R2 son los radios mayor y menor respectivamente del crecimiento radial de 
los patógenos. 

 
El grado de antagonismo se evaluó en base a una escala de evaluación 

del antagonismo in vitro (Cuadro No. 1), que tiene en cuenta la invasión de la 
superficie, colonización y esporulación de Trichoderma spp. sobre los 
patógenos estudiados (Ezziyyani et al. 2004a, 2004b). 

 
El tiempo de incubación que llevo para evaluar el antagonismo para los 

cuatro patógenos fue el siguiente: cinco días Rhizoctonia sp., 10 días N. 
clavispora y cuatro días M. phaseolina y D. macrodydima. 

 
Cuadro No. 1. Escala de evaluación del antagonismo in vitro 

 

Grado Capacidad antagónica 

0 Ninguna invasión de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 

1 Invasión de ¼ de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 

2 Invasión de ½ de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 

3 Invasión total de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 

4 Invasión total de la superficie de la colonia del hongo patógeno, 
esporulación sobre ella. 

 
Con la información que se obtuvó de los porcentajes de inhibición de 

crecimiento radial y grado de antagonismo se seleccionaron los cuatro aislados 
con mejor capacidad antagónica. 
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3.4 IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA 
 

Los cuatro aislados puros de Trichoderma seleccionados se incubaron 
a 25 ºC durante 10 días, y mediante la utilización del microscopio óptico y el 
manual Samuels y Hebbar (2015), se logró identificar la especie. 
 
3.5 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
 

Para complementar la identificación, se realizó el análisis molecular a 
los cuatro aislados seleccionados en el cultivo dual.  
 
3.5.1 Extracción de ADN 
 

Para la extracción de ADN se empleó el protocolo de Paolocci et al. 
(1999) con modificaciones en el cual consiste en retirar todo el micelio de la 
superficie de cada placa de colonias puras de cuarto días de edad y su 
posterior colocación en tubos eppendorf de 1,5 ml. Luego se le agregó 200 μl 
de buffer de lisis (100 μl/ml Tris HCl 200 mM pH 7,5, 100 μl/ml NaCl 250 mM, 
100 μl/ml SDS 0,5 %, 100 μl/ml EDTA 25 mM + NaOH al 10%) a cada tubo para 
permitir la ruptura de las paredes celulares y se los llevo al freezer (-20 ºC)  por 
dos horas. Se retiró los tubos del freezer y se rompió el micelio mediante pistilos 
esterilizados para luego agregarle otros 200 μl de buffer de lisis. Rápidamente 
se homogenizó por 10 segundos con un vórtex y se llevo a baño maría (65 ºC) 
por 30 minutos. 

 
Posteriormente se agregó 300 μl de NaCl (1 M) y se centrifugó 13000 

rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4 ºC. Tras sacar los tubos de la 
centrifuga, se observó dos fases: una líquida y otra sólida. Se retiró 500 μl de la 
fase líquida del sobrenadante y se colocó en un nuevo tubo y se le agregó 500 
μl de isopropanol (- 20 ºC), se colocó en freezer (- 20 ºC) por 30 minutos. 
Posteriormente se centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos a 4 ºC. Se 
descartó el sobrenadante y el pellet se enjuagó dos veces con 200 μl de etanol 
70% (-20 ºC) y se centrifugó 10000 rpm durante 2 minutos a 4 ºC. Se descartó 
el etanol y se dejo el pellet secando en estufa a 50 ºC aproximadamente 1 hora, 
para que se evapore totalmente el etanol. Luego se lo resuspendió en 48 μl de 
solución buffer TE estéril y filtrada (0,2 mM y pH 8,0) y se llevo a baño maría a 
65 ºC por 15 minutos. Se adicionó 2 μl de ARNasa/ tubo y por último, se los 
llevó a 37° C por 20-30 minutos, para luego guardarlos en freezer (- 20 ºC). 

 
Se determinó la concentración de ADN de las muestras mediante 

Nanodrop 2000 Spectrophotometer Termo Scientific y se ajustó a una 
concentración de 100 ng/ μl de ADN. 
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3.5.2 Amplificación por PCR y secuenciación 
 

La amplificación mediante la PCR se efectuó en un termociclador PTC-
100 Peltier Thermal Cycler. La mezcla de la reacción contenía, Buffer 1X (50 
mMKCl, 10 mM TrisHCl (pH 8,0)), nucleótidos (0,2 mM), MgCl2 (2,5 mM), 
cebadores (0,4 μM de cada uno), Taq polimerasa (1,25 U, SBS Genetech Co., 
Ltd., China) y 1 μl de ADN (100 ng/ μl), el volumen final de la mezcla fue 20 μl. 
Los cebadores que se utilizaron se listan en el Cuadro No. 2. 

 
Cuadro No. 2. Características del cebador EF 1-α 

 

Locus Cebadores Secuencias 5´ - 3´ Fragmentos 
(pb) 

Referencia 

EF 1-α EF1688F 
EF11251R 

CGGTCACTTGATCTACAAGTGC 
CCTCGAACTCACCAGTACCG 

884 Phillips et 
al. (2005) 

 
Las condiciones para la amplificación de la secuencia parcial del gen 

EF1-α (factor de elongación) se efectuó la desnaturalización inicial a 95° C por 
5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95° C por 30 segundos, 55° C por 45 
segundos y 72° C por un minuto y una extensión final de 72° C por 10 minutos. 

 
De los productos de amplificación, dos microlitros se analizaron a través 

de electroforesis en geles de agarosa (SBS, China) al 1 %, utilizando Buffer 
TBE 1X (tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM y EDTA 2 mM, pH=8,0). Para 
estimar el tamaño de las bandas se empleó un marcador de peso molecular 
conocido de 100 pb (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Plus, Fermentas, Alemania). 
También se incluyó en el gel, una muestra como control negativo (sin ADN) 
para descartar una posible contaminación en la PCR. 

 
Para la visualización de las bandas amplificadas, los geles se tiñeron en 

solución acuosa con GelRed (Biotium, Estados Unidos, 5 μl GelRed, 2 ml NaCl 
2,5 M y 48 ml de agua) por 30 minutos y foto-documentada sobre luz 
ultravioleta en transiluminador (DyNA 17 Light Dual Intensity UV 
Transiluminator, Labnet Internacional Inc., USA) para determinar la presencia 
de banda. 

 
La secuenciación de los productos de PCR se llevó a cabo en Macrogen 

Inc. (Corea), y las secuencias resultantes fueron editadas manualmente en el 
programa MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011) para luego ser comparadas con las 
depositadas en GenBank mediante búsqueda Blast.  
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3.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Los resultados de PICR y grado de antagonismo fueron analizados a 
través de una ANAVA y una comparación de medias de Scott-Knott, a través 
del programa estadístico GENES Versión 2015.5.0 (Cruz, 2013). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 EVALUACIÓN DEL PORCENTAJE DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO                                  

RADIAL DE LOS PATÓGENOS EN CULTIVOS DUALES 
 

Los 17 aislados de Trichoderma spp. evaluados lograron inhibir el 
crecimiento de los cuarto patógenos. Los mayores porcentajes de inhibición se 
lograron cuando los aislados de Trichoderma spp. fueron enfrentados a D. 
macrodidyma y N. clavispora, con valores que fueron del 93,2% al 96,2% y del 
77% al 83% respectivamente. Los diferentes aislados de Trichoderma 
evaluados se comportaron en forma similar, no encontrándose diferencias 
significativas en su capacidad de inhibir a estos dos patógenos (Cuadro No. 3).  

 
Los aislados de Trichoderma evaluados difirieron significativamente en 

su capacidad para inhibir in vitro el crecimiento de Rhizoctonia sp. y M. 
phaseolina. Para el caso de Rhizoctonia los aislados P 28, BEN, Tr 251, P 26, 
TRC, Tr 35, TA89 y T 46 se destacaron por provocar una mayor inhibición y en 
M. phaseolina el aislado BEN provocó una inhibición significativamente mayor 
que el resto de los aislados (Cuadro No. 3).  
 

El aislado más eficiente en inhibir a los cuatro patógenos fue BEN, 
luego le siguieron Tr 251, TRC, TA89, P 28, P 26, T 46 y Tr 35 (Cuadro No. 3). 
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Cuadro No. 3. Porcentaje de inhibición de crecimiento radial de Dactylonectria 
macrodidyma, Neopestalotiopsis clavispora, Rhizoctonia sp. y Macrophomina 
phaseolina frente a los aislados de Trichoderma spp 

 

Tratamientos D. macrodidyma N. clavispora Rhizoctonia sp. M. phaseolina 

BEN 96,20 a 82,96 a 74,57 a 72,87 a 

Tr 251 95,50 a 81,23 a 74,32 a 70,70 b 

TRC 96,17 a 78,03 a 72,84 a 70,03 b 

TA89 96,00 a 80,49 a 72,10 a 67,57 c 

P 28 95,30 a 79,51 a 75,06 a 67,70 c 

P 26  93,93 a 80,49 a 74,08 a 67,97 c 

T 46  94,87 a 79,51 a 71,85 a 67,03 c 

Tr 35 95,77 a 78,77 a 72,59 a 66,50 c 

LL1 95,37 a 79,26 a 69,38 b 64,93 d 

FB3 94,73 a 78,03 a 70,86 b 64,33 d 

DL2 95,00 a 80,25 a 71,11 b 61,60 e 

OL2 94,83 a 79,26 a 69,14 b 58,67 e 

TGC 94,33 a 80,49 a 68,89 b 59,17 e 

TRT 95,70 a 79,75 a 69,14 b 54,90 f 

VD1 94,07 a 79,01 a 70,62 b 51,93 g 

TRG 93,20 a 77,04 a 63,70 c 51,27 g 

TRZ 94,47 a 78,03 a 53,34 d 61,33 e 

Testigo 0 b 0 b 0 e 0 h 
Medias con distinta letra difieren significativamente (Scott-Knott; p=0,05). 

 
4.2 EVALUACIÓN DEL GRADO DE ANTAGONISMO EN CULTIVOS DUALES 

 
El grado de antagonismo de Trichoderma spp. sobre D. macrodidyma, 

mostró que los aislados Tr 35, Tr 251, TA89, P 28, T 46 y TRC fueron 
significativamente mayores que el resto de los aislados (Cuadro No. 4).  

 
En N. clavispora, se observó que de los 17 aislados de Trichoderma 

spp., 15 aislados fueron significativamente superiores que los aislados DL2 y 
BEN (Cuadro No. 4).   
 

En cuanto al grado de antagonismo sobre Rhizoctonia sp. los aislados 
Tr 35, Tr 251, TA89, P 28 y T 46 fueron significativamente mayores al resto de 
los aislados. Se observó en este patógeno, que están presentes todos los 
grados de antagonismo según la escala utilizada (Cuadro No. 4).  

        
En M. phaseolina, se observó que los aislados Tr 35, Tr 251, TA89, P 

28 y TRC fueron significativamente mayores al resto de los aislados. En este 
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patógeno el grado más alto de antagonismo fue tres, ya que los aislados de 
Trichoderma no esporularon sobre las colonias (Cuadro No. 4).   
 

Los aislados más eficientes invadiendo, colonizando y esporulando las 
colonias de los cuatro patógenos fueron: Tr 35, Tr 251, TA89 y P 28 (Cuadro 
No. 4). 
 
Cuadro No. 4. Grado de antagonismo de aislados de Trichoderma spp. sobre 
Dactylonectria macrodidyma, Neopestalotiopsis clavispora, Rhizoctonia sp. y 
Macrophomina phaseolina 
 

Tratamientos D. macrodidyma N. clavispora Rhizoctonia sp. M. phaseolina 

Tr 35  4 a 4 a 4 a 3 a 

Tr 251  4 a 4 a 4 a 3 a 

TA89 4 a 4 a 4 a 3 a 

P 28 4 a 4 a 4 a 3 a 

T 46 4 a 4 a 4 a 2 b 

TRC 4 a 3,67 a 3 c 3 a 

LL1 3,67 b 4 a 3 c 1 d 

OL2 3 c 4 a 3 c 3 a 

TGC 3 c 4 a 3 c 2 b 

DL2 3 c 3 b 3,67 b 2 b 

P 26 3 c 4 a 2,33 d 1,67 c 

VD1 3 c 4 a 2 e 2 b 

FB3  3 c 4 a 2 e 2 b 

TRT 3 c 4 a 2 e 1 d 

TRG 3 c 4 a 1 f 1 d 

TRZ 3 c 4 a 1 f 1 d 

BEN 3 c 0,33 c 0 g 1 d 

Testigo 0 d 0 d 0 g 0 e 
Medias con distinta letra difieren significativamente (Scott-Knott; p=0,05). 
 
4.3 AISLADOS SELECCIONADOS 
 

De los 17 aislados de Trichoderma, se seleccionaron los cuatro aislados 
más eficientes de acuerdo a los resultados obtenidos en los porcentajes de 
inhibición y en el grado de antagonismo en los cuatro patógenos. Los aislados 
seleccionados por su potencial como antagonistas de D. macrodidyma, N. 
clavispora, Rhizoctonia sp. y M. phaseolina son: Tr 35, Tr 251, P 28 y TA89. 

 
Las cuatro aislados de Trichoderma seleccionadas no presentaron 

diferencias en cuanto al porcentaje de inhibición y grado de antagonismo sobre 
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los cuatro patógeno, con excepción en M. phaseolina donde se observó 
diferencias significativas en el porcentaje de inhibición, siendo el mejor Tr 251, 
seguido de P 28, TA 89 y Tr 35. 
 
4.4 IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA 
 

Las características morfológicas de los aislados Tr 251 y P 28 se 
asociaron a T. koningiopsis y T. atroviride, respectivamente. Mientras que los 
aislados Tr 35 y TA 89 correspondieron a T. harzianum (Samuels y Hebbar, 
2015, Cuadro No. 5). 

 
Cuadro No. 5. Características morfológicas de las especies de Trichoderma  

 

Aislados Tr 251 P 28 TA 89 Tr 35 

Conidios  
L-A-L/A(1) 

3,8-2,7-1,41 3,5-2,8-1,25 3,4-2,8-1,21 3,3-2,7-1,22 

Fialides 
L-A-L/A(2) 

9,0-3,4-2,65 8,9-3,4-2,62 6,6-3,3-2,0 6,8-3,3-2,06 

Conidio color 
V-B-A(3) 

V V V V 

Radio de la colonia  
25 ºC PDA(4) 

62 65 58 56 

Clamidosporas 
(Presente/Ausente) 

Presente Presente Presente Presente 

Especie T. koningiopsis T. atroviride T. harzianum T. harzianum 
Referencia: (1): Conidio (µm): longitud promedio (L), ancho promedio (A) y longitud/ancho 
promedio (L/A). (2): Fialides (µm): longitud promedio (L), ancho promedio (A) y longitud/ancho 
promedio (L/A). (3) Conidio color: verde (V), blanco (B) y amarillo (A). (4) Radio de la colonia 
promedio (mm): después de 72 hs a 25 ºC.  

 
4.5 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
 

Por medio de la comparación de las secuencias de los cuatro aislados 
seleccionados, con las depositadas en el GenBank los aislados de Trichoderma 
fueron identificados a nivel de especie (Cuadro No. 6). 
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Cuadro No. 6. Identificación de los aislados de Trichoderma mediante 
secuencia parcial del gen EF1-α (factor de elongación) 

 

Aislados Especie Accesión % de identidad 

Tr 251 T. koningiopsis KJ871194.1 99,78 

P 28 T. paratroviride KT153586 99,28 

TA 89 T. aphroharzianum AF348091 99,83 

Tr 35 T. aphroharzianum AF348091 99,66 
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5. DISCUSIÓN 
 

El trabajo demuestra el potencial que tienen los aislados de 
Trichoderma spp. estudiados contra D. macrodidyma, N. clavispora, Rhizoctonia 
sp. y M. phaseolina en condiciones in vitro. Todos los aislados de Trichoderma 
evaluados lograron inhibir el crecimiento de los cuatro patógenos, la mayor 
inhibición se observó en D. macrodidyma y N. clavispora probablemente debido 
al menor crecimiento de estos dos patógenos y al mayor crecimiento de los 
aislados de Trichoderma. Esto concuerda con De Lucca (2015), donde observó 
que las cepas de Trichoderma spp. lograron inhibir el crecimiento de B. 
sorokiniana y P. tritici-repentis, en el cual observó mayor inhibición en este 
último patógeno; esto permite identificar una clara interacción entre patógeno-
antagonista que define la eficacia de Trichoderma como agente de biocontrol 
mediante distintos mecanismos (competencia por el sustrato, antibiosis, 
micoparasitismo). 

 
Los mayores valores de inhibición se obtuvieron en D. macrodidyma y 

N. clavispora, siendo de 93,2% a 96,2% y de 77% a 83%, respectivamente, sin 
diferencias significativas entre los aislados. Los resultados que se lograron son 
más altos que los obtenidos en los trabajos de Santos et al. (2016), Amrutha y 
Vijayaraghavan (2018), siendo de 36,8% a 43,1% utilizando diferentes cepas 
comerciales de Trichoderma y 66,67% con T. asperellum respectivamente. La 
diferencia entre los porcentajes que se lograron en los diferentes trabajos se 
puede deber en gran parte por ser diferentes especies.  

 
Los valores de inhibición en Rhizoctonia y M. phaseolina fueron 

similares siendo de 53,34% a 75% y 51,27% a 74%, respectivamente, 
presentando diferencias significativas entre los aislados de Trichoderma. Los 
resultados de Rhizoctonia coinciden con Guédez et al. (2012) donde redujeron 
el crecimiento micelial de R. solani con valores superiores al 50% y el mayor 
porcentaje de inhibición fue del 80%. En otros estudios realizados como los de 
Reyes et al. (2008) lograron un mayor rango de inhibición, siendo de 34,6% a 
83,3%, en cambio Guigón-Lopéz et al. (2010) obtuvieron un menor rango de 
inhibición y el valor superior fue del 59%. Los valores de M. phaseolina en 
comparación con otros trabajos se observó una gran variabilidad en los valores 
de inhibición, siendo de 44% al 64% (Guigón-Lopéz et al., 2010), 32% a 85,2% 
(Gareja et al., 2012), 20,22% a 58,67% (Khaledi y Taheri, 2016) y 55% 
(Pastrana et al., 2016). Esto demuestra la gran variabilidad que tienen las 
especies de Trichoderma frente a estos patógenos. 

 
Esta variabilidad que se observa en las diferentes especies de 

Trichoderma, también puede detectarse en cepas de una misma especie, esto 
fue demostrado por Corallo (2012), De Lucca (2015) donde observaron 
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diferencias en los porcentajes de inhibición en cepas de una misma especie de 
Trichoderma. Además, Corallo (2012) observó que al usar dos cepas de 
Fusarium nygamai, una presentó mayor sensibilidad que la otra, por lo que 
resulta importante evaluar el efecto antagónico en más de una cepa del 
patógeno.   
 

El grado de antagonismo en los cuatro patógenos fue variable, se 
observó que todos los aislados de Trichoderma spp. contra D. macrodidyma y 
N. clavispora invadieron y colonizaron las colonias de estos patógenos, siendo 
en N. clavispora donde se logró un mayor número de aislados de Trichoderma 
esporulando la superficie de este patógeno. En el caso de Rhizoctonia sp. y M. 
phaseolina, los aislados de Trichoderma produjeron distinto grado de 
antagonismo. 

 
Este comportamiento de Trichoderma se observó en otros trabajos 

como el de Guigón-Lopéz et al. (2010) donde observaron una invasión sobre las 
colonias de R. solani, que van desde un 15% al 100% de la superficie de las 
colonias. Asimismo, Guédez et al. (2012) evaluaron el grado de antagonismo de 
seis aislados de T. harzianum sobre R. solani al tercer día de enfrentamiento, 
donde se obtuvó el grado 2 según la escala de Ezziyyani et al. (2004a, 2004b, 
invasión de ½ de la superficie de la colonia del hongo patógeno) como valor 
máximo de antagonismo. Gajera et al. (2012), utilizaron siete cepas de 
Trichoderma, donde observaron a los 14 días de instalado el cultivo dual, que la 
cepa T. koningi MTCC 796 colonizó completamente a M. phaseolina y esporuló 
sobre ella. 

 
Esto coincide con el estudio realizado por Corallo (2012) donde observó 

que las cepas de Trichoderma spp, mostraron un gradiente de actividad 
inhibitoria, desde la reducción parcial del crecimiento hasta la capacidad de 
invadir y esporular sobre el micelio del patógeno. En la mayoria de los casos en 
donde hubo invasión se aisló unicamente Trichoderma spp, a partir del frente de 
crecimiento de F. nygamai, esto podría deberse a la capacidad micoparasítica 
de Trichoderma spp. 
 

La capacidad antagónica de los distintos aislados de Trichoderma spp, 
coincide con los observados por Bell et al. (1982), que según el aislado 
utilizado, encontraron una gran variabilidad en el control de los patógenos, Lo 
mismo fue observado por Corallo (2012), en el cual determinó que es muy 
importante evaluar varias cepas de Trichoderma a fin de seleccionar aquella 
que presente el mejor potencial como agente de control biológico.  
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En cuanto a la identificación molecular de los aislados seleccionados, Tr 
251 coincidió con la realizada en base a las características morfológicas, pero 
se diferenció en los aislados P 28, TA 89 y Tr 35 que se clasificaron como T. 
paratroviride (P 28) y T. aprhoharzianum (TA 89 y Tr 35). La variabilidad de las 
características morfológicas de este género, hace que su clasificación sea 
difícil, no obstante con el desarrollo de técnicas moleculares la sistemática de 
este género ha avanzado sustantivamente en los últimos años (Druzhinina et 
al., 2006). De acuerdo a Jaklitsch y Voglmayr (2015) la especie T. paratroviride 
presenta una similitud y estrecha relación con T. atroviride. En trabajos 
realizados por Chaverri et al. (2015) estudiaron la taxonomía del complejo de T. 
harzianum, donde revisaron para incluir al menos 14 especies; en el cual una 
de ellas es T. aphroharzianum. Esta especie en particular se re-identificó de un 
producto comercial de control biológico (PlantShield) que contenia T. harzianum 
T-22. 
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6. CONCLUSIONES 
 

En las condiciones que se desarrolló el trabajo se concluye que las 
cepas de Trichoderma presentan potencial para suprimir D. macrodidyma, N. 
clavispora, Rhizoctonia sp. y M. phaseolina causantes de la necrosis de raíz y 
corona de frutilla. 
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7. RESUMEN 
 

La necrosis de raíz y corona es uno de los problemas sanitarios más 
importantes en los cultivos comerciales de frutilla en Salto, que causan la 
muerte de plantas afectando directamente el rendimiento. Se asocian a la 
muerte Neopestalotiopsis, Fusarium, Cylindrocarpon, Rhizoctonia, 
Macrophomina, Verticillium, Pythium y Phytophthora. Los productos químicos 
utilizados para el control de estas enfermedades son ineficientes y las medidas 
culturales son insuficientes, por estas razones el control biológico surge como 
una herramienta complementaria para el manejo integrado de estas 
enfermedades producidas por patógenos de suelo. Existen numerosas 
referencias de Trichoderma como antagonista de Fusarium spp., Rhizoctonia 
spp., Sclerotium rolfsii, Sclerotinia spp., Macrophomina phaseolina, Pythium 
spp., Phytophthora spp., Alternaria solani, Botrytis cinerea entre otros. El 
presente trabajo tiene como objetivo caracterizar y seleccionar in vitro 17 cepas 
de Trichoderma spp. con actividad antagonista sobre Neopestalotiopsis 
clavispora, Dactylonetria macrodidyma, Rhizoctonia sp. y Macrophomina 
phaseolina. El antagonismo se evaluó por el método del cultivo dual, con 72 
tratamientos, con tres repeticiones por tratamiento. Se calculó el porcentaje de 
inhibición del crecimiento radial (PICR) y el grado de antagonismo se determinó 
a través de una escala de cero a cuatro donde cero equivale a ninguna invasión 
de la superficie de la colonia del patógeno y cuatro significa la invasión total de 
la colonia del patógeno y esporulación sobre la misma. El diseño experimental 
fue completamente al azar y las medias de los tratamientos se compararon por 
medio de test Scott-Knott (5%) usando el programa Genes 2015.5.0. Los cuatro 
aislados con mejor comportamiento antagonista se seleccionaron para la 
identificación morfológica y molecular. Todos los aislados de Tricohderma 
presentaron un PICR mayor al 50% en todos los patógenos, llegando a valores 
mayores al 90% en D. macrodidyma. La mayoria de los aislados de 
Trichoderma spp. presentaron invasión, colonización y esporulación sobre las 
colonias de los patógenos; excepto el aislado BEN en Rhizoctonia sp. y N. 
clavispora no hubo invasión sobre las colonias. En base al análisis molecular 
los aislados Tr 251 y P 28 corresponden a T. koningiopsis y T. paratroviride, 
respectivamente, mientras que Tr 35 y TA89 son T. aphroharzianum. Las cepas 
de Trichoderma presentan potencial para suprimir D. macrodidyma, N. 
clavispora, Rhizoctonia sp. y M. phaseolina causantes de la necrosis de raíz y 
corona de frutilla. 
 
Palabras clave: Frutilla; Necrosis de raíz y corona; Control biológico; Agente de 

biocontrol; Antagonismo. 
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8. SUMMARY 
 

Root and crown rots are the most important diseases of commercial strawberry 
crops in Salto, causing the death of plants directly affecting yield. 
Neopestalotiopsis, Fusarium, Cylindrocarpon, Rhizoctonia, Macrophomina, 
Verticillium, Pythium and Phytophthora are associated with its death. Chemical 
products used for controlling these diseases have not been effective and the 
cultural measures are insufficient; so, biological control can be a complementary 
tool for the integrated diseases management produced by soil pathogens. 
Several Trichoderma spp. Isolates exist to control various plant pathogens, such 
as  Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotium rolfsii, Sclerotinia spp., 
Macrophomina phaseolina, Pythium spp., Phytophthora spp., Alternaria solani, 
Botrytis cinerea, among others. This work aims to characterize and select 17 in 
vitro strains of Trichoderma spp. with antagonistic activity on Neopestalotiopsis 
clavispora, Dactylonetria macrodidyma, Rhizoctonia sp. and Macrophomina 
phaseolina. The antagonistic potential of the Trichoderma spp against the 
pathogens was evaluated dual culture assay. The treatments were 72 and three 
replicates were used for each treatment. The percentage inhibition of radial 
growth (PIRG) and the degree of antagonism were also used based on a scale 
of zero to four, where zero equals no pathogen colony surface invasion and four 
means total pathogen colony invasion and sporulation over it. The experimental 
design was completely randomized, and the means were compared by Scott-
Knott test (5%) using the Genes Versión 2015.5.0. The four isolates which 
showed the best antagonistic behavior were selected for morphological and 
molecular identification. All Trichoderma spp. isolates showed a PIRG higher 
than 50% in all pathogens, reaching values over 90% in D. macrodidyma. Most 
isolates of Trichoderma spp. presented invasion, colonization and sporulation on 
the pathogens colonies; except for the BEN isolate in Rhizoctonia sp. and N. 
clavispora, where there was no invasion over the colonies. Based on molecular 
analysis, the Tr 251 and P 28 isolates correspond to T. koningiopsis and T. 
paratroviride respectively; while Tr 35 and TA89 are T. aphroharzianum. 
Trichoderma strains have potential to suppress D. macrodidyma, N. clavispora, 
Rhizoctonia sp. and M. phaseolina, pathogens associated with root and crown 
diseases of strawberry.  
 
Keywords: Strawberry; Root and crown rots; Biologic control; Biocontrol agent;             

Antagonism. 
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