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ABSTRACT
Plant wilting due to root rot caused by Fusarium sp. is one of the main diseases of poinsettia in Morelos, so that many 

sprays of chemical fungicides are done to control the disease. This research has as main objective to look for native 

strains of Trichoderma spp. with potential to be used as biocontrol agents against the pathogen. From regional materials 

used as organic components of potting mixes to grow poinsettia, a number of Trichoderma spp. strains were isolated and 

purified; at the same time, from symptomatic poinsettia plants, strains of Fusarium sp. were isolated and purified. Nine 

strains of Trichoderma spp. and five strains of Fusarium sp. were selected to be evaluated in vitro by the technique of dual 

culture. Performance of the Trichoderma spp. strains to compete for space and nutrients, micoparasitism and antibiosis 

was evaluated; regression models with best fit were defined for the radial colony growth variable. All the Trichoderma 

spp. strains had higher colony growth rate than Fusarium sp. strains; three of the Trichoderma spp. strains had a high 

micoparasitism activity and one showed a strong capacity to modify the color of the growing media. The biocontrol 

mechanisms of Trichoderma spp.  against pathogens were observed and it was possible to select the most promising 

strains.  
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RESUMEN
La secadera de plantas por pudrición de la raíz, causada por Fusarium sp., es una de las principales enfermedades de 

la nochebuena en Morelos, por lo que, para su control se hacen continuas aplicaciones de fungicidas químicos. Por 

ello, el presente estudio tuvo como objetivo buscar cepas nativas de Trichoderma spp. con potencial para el biocontrol 

del patógeno. Se obtuvieron materiales regionales que se utilizan como componentes orgánicos de sustratos para 

nochebuena, de los que se aislaron y purificaron gran número de cepas de Trichoderma spp.; al mismo tiempo, de 

raíces de plantas de nochebuena infectadas, se aislaron y purificaron cepas de Fusarium sp. Se pre-seleccionaron nueve 

cepas de Trichoderma spp., las cuales se evaluaron in vitro, contra tres cepas seleccionadas de Fusarium sp., mediante 

la técnica de cultivos duales. Se evaluó la habilidad de competencia de las cepas de Trichoderma spp. por espacio y 

nutrientes, micoparasitismo, y antibiosis; también, se definieron modelos de regresión con el mayor ajuste para la variable 

crecimiento radial de colonias. Todas las cepas de Trichoderma spp. tuvieron mayores tasas de crecimiento radial que 

las cepas del patógeno; tres cepas de Trichoderma spp. mostraron alta capacidad de micoparasitismo y otra más mostró 

gran capacidad para modificar radicalmente el color del medio de cultivo. Se observaron los diferentes mecanismos de 

biocontrol de patógenos en las cepas de Trichoderma spp. confrontadas con Fusarium sp., lo que permitió seleccionar 

a las más promisorias.

Palabras clave: Euphorbia pulcherrima, secadera, pudrición de raíz, cultivos duales, micoparasitismo, antibiosis. 
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INTRODUCCIÓN

En México, en 2014 se reportó 

una producción de 

14.7 millones de plantas terminadas de nochebuena, de 

las cuales Morelos contribuyó con 6.1 millones de plan-

tas, para ubicarse como el mayor productor a nivel na-

cional (SIAP, 2014).

En Morelos, uno de los principales problemas fitosani-

tarios del cultivo de nochebuena, es la muerte por mar-

chitez de la planta, causada por la pudrición de la raíz 

(Osuna et al., 2012), cuyo patógeno es Fusarium sp. (Gar-

cía et al., 2009).

Para el control de esta enfermedad, se utiliza un gran 

número de fungicidas de síntesis química (García, 2009), 

lo que incrementa el costo de producción y los riesgos 

a la salud humana.

El uso de agentes de control biológico para prevenir o 

controlar enfermedades en plantas cultivadas, es una 

alternativa sustentable que ha mostrado efectividad en 

amplio número de casos (Lorito et al., 2010).

Productos a base de Trichoderma son los más reco-

mendados a nivel mundial como agentes de biocontrol 

(Woo et al., 2015; Harman et al., 2010). Adicionalmen-

te, algunos metabolitos secundarios sintetizados por 

Trichoderma spp., tienen propiedades de regulación de 

crecimiento y estimulación de mecanismos de defen-

sa de la planta (Mutawila et al., 2016; Kotasthane et al., 

2015; Vinale et al., 2008).

El presente trabajo tuvo como objetivos, aislar cepas na-

tivas de Trichoderma spp. de materiales orgánicos regio-

nales, evaluarlas in vitro mediante la técnica de cultivos 

duales y seleccionar las más sobresalientes para evaluar 

posteriormente in vivo su potencial de biocontrol de 

Fusarium sp.

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislamiento de cepas de Trichoderma spp.

Se colectaron muestras de materiales orgánicos de ori-

gen diverso, utilizados como componentes de sustratos 

para cultivar nochebuena, tales como: ocochal – tierra 

de hoja, lombricomposta y lixiviado de su proceso de 

obtención, así como de un sustrato común en noche-

buena compuesto por 70% de ocochal – tierra de hoja 

 30% tepojal (v/v).

El ocochal y la tierra de hoja son los componentes orgá-

nicos más comunes en los sustratos de nochebuena en 

toda la región central de México (Osuna et al., 2012); por 

otra parte, el tepojal es el principal componente inor-

gánico y proviene de depósitos formados durante erup-

ciones volcánicas, ubicados en los estados de México y 

Veracruz.

Los aislamientos se realizaron a partir de 10 g de cada 

muestra, los que se depositaron en un matraz erlen-

meyer que contenía 90 mL de agua destilada estéril, y 

se agitó en vortex durante 20 minutos (dilución 101). 

De la suspensión, se tomó una alícuota de 1 mL y se 

transfirió a un tubo de ensaye que contenía 9 mL de 

agua destilada estéril (dilución 102); el procedimiento 

se repitió hasta obtener diluciones de 105. De las tres 

últimas diluciones se tomó una alícuota de 0.1 mL, la 

cual se distribuyó de manera homogénea sobre medio 

de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), rosa de bengala 

y ácido láctico al 10%. Se usaron cajas de petri de 9.0 

cm de diámetro y el medio de cultivo se preparó de la 

siguiente manera: 39 g de PDA, 0.5 g de rosa de benga-

la, más 10 mL de ácido láctico al 10% (v/v), por litro de 

agua destilada estéril. Las cajas sembradas se incubaron 

a 251 °C durante 7 días.

Una vez desarrolladas las colonias fúngicas caracte-

rísticas, se realizaron montajes temporales con azul 

de lactofenol bajo el microscopio compuesto, para 

identificar la presencia del hongo Trichoderma spp., 

con base en las claves descriptivas de Barnet y Hunter 

(1978).

Aislamiento de cepas de Fusarium sp.

En viveros comerciales se colectaron plantas de noche-

buena con los síntomas de secadera por pudrición de 

raíz (García et al., 2009). Las muestras de raíces se la-

varon y desinfectaron mediante inmersión por 1 min en 

una solución de hipoclorito de sodio al 2%. Finalmente, 

se colocaron en cajas petri con el medio utilizado para 

Trichoderma spp, sin rosa de bengala, y se incubaron a 

251 °C durante 7 días.

Después de ese tiempo, se realizaron montajes tem-

porales con azul de lactofenol y con el microsco-

pio óptico se buscó la presencia de macroconidios, 

microconidios y fialides propias de Fusarium sp., de 

acuerdo con las descripciones de Leslie y Sommerell 

(2006).
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Cultivos monospóricos de Trichoderma spp. y Fusarium sp.

Se sembraron esporas de los cultivos puros de cada hongo aislado; se reali-

zaron diluciones de 101 hasta 105, de las tres últimas se tomó una alícuota 

de 100 L y se plaquearon en una caja petri con medio PDA acidificado (sin 

rosa de bengala en el caso de Fusarium sp.). Las cajas sembradas se incuba-

ron por 24 h a 251 °C.

Pasadas las 24 h, los aislamientos se observaron al microscopio compuesto 

para ubicar esporas individuales germinadas, las cuales se transfirieron (cada 

espora seleccionada) a una nueva caja petri con PDA acidificado, y se incu-

baron a 251 °C durante 5-7 días.

Pre-selección de cepas

En un ensayo previo se descartaron cepas monospóricas que crecían 

muy lento o tuvieron problemas de manejo (datos no mostrados). Pos-

teriormente, se realizó una pre-selección inicial a partir de 18 cepas de 

Trichoderma spp. y cinco cepas de Fusarium spp. (Cuadro 1), las cuales se 

sembraron por triplicado, se incubaron a 251 °C durante 5 días y cada 24 

h se cuantificó el crecimiento radial de las colonias con un vernier digital. 

Los resultados se sometieron al análisis de varianza y la prueba de Tukey 

(P0.05).

Cultivos duales de Trichoderma spp. vs. Fusarium sp.

Se realizaron 27 confrontaciones, producto de la combinación de las nueve 

cepas de Trichoderma spp. y tres cepas de Fusarium sp., seleccionadas como 

se indicó atrás.

Los cultivos duales se llevaron a cabo en cajas petri de 9 cm de diámetro, 

con PDA acidificado. Para el efecto, de colonias de cepas monospóricas, con 

sacabocado se tomaron discos de micelio de 5 mm de diámetro, del antago-

nista y del fitopatógeno, se colocaron a 1 cm del borde de la caja petri, con 

una distancia aproximada de 7 cm 

uno de otro, y se incubó a 251 °C 

durante 3 - 5 días.

Con los datos del crecimiento ra-

dial al quinto día de incubación, la 

habilidad de competencia por es-

pacio y nutrientes de las cepas de 

Trichoderma spp. se estimó con la 

variable de inhibición del crecimien-

to radial de la colonia del patógeno, 

usando la siguiente ecuación:

PICR
CR CR

CR
=

−1 2

1

En donde: PICRPorcentaje de in-

hibición del crecimiento radial de 

Fusarium sp. CR1Crecimiento ra-

dial (mm) de Fusarium sp. testigo 

(sin confrontación con Trichoderma 

spp.). CR2Crecimiento radial (mm) 

de Fusarium sp. en confrontación 

con Trichoderma spp.

El diseño de tratamientos fue el fac-

torial completo, que arrojó las 27 

confrontaciones evaluadas. La uni-

dad experimental fue una caja de 

petri, con cinco repeticiones. Los 

valores originales se transformaron 

de acuerdo con la ecuación: 

PICRt PICR= ( )arcoseno

para normalizar la distribución de 

los datos y hacer uniforme la varian-

za; los valores transformados se so-

metieron al análisis de varianza y las 

medias de tratamiento a la prueba 

de Tukey (P0.05).

Los datos de crecimiento radial de 

las colonias, registrados diariamente 

durante siete días, se utilizaron para 

el análisis de regresión y cálculo de 

los modelos matemáticos con me-

jor ajuste. Se aplicó el procedimien-

to de regresión del SAS (2009), par-

tiendo de modelos especificados 

Cuadro 1. Nomenclatura de las cepas de Trichoderma spp. y su material de origen.

Cepa Material de origen Cepa Material de origen

T 11 100% ocochal–tierra de hoja T 20
Lixiviado de lombricomposta estiércol 

ganado vacuno50% residuos vegetales

T 12 100% ocochal–tierra de hoja T 21
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 13 100% ocochal–tierra de hoja T 22
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 14 100% ocochal–tierra de hoja T 23
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 15 100% ocochal–tierra de hoja T 24
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 16 100% ocochal–tierra de hoja T 25
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 17 100% ocochal–tierra de hoja T 26
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 18 100% ocochal–tierra de hoja T 27
Lombricomposta estiércol ganado 
vacuno50% residuos vegetales

T 19 Testigo comercial (Fithan®) T 28 70% ocochal30% tepojal
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con la dispersión de los datos 

observados; la selección del 

mejor modelo se hizo consi-

derando el mayor valor de r2 y 

el menor cuadrado medio del 

error.

El micoparasitismo de las ce-

pas de Trichoderma spp. so-

bre las cepas de Fusarium sp. 

se evaluó a los 10 días de in-

cubación. Esta variable se estimó mediante la obser-

vación directa de la invasión física a la superficie de la 

colonia del patógeno por el antagonista, utilizando la 

escala arbitraria propuesta por Ezziyyani et al. (2004) 

(Cuadro 2).

El mecanismo de antibiosis se estimó mediante los cam-

bios visibles en la coloración del medio de cultivo o de la 

colonia de las diferentes cepas de Fusarium sp.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Pre-selección de cepas Trichoderma spp. 

y Fusarium sp.

Se tuvieron diferencias significativas en el crecimiento 

radial de las colonias de las diferentes cepas de ambos 

microorganismos (Cuadro 3). Para la siguiente etapa, se 

seleccionaron las primeras ocho cepas con mayor cre-

cimiento, además de la cepa del testigo comercial (T 19). 

En el caso de Fusarium sp., se seleccionaron las tres ce-

pas de mayor crecimiento radial (Cuadro 3).

Competencia por espacio y nutrientes

En todas las confrontaciones, el crecimiento radial de 

Trichoderma spp. fue más rápido que el de Fusarium sp.; 

Cuadro 2. Escala para determinar el grado de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma spp. 
sobre las cepas de Fusarium sp.

Escala Grado de micoparasitismo

0 Ninguna invasión a 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 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 y esporulación sobre ella.

De acuerdo con Ezziyyani et al. (2004).

Cuadro 3. Crecimiento radial (mm) de las cepas de Trichoderma spp. y Fusarium sp. al quinto día de la siembra en caja de 
petri con PDA acidificado.

Trichoderma spp. Fusarium sp.

Cepa
Crecimiento radial 

(mm)
Cepa

Crecimiento radial 
(mm)

Cepa
Crecimiento radial 

(mm)

T 24
T 21
T 20
T 11
T 16
T 28
T 25
T 12
T 18

84.8
84.4
82.8
82.1
81.9
81.1
78.1
77.5
76.1

T 19
T 22
T 23
T 14
T 26
T 27
T 17
T 13
T 15

76.1
74.6
73.4
72.3
68.0
67.3
60.9
36.1
36.1

X3B
A3A
B1A
C2C
C2B

28.0
26.5
24.0
19.8
18.8

Tukey (P0.05) 4.6 4.6 2.3

en la Figura 1 se ejemplifica con las confrontaciones de 

la cepa B1A de Fusarium sp., contra las nueve cepas de 

Trichoderma.

La capacidad de crecimiento rápido es uno de los prin-

cipales mecanismos de antagonismo de Trichoderma 

spp. contra patógenos (Lorito et al., 2010). Las mayores 

tasas de crecimiento de Trichoderma spp., se pueden 

apreciar con claridad en las curvas de crecimiento de 

ambos organismos en las confrontaciones (Figura 2), 

para el caso de la cepa B1A de Fusarium sp. en con-

frontación contra Trichoderma spp. La función logís-

tica tuvo el mayor ajuste en casi todas las confronta-

ciones, por su menor cuadrado medio del error y r2 

promedio de 0.98 para Trichoderma spp. y 0.88 para 

la cepa B1A de Fusarium sp. (Figura 2); las curvas de la 

Figura 2 se trazaron con los valores predichos por el 

modelo matemático correspondiente, cuya expresión 

es la siguiente:

Y
a

be cX
=

+ −1

	YCrecimiento radial (mm); a, b y cParámetros del 

modelo de regresión; XDías de incubación.
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Figura 1. Cultivos duales de la cepa B1A de Fusarium sp. y nueve cepas de Trichoderma spp., 
en caja de petri con PDA acidificado. En la caja del extremo izquierdo se observa el creci-
miento de la cepa B1A de Fusarium sp. sola, y en el resto, en confrontación con cada cepa de 
Trichoderma spp. Imágenes de 10 días después de la siembra de los microorganismos.

T 11 T 12 T 16

T 18 T 20 T 21

T 24 T 25 T 28

B1A

Cuadro 4. Proporción de inhibición del crecimiento radial (PICR) de tres cepas de Fusarium 
sp. por la confrontación con nueve cepas de Trichoderma spp., al quinto día de incubación.

Cepa
 

X3B A3A B1A

PICR PICRta) PICR PICRt PICR PICRt

T 11 0.29 0.55 0.18 0.42 0.30 0.58

T 12 0.38 0.67 0.29 0.55 0.34 0.62

T 16 0.18 0.42 0.25 0.51 0.33 0.61

T 18 0.14 0.35 0.32 0.60 0.27 0.55

T 20 0.30 0.58 0.41 0.69 0.40 0.68

T 21 0.53 0.82 0.27 0.53 0.42 0.70

T 24 0.38 0.66 0.42 0.70 0.44 0.73

T 25 0.35 0.63 0.47 0.75 0.30 0.58

T 28 0.20 0.11 0.19 0.44 0.15 0.33

Tukey (P0.05) -- 0.30 -- 0.30 -- 0.26

a) Proporción de inhibición del crecimiento radial transformado con: PICR PICRarcoseno

La proporción de inhibición del 

crecimiento radial (PICR) de las ce-

pas de Fusarium sp. confrontadas 

contra las cepas de Trichoderma 

spp. varió significativamente (Cua-

dro 4). El PICR es un efecto deri-

vado tanto de la competencia por 

espacio y nutrientes como de los 

metabolitos secundarios excre-

Cuadro 5. Grado de micoparasitismo (°M) 
de nueve cepas de Trichoderma spp. con-
frontadas con tres cepas de Fusarium sp., 
al décimo día de incubación.

Cepa X3B A3A C2B

T 11 3 2 3

T 12 1 0 0

T 16 3 2 3

T 18 4 4 4

T 20 4 3 4

T 21 0 0 0

T 24 0 0 0

T 25 0 0 0

T 28 1 0 1

Según la escala de Ezziyyani et al. (2004).

tados por el antagonista, mismos 

que pueden tener efectos sobre el 

patógeno, o sobre otros procesos 

en la planta, más allá del sitio de 

síntesis (Mutawila et al., 2016; Ko-

tasthane et al., 2015).

 

Michael-Aceves et al. (2009) reporta-

ron PICR de cepas de Trichoderma, 

en el orden de 0.05 a 0.42 al con-

frontar Fusarium subglutinans y de 

0.43 a 0.62 contra F. oxysporum.  

Micoparasitismo y antibiosis

Se presentaron diferencias marca-

das en el grado de micoparasitismo 

entre las diferentes confrontaciones. 

Las cepas T 16, T 18 y T 20 presen-

taron de manera consistente los va-

lores más altos de micoparasitismo 

contra las tres cepas de Fusarium sp. 

(Cuadro 5), mientras que las cepas T 

21, T 24 y T 25 no presentaron mi-

coparasitismo contra ninguna de las 

cepas de Fusarium sp. (Cuadro 5 y 

Figura 1). 

Michael-Aceves et al. (2009) eva-

luaron tres cepas de Trichoderma 

sp. en cultivos duales contra F. 

oxysporum y F. subglutinans y re-

portaron valores de micoparasitis-

mo de 1 a 3, en la misma escala 

utilizada en esta investigación. El 

mecanismo de antibiosis, estima-

do por el cambio pronunciado en 

la coloración del medio de cultivo, 

solamente se observó en la cepa 

T 20 contra todas las cepas de 

Fusarium sp. (Figura 1, para el caso 

de confrontación contra B1A de 

Fusarium sp.).
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Figura 2. Dinámica del crecimiento radial 
de nueve cepas de Trichoderma spp. con-
frontadas contra la cepa B1A de Fusarium 
sp. en medio de cultivo (PDA acidificado). 
Las barras verticales muestran la desvia-
ción estándar (cinco observaciones). Las 
curvas se construyeron con los valores 
predichos por el modelo logístico.
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CONCLUSIONES

Se logró el aislamiento y selección de cepas monospóricas 

de Trichoderma spp. sobresalientes, las cuales, en 

confrontaciones contra cepas de Fusarium sp., presentaron uno o más de 

los mecanismos de antagonismo de competencia por espacio y nutrientes, 

micoparasitismo y antibiosis.
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