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RESUMEN

 El objetivo del presente trabajo, fue evaluar 
in vitro, mediante cultivo dual la capacidad anta-
gónica de las cepas de Trichoderma asperellum 
T11, Trichoderma harzianum T1 4, y Trichoderma 
longibrachiatum T1 40 sobre hongos asociados; 
Alternaria arborescens, Bipolaris shoemakeri, 
Bipolaris victoriae, Epicocum sorghinum, Exse-
rohilum longirostratum, Fusarium brevicatenu-
latum, Penicillium polonicum, Phaeocytostroma 
ambiguum y Fusarium equiseti, el muestreo se 
realizó en Tepalcingo, Morelos en tallos de maíz 
y el experimento se estableció en el laboratorio de 
Fitopatología de la Universidad Autónoma Agra-
ria Antonio Narro en el mes de abril de 2018. La 
evaluación se realizó bajo un diseño factorial AxB, 

con nueve niveles en A y tres en B con cuatro re-
peticiones por tratamiento, siendo A las cepas de 
hongos fitopatógenos y B las tres cepas de Tricho-
derma, se colocó en el extremo de la placa de Petri 
un explante de PDA con micelio de Trichoderma 
spp. de 5 mm de diámetro, y en el extremo opuesto 
un explante del hongo fitopatógeno, las siembras 
fueron incubadas a 25 ± 2 ºC por 120 h, evaluán-
dose las medias del Porcentaje de Inhibición en 
el Crecimiento del Micelio (PICM) mediante la 
fórmula de Fakhrunnisa modificada y se determi-
nó el área de desarrollo de los hongos mediante 
el software GeoGebra Classic versión 5.0.473.0-
d, los resultados se analizaron con el programa 
(FAUANL) versión 2.5, mediante Tukey con nivel 
de significancia de 0.05, con efectos de antagonis-
mo mayores del 67.74%. 
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ABSTRACT

 The objective of the present work, was to 
evaluate in vitro, by dual culture, the antagonis-
tic capacity of the strains of Trichoderma aspe-
rellum T11, Trichoderma harzianum T1 4, and 
Trichoderma longibrachiatum T1 40 on Alterna-
ria arborescens, Bipolaris shoemakeri, Bipola-
ris victoriae, Epicocum sorghinum, Exserohilum 
longirostratum, Fusarium brevicatenulatum, 
Penicillium polonicum, Phaeocytostroma ambi-
guum and Fusarium equiseti, the sampling was 
done in Tepalcingo, Morelos in corn stalks and the 
experiment was established in the Phytopatholo-
gy laboratory of the Antonio Narro Autonomous 
Agrarian University in the month of April 2018. 
The evaluation was carried out under an AxB 
factorial design, with nine levels in A and three in 
B with four repetitions per treatment, being A the 
strains of phytopathogenic fungi and B the three 
strains of Trichoderma, was placed at the end of 
the Petri dish a explant of PDA with mycelium of 
Trichoderma spp. 5 mm in diameter, and at the 
opposite end an explant of the phytopathogenic 
fungi, the sowings were incubated at 25 ± 2 ° C 
for 120 h, evaluating the means of the Percentage 
of Mycelium Growth Inhibition  (PICM) using 
the Fakhrunnisa formula modified and the fungi 
development area was determined using GeoGe-
bra Classic software version 5.0.473.0-d, the re-
sults were analyzed with the program (FAUANL) 
version 2.5, using Tukey with a significance level 
of 0.05, with greater antagonism effects 67.74%.

INTRODUCCIÓN

 El maíz tiene para México una impor-
tancia económica y cultural, debido a que gran 
parte de la fuerza laboral campesina se dedica al 
cultivo del grano y su consumo.  Más allá de la 
contribución a la dieta, tiene origen en las tradi-
ciones y costumbres que conforman una cultura 
ancestral1. 
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 En el año agrícola 2017, la producción de 
maíz grano en México fue de 27,762,480.90 t2, 
sin embargo, las pérdidas provocadas como daño 
indirecto de Diatrea saccharalis alcanzan en pro-
medio una disminución del rendimiento de 9.6%3, 
si se toma el 9.6% de pérdidas como referencia, 
durante el 2017 se perdieron 2,665,198.1664 t por 
este insecto. 

 Las pérdidas en el rendimiento de maíz de-
bido a las enfermedades en los Estados Unidos y 
Ontario, Canadá del año 2012 al 2015 variaron del 
2 al 15%4, en este caso la pudrición del tallo (Fu-
sarium verticillioides) es la quinta o sexta causa 
más importante de pérdida de rendimiento relacio-
nados con enfermedades, mientras que la pudri-
ción de la mazorca (Fusarium spp. y Aspergillus 
spp.) se clasificó como la principal que causó la 
pérdida de rendimiento en el año 2012. En gene-
ral, el total estimado de pérdidas económicas de-
bidas a las enfermedades durante los cuatro años 
fueron de 27.4 millones de dólares5. 

 El control biológico de hongos mediante 
Trichoderma spp. puede ser una posibilidad via-
ble y eficiente6. Los avances han demostrado el 
efecto de Trichoderma en plantas, incluyendo in-
ducción sistémica o resistencia localizada, en adi-
ción para la inducción de rutas de resistencia en la 
planta, incrementa el crecimiento y disponibilidad 
de nutrientes, en maíz incrementa la respuesta al 
crecimiento en genotipos específicos7. Reportaron 
que T. asperellum induce resistencia sistémica en 
plantas de pepino mediante elevado nivel de eti-
leno y ácido jasmónico, teniendo efecto protector 
contra Pseudomonas syringae pv. Lachrymans8.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de las muestras vegetales
 El muestreo se realizó en el Ejido el Marra-
nero ubicado en Tepalcingo Mórelos cuyas coor-
denadas son 18°37’39.9” N 98°52’08.0” W del 3 
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al 6 de febrero del 2018, en un cultivo de maíz 
de 160 días. Se recolectaron larvas del barrena-
dor del tallo de diferentes estadios, colocándolas 
en pequeños frascos, para luego llevarlas al De-
partamento de Parasitología de la Universidad Au-
tónoma Agraria Antonio Narro para su posterior 
identificación, mediante las claves taxonómicas 
de la Universidad de Florida9,se muestrearon los  
cuatro genotipos siendo H-515, Zapata 7, H-507 
y un Criollo con 20 repeticiones  cada uno y se 
eligieron al azar 10 plantas por repetición, se pro-
siguió a cortar cada tallo de forma longitudinal y 
con esto se observó si el daño estaba o no presen-
te por D. saccharalis, y de los tallos dañados se 
extrajeron pequeños cortes de 10 cm, los cuales 
fueron puestos en bolsas y éstas se identificaron de 
acuerdo al genotipo, para su traslado al laboratorio 
de fitopatología del Departamento de Parasitolo-
gía en la UAAAN para su posterior análisis.

Aislamiento de los hongos fitopatógenos
 Las muestras de tallos se llevaron a una 
campana de flujo laminar y con ayuda de un bis-
turí se hicieron cortes de ± 1 cm (tejido dañado y 
sano), se lavaron con hipoclorito de sodio al 3% 
durante 3 min, se retiraron y después se enjuaga-
ron por tres veces durante 1 min en agua destilada 
estéril, y con una pinza estéril se colocaron cuatro 
cortes de manera equidistante por cada placa Petri 
con medio de cultivo PDA, sellándose las placas 
con cinta clean pack y llevándolas a una incubado-
ra a temperatura de 25 °C ± 2 °C por 10 días. 

 De cada colonia de hongos que creció por 
cada placa de Petri con los cuatro cortes, con la 
ayuda de un sacabocados estéril se retiró un ex-
plante y se transfirió a una nueva placa de Petri 
con PDA sintético, las cuales se sellaron con cinta 
clean pack y se llevaron a una incubadora a una 
temperatura de 25 °C ± 2 °C durante 10 días.

Identificación 
 La identificación de los hongos se hizo mi-
cro y macroscopicamente, mediante claves taxo-
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nómicas10 y un microscopio compuesto (Olym-
pus CX21LED) con los objetivos 5x, 10x, 40x y 
100x, debido a poca esporulación de los hongos 
se realizaron análisis moleculares en el Labora-
torio Gisena Texcoco, en donde se extrajo ADN 
de los hongos, utilizando  cultivo monospórico 
y para la amplificación de la región ITS4 e ITS5 
se utilizaron  los iniciadores ITS4 (5′-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC) e ITS5 (5′-GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG) y posteriormente 
secuenciándose en el centro de investigación y 
de estudios avanzados del IPN unidad Cinvestav 
Irapuato y las secuencias obtenidas se analizaron 
en la base de datos del GenBank del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), 
usando el programa BLAST (Basic Local Alig-
ment Search Tool) para secuencias altamente si-
milares.

Antagonismo de Trichoderma spp. en hongos 
asociados al daño de D. saccharalis en cultivo 
dual 
 El experimento se estableció en un dise-
ño factorial AxB, nueve niveles en A y tres en 
B con cuatro repeticiones por tratamiento, siendo 
A las cepas de fitopatógenos y B las cepas de T. 
asperellum T11, T. harzianum T1 4, y T. longi-
brachiatum T1 40 (Figura 1), colocándose en el 
extremo de la placa de Petri un explante de PDA 
con micelio de Trichoderma spp. de 5 mL de diá-
metro, y en el extremo opuesto un explante del 
hongo fitopatógeno, las siembras fueron incuba-
das a 25 ± 2 ºC y evaluadas diariamente cada 24 
h hasta las 120 h.  Las medias de Porcentaje de 
Inhibición en el Crecimiento del Micelio (PICM) 
mediante la fórmula de Fakhrunnisa11, en este 
caso modificada, se determinó el área de desarro-
llo de los hongos mediante el software GeoGebra 
Classic versión 5.0.473.0-d12 (Figura 2 y 3), los 
resultados se manejaron en términos de porcenta-
je y se ajustaron mediante la transformación del 
arco seno de la raíz cuadrada y se analizaron con 
el programa (FAUANL) versión 2.513, mediante 
Tukey con un nivel de significancia de 0,05. 
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I= (R1-R2) /R1 *100                                             I= (A1-A2) /A1*100
            Formula de Fakhrunnisa                                Formula de Fakhrunnisa modificada

Donde:
I = Porcentaje de inhibición en el crecimiento del micelio
R1 = Crecimiento radial del hongo asociado sobre el lado opuesto, evaluado en la placa de Petri
R2 = Crecimiento radial del patógeno en enfrentamiento
A1 = Área del hongo asociado sobre lado opuesto evaluado en la placa de Petri 
A2 = Área del patógeno en enfrentamiento

Figura 1. Cultivo dual real, A- T. longibrachiatum, B- E. sorghinum

Figuras 2 y 3.  2. Área total de la placa de Petri; 3. Área del desarrollo de los hongos digitalizada en el 
software GeoGebra, A- T. longibrachiatum, B- E. sorghinum.
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 En la literatura se reportan datos positivos 
donde evaluaron el porcentaje de antagonismos 
in vitro17 midiendo el crecimiento radial del fito-
patógeno confrontado con el antagonista, tenien-
do resultados de inhibición in vitro en cultivos 
duales de 66.6% para Sclerotium rolfsii, 56.7% 
para F. solani y 30 .9% para F. oxysporum utili-
zando T. harzianum, en el mismo sentido men-
cionan que T. harzianum mostró una inhibición 
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de 88% sobre Rhizoctonia solani en cultivos 
duales18, siendo todos estos resultados positivos 
para Trichoderma, ésto podría ser debido a los 
diferentes mecanismos de acción entre especies, 
por ejemplo: alta producción de enzimas degra-
dadoras, siendo un gran competidor de nutrientes 
y espacio, dentro de los nutrientes principalmen-
te  por carbono, nitrógeno y hierro, de la misma 
manera reportan que Trichoderma spp. generan 

RESULTADOS

La identificación de los hongos fitopatógenos 
asociados 
 Las cepas de hongos obtenidas e identifi-
cadas se obtuvieron mediante secuenciación de la 
región intergénica ITS1 e ITS4, las secuencias ob-
tenidas comparadas en BLAST dieron como resul-
tado a las siguientes especies de hongos (Tabla 1).

Antagonismo de Trichoderma spp. en hongos 
asociados al daño de D. saccharalis en cultivo 
dual 
 Las tres especies de Trichoderma inhibie-
ron el crecimiento de los hongos fitopatógenos en 
porcentajes del 67.74 al 87.56% (Figura 4), con 
coeficiente de variación del 3.61% no encontrán-
dose diferencia estadística entre las especies de 
Trichoderma P>0.592, sobresaliendo T. longibra-

chiatum T1 40 con una media de 75.77, pero sí 
hubo diferencia en el  área de control de los  hon-
gos fitopatógenos P> 0.000 (Figura 4),  en donde se 
muestran cinco grupos estadísticos, existiendo in-
teracción entre los factores A y B, es decir, las tres 
cepas de Trichoderma inhiben mayor a B. shoe-
makeri, con una media de 87.56, de modo similar 
reportan un 67.1% de inhibición in vitro de Bipola-
ris oryzae por T. harzianum14. Igualmente reportan 
porcentajes de inhibición de 60 a 92%15, midiendo 
con el área de desarrollo de las confrontaciones en 
el medio de cultivo PDA para evaluar la inhibición 
de los aislamientos nativos de Trichoderma vs T. 
harzianum, cepa T22, esto debido a los diferentes 
mecanismos de acción antagonista de Trichoder-
ma, antibiosis, competencia, micoparasititmo, des-
activación de enzimas de los patógenos16, y en este 
caso sobresaliendo la competencia por nutrientes, 
la velocidad de esporulación y crecimiento. 

Tabla 1. Identificación de Hongos.
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CONCLUSIONES

• El antagonismo por parte de Trichoderma en cul-
tivo dual con cepas de hongos asociados al daño de 
D. saccharalis fue mayor del 67.79%.

• Presentaron una media de inhibición de 75.18, 
75.22 y 75.77, T. asperellum T11, T. harzianum T1 
4 y T. longibrachiatum T1 40 respectivamente. 

• La cepa que inhibe mayor a los hongos fitopa-
togenos en estudio fue T. longibrachiatum T1 40, 
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probablemente se debe a que esta cepa en compara-
ción con las otras, coloniza la superficie del medio 
de cultivo en placa de Petri más rápido, limitando 
el desarrollo de los hongos fitopatógenos.
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enzimas, como glucanasas, quitinasas, celulasas, 
proteasas y amilasas, que les dan una alta capa-
cidad para dañar o destrozar la pared celular de 
distintos hongos fitopatógenos19, 20. T. longibra-
chiatum coloniza toda la superficie del medio en 

una placa de Petri y reduce la colonia del patóge-
no en cultivo dual21, sin embargo, la importancia 
de T. longibrachiatum ha sido cuestionada, debi-
do que su uso puede representar un grave peligro 
para la salud de las personas 22, 23.

Figura 4. Porcentaje de inhibición en los hongos fitopatógenos. Letras iguales no son estadísticamente 
diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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