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Figura 6. La gravedad de la enfermedad de los fitopatógenos en las plantas se calificó entre 30 y 90 

días después de la inoculación en base a una escala de 0 a 5: donde 0 = sin síntomas visibles de la 

enfermedad y 5 = planta muerta. T0: control; TAET1: T. aggressivum f. europaeum TAET1; Bot: B. 

cinerea; Mym: M. melonis; Scle: S. sclerotiorum; Rz: R. solani; FSC: F. solani f. cucurbitae; Pya: P. 

aphanidermatum. La desviación estándar media se expresa mediante barras de error (24 plantas por 

repetición). Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes (LSD) según el 

ANOVA (p < 0.05). ........................................................................................................................ 150 

Figura 7. Comparación del estado de las plantas al final del ensayo: sin inóculo FSC (A) y los 

tratamientos con F1 (B) y con F2 (C), con TAET1. FSC: Control sin F. solani f. cucurbitae (FSC). 
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Figura 9. Control de P. xanthii mediante la pulverización de plantas de calabacín con TAET1. 

Proporción media de superficie foliar con síntomas de oídio por planta, porcentaje del número de 

hojas con síntomas por planta y porcentaje del número de pecíolos con oídio. Px: Aplicación de P. 

xanthii. Px- TAET1: aplicación de TAET1 3 días antes de la aplicación de P. xanthii. Los datos se 
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Resumen  

 
Almería, España, es actualmente una de las zonas más importantes en la producción intensiva 

de hortalizas, teniendo una gran importancia tanto en términos de superficie de producción bajo 

invernadero, así como una gran importancia económica derivada de la exportación. 

 

El control de las plagas y enfermedades en los cultivos protegidos es un problema complejo 

que se ha agravado, por el uso de pesticidas químicos, principalmente en el manejo de enfermedades 

originadas por hongos, que han favorecido la aparición de resistencias. El uso de microorganismos 

como agentes de control biológico (ACB) de enfermedades es una de las claves para realizar una 

producción con menos residuos fitosanitarios, reduciendo el impacto ambiental y proporcionando una 

mayor seguridad alimentaria. Adicionalmente, mucho de los ACB comercializados actúan como 

agentes promotores del crecimiento vegetal, promoviendo el rendimiento de las cosechas y la calidad 

de los cultivos, reduciendo los costos de fertilización a los agricultores.  

 

La búsqueda de nuevas herramientas que permitan reducir el uso de plaguicidas y fertilizantes 

químicos es un objetivo que hay que alcanzar a medio plazo. En la zona de Almería, se ha producido 

un notable avance en el control biológico de las plagas, no así en el de las enfermedades, siendo este 

aún bastante dependiente del uso de agroquímicos. 

 

El objetivo general de este trabajo fue la evaluación de Trichoderma aggressivum f. europaeum 

como agente promotor del crecimiento vegetal y de control biológico de enfermedades hortícolas, 

para el uso en la agricultura. Partiendo de que no es una cepa referenciada como agente promotor del 

crecimiento vegetal ni como controlador biológico de enfermedades, sino por el contrario es una cepa 

descrita como generadora del moho verde en cultivos de champiñón (Agaricus bisporus). 

 

La utilización de microorganismos beneficiosos como el género Trichoderma, es una de las 

estrategias más prometedoras para el aumento de la productividad y la reducción del uso de 

fertilizantes inorgánicos, herbicidas, y pesticidas. Para lograr el objetivo general, se plantearon varios 

objetivos específicos, por medio de las metodologías más adecuadas para la evaluación de 

Trichoderma aggressivum f. europaeum, en los cultivos hortícolas de más interés en la zona de 

estudio. En este momento nos encontramos en un período de transición hacia un futuro reglamento 

europeo de fertilizantes y biocontroladores, aun a la fecha la mayoría de los microorganismos 

evaluados en la literatura, no llegan al mercado comercial.  
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A lo largo de la presente tesis se presentan los resultados obtenidos en los ensayos realizados 

a partir de los diferentes objetivos específicos; dando inicio con la determinación de la velocidad y 

capacidad de crecimiento en diferentes condiciones in vitro, así como la capacidad antagonista, por 

medio de la capacidad de inhibición de desarrollo de diversos fitopatógenos de importancia en 

condiciones in vitro. Se determino la capacidad de promoción del crecimiento vegetal en semillas y 

plántulas de diversos cultivos, en diferentes ambientes. Se realizó la estimación de la capacidad la 

cepa como agente de control biológico de fitopatógenos in vivo en invernadero. Así como la 

producción de metabolitos, actividad enzimática, producción de ácido indolacético y sideróforos, se 

llevó a cabo la identificación y caracterización molecular mediante PCR y análisis de la 

secuenciación. Finalmente se realizó la puesta a punto de sistemas de multiplicación masiva a escala 

piloto.  También la compatibilidad de Trichoderma aggressivum f. europaeum con fungicidas. 

 

Desde el punto de vista de la investigación, este trabajo permite contribuir con un nuevo 

microorganismo viable para la prevención y control de enfermedades fúngicas en las plantas, así 

como la promoción del crecimiento. 
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Abstract 

 
Almeria, Spain, is currently one of the most important areas in intensive vegetable production, 

having a great importance both in terms of production area under glass, as well as a great economic 

importance derived from exports. 

 

The control of pests and diseases in protected crops is a complex problem that has been 

aggravated using chemical pesticides, mainly in the management of fungal diseases, which have 

favored the appearance of resistance. The use of microorganisms as biological control agents (BCA) 

for diseases is one of the keys to production with less phytosanitary residues, reducing environmental 

impact and providing greater food safety. In addition, many of the CBAs on the market act as plant 

growth promoting agents, promoting crop yields and crop quality, reducing fertilizer costs for 

farmers.  

 

The search for new tools to reduce the use of pesticides and chemical fertilizers is an objective 

to be achieved in the medium term. In the Almeria area, there has been notable progress in biological 

pest control, but not in disease control, which is still highly dependent on the use of agrochemicals. 

 

The general objective of this work was the evaluation of Trichoderma aggressivum f. 

europaeum as a plant growth promoter and biological control agent for horticultural diseases, for use 

in agriculture. This is since it is not a strain referenced as a plant growth promoting agent or as a 

biological disease controller, but on the contrary, it is a strain described as a generator of green mould 

in mushroom crops (Agaricus bisporus). 

 

The use of beneficial microorganisms such as the genus Trichoderma is one of the most 

promising strategies for increasing productivity and reducing the use of inorganic fertilizers, 

herbicides, and pesticides. To achieve the general objective, several specific objectives were 

proposed, by means of the most appropriate methodologies for the evaluation of Trichoderma 

aggressivum f. europaeum, in the horticultural crops of most interest in the study area. Now we are 

in a transition period towards a future European regulation of fertilizers and bio-controllers, even to 

date most of the micro-organisms evaluated in the literature have not reached the commercial market.  

 

Throughout this thesis, the results obtained in the tests carried out from the different specific 

objectives are presented; starting with the determination of the speed and capacity of growth in 
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different in vitro conditions, as well as the antagonistic capacity, by means of the capacity of 

inhibition of the development of diverse phytopathogens of importance in in vitro conditions. The 

capacity to promote plant growth in seeds and seedlings of different crops in different environments 

was determined. The capacity of the strain as a biological control agent of phytopathogens in vivo in 

greenhouses was estimated. Metabolite production, enzyme activity, production of indoleacetic acid 

and siderophores, molecular identification and characterisation by PCR and sequencing analysis were 

carried out. Finally, mass multiplication systems were set up on a pilot scale.  Also, the compatibility 

of Trichoderma aggressivum f. europaeum with fungicides. 

 

From a research point of view, this work allows us to contribute with a new viable 

microorganism for the prevention and control of fungal diseases in plants, as well as growth 

promotion. 
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Abreviaturas en el texto 

 

°C Grados centígrados 

ACB Agentes de Control Biológico  

AIA Ácido Indol-3- Acético 

ANOVA Análisis de la Varianza 

BH Trigo Sarraceno 

BPA Buenas Prácticas Agrícolas 

C Carbono 

CAS Medio de Agar Cromo-Azurol 

CE Comunidad Europea 

CFU Unidades Formadoras de Colonias 

CLP Reglamento de Nuevos Pictogramas y Frases 

COVID-19 Enfermedad por Coronavirus SARS-CoV-2. 

CPCA Cadena Alimentaria y de Seguridad Animal 

D Diámetro del Tallo 

DAR Proyecto de Informe de Evaluación 

DO Diario Oficial de la Unión Europea 

DQI Índice de Calidad de Dickson 

ECPA Asociación Europea para la Protección de Cultivos 

EFSA  Agencia Europea de Seguridad Alimentaria 

EMR Estado Miembro Informante 

EPS Síntesis de exopolisacárido 

F Frecuencia de Documentos 

FAO Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación 

FeCl3 Cloruro de Hierro 

g Gramos 

GIP Gestión Integrada de Plagas 

h Horas 

HClO4 Ácido Perclórico 

HR Humedad relativa 

IBMA Asociación Internacional de Fabricantes de Biocontrol 

ISR Resistencia Sistémica Inducida 

IVS Índice de Vigor de las Semillas 

JCR Reporte de Citas en Revistas 

K2O Óxido de Potasio 

kg Kilogramos 

L Litros 

LMR Límites Máximos de Residuos 

LS Longitud del Tallo 

MBCA Agentes de Control Biológico Microbiano 

min Minutos 

MIP Manejo Integrado de Plagas 

mL Mililitros 
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mm Milímetros 

MPP Microorganismos Promotores de Plantas o Microorganismos Probióticos 

Vegetales 

N Número de documentos 

N Nitrógeno 

NaCl Cloruro de Sodio 

NaOCl Hipoclorito de Sodio 

NBRIP Caldo de Fosfato Tricálcico Básico 

NCBI Centro Nacional de Biotecnología 

nm Nanómetros 

O Avena 

ODS Objetivos de Desarrollo Sostenible 

OMS Organización Mundial de la Salud 

ONU Organización de las Naciones Unidas 

P Fosforo 

P2O5 Óxido de Fósforo 

PDA Medio Agar Papa Dextrosa 

PGPF Hongos Promotores del Crecimiento Vegetal 

PGPM Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal 

PGPR Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal 

pH Medida de acidz 

PIRG Porcentaje de Inhibición del crecimiento radial del micelio del patógeno 

Py Pythium ultimum 

R Arroz 

R Posición en el Ranking 

RDW Peso Seco de la raíz 

RM Reconocimiento Mutuo 

SDW Peso Seco del Tallo 

SNPV Nucleopoliendrovirus simple 

TA Trichoderma aggressivum 

TDW Peso Seco Total 

TL Trichoderma logibranchiatum 

TS Trichoderma saturnisporum 

UE Unión Europea 

WoS Web de la Ciencia 
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Introducción 

 

El control biológico en la agricultura 

 

1.1. Contexto actual 

 

Las nuevas tendencias de consumo se dirigen a productos libres de químicos, con mejor 

calidad, inocuidad y aporte de nutricional, siendo los productos bio un mercado principalmente para 

la población con un poder adquisitivo elevado. Por otro lado, durante 2020 se ha incrementado el 

número de personas que padecen hambre en el mundo, siendo entre 720 y 811 millones de personas 

[1]. En el caso de Europa, no se esperan grandes cambios demográficos. Sin embargo, se estima que 

la población mundial pasará de 7.800 millones en 2020 a 9.700 millones en 2050 y se requerirá al 

menos el doble de la producción actual, sin importar el daño en los recursos medioambientales y la 

disminución de las tierras de cultivo, debiendo adoptar el uso de sistemas de cultivo que permitan 

aumentar la productividad y minimicen los daños en el entorno [2]. 

Para lograr este reto la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO, 2021) ha propuesto los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), donde se 

manifiesta que es fundamental contar con sistemas agroalimentarios eficientes, inclusivos, resilientes 

y sostenibles [3]. La pandemia por coronavirus (COVID-19) ha impactado en todo el mundo, 

principalmente a los sistemas agroalimentarios, acrecentando los problemas y contrariedades del 

sector agrario. Dicha pandemia representa una crisis sanitaria, socioeconómica y humanitaria que está 

profundizando las desigualdades de la población. Para tener una rápida recuperación del sector 

agrícola y como medida para hacer frente la situación mundial de la seguridad alimentaria y la 

nutrición es necesario alinear las producciones a los ODS, a fin de alcanzar las metas establecidas en 

la Agenda 2030 [3,4]. 

Entre las principales causas que influyen en la falta de seguridad alimentaria y aumento de la 

economía de muchos países, está la baja productividad agrícola y la perdida de hasta un 30% de 

rendimiento en los cultivos [5,6]. La disponibilidad de nutrientes y el control de enfermedades son 

dos de los factores que afectan en la producción de los cultivos, siendo necesaria una mayor 

conciencia sobre el uso de pesticidas y plaguicidas químicos y el uso en exceso de fertilizantes 

inorgánicos [7]. El uso indiscriminado del control químico, entre ellos los fungicidas, pesticidas y 

herbicidas, han suscitado problemas en los ecosistemas, generando resistencia a su acción por parte 

de los microorganismos plaga o causantes de enfermedades en invernadero; además, la acumulación 
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de estos productos en los alimentos ha desencadenado complicaciones a la salud humana [8,9,10,11], 

situación que nos mantiene alejados de una producción sostenible. 

Desde hace varias décadas, varias especies microbianas se están usando como agentes de 

control biológico (ACB) tanto para patógenos presentes en el suelo como en los cultivos [12,13], 

debido a su baja posibilidad de inducir resistencia en el patógeno objetivo [14,15]. Su sinónimo 

“biocontrol” en su forma abreviada es ampliamente utilizado en fitopatología y entomología [16]. 

El uso de microorganismos para controlar enfermedades o plagas en las plantas es la definición 

más cerrada de biocontrol [17,18,19], y una definición más amplia y actualizada comprende no sólo 

microorganismos, sino también los compuestos que secretan, los cuales pueden desencadenar la 

propia defensa de las plantas [20], definición validada por la Asociación Internacional de Fabricantes 

de Biocontrol (IBMA), la cual define que los organismos de biocontrol se encuentran ampliamente 

en la naturaleza e incluyen bacterias, hongos, virus, levaduras y protozoos, y pueden controlar 

enfermedades de las plantas de forma directa o indirecta [21,22,23]. 

La industria del control biológico desarrolla estrategias biológicas no tóxicas para el medio 

ambiente, que permiten el control de plagas y enfermedades [24]. Incluso, el uso de microorganismos 

para el control de enfermedades poscosecha. Son un producto más seguro en su aplicación y 

transporte, de bajo costo de producción y mínimamente dañino para el ambiente. Entre los géneros 

fúngicos, Trichoderma es el género más ampliamente utilizado dentro del control biológico en la 

agricultura, tanto para controlar enfermedades como plagas [25,26]. 

Los microorganismos han tomado el entorno de la planta como hábitat, donde se han adaptado 

al medio vegetal que ofrecen las plantas siendo principalmente tres: la filósfera (parte aérea de la 

planta) [27], la rizosfera (zona de influencia del sistema radicular) [28] y la endosfera (sistema de 

transporte interno) [29]. El microbioma generado en las plantas es de gran importancia para el 

biocontrol y la promoción del crecimiento, ya que las interacciones que se pueden dar entre los 

microorganismos y la planta pueden ser, neutras, benéficas o incluso perjudiciales, dependiendo de 

quien las cause, bacterias simbióticas, micorrizas, hongos con capacidad fitoestimulante, o 

interacciones con bacterias, hongos o virus patógenos que den lugar a enfermedades [30]. 

El termino microbioma tiene diferentes definiciones. Se puede describir como el conjunto de 

genomas (material genético para el desarrollo y funcionamiento) de los microorganismos de un 

hábitat en específico y la microbiota como el conjunto de comunidades microbianas. En el caso de 

las plantas, el microbioma son todas las comunidades microbianas viviendo e interactuando 

agrupadas en los diferentes tejidos (raíces, brotes, hojas, semillas, flores) [31,32]. El microbioma está 
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compuesto por varios tipos de organismos diferentes, incluyendo hongos, bacterias, protozoos y virus 

[33]. A la aplicación de comunidades diseñadas o derivadas de otras anteriores para modificar el 

microbioma, puede considerarse como un tratamiento probiótico. El éxito de estos depende de la 

dinámica ecológica del sistema [34,35,36]. Los probióticos han sido definidos por OMS/FAO/ONU 

como microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades adecuadas, confieren 

beneficios para la salud del huésped [37]. 

Los microorganismos probióticos vegetales (MPP), también son conocidos como 

bioprotectores, biocontroladores, biofertilizantes o bioestimulantes; son microorganismos 

beneficiosos que ofrecen una alternativa prometedora al cuidado del medio ambiente y la salud. Las 

plantas siempre están en interacción con microorganismos que favorecen la asimilación de nutrientes 

y la tolerancia el estrés abiótico, como hongos y bacterias que estimulan la promoción del crecimiento 

vegetal, por acción de diferentes mecanismos que facilitan el intercambio de elementos químicos del 

ambiente que les rodea, y permiten su intervención en diversos ciclos biogeoquímicos [38,39]. 

Los microorganismos pueden interactuar con la planta, ya sea que vivan fuera (rizosfera), 

dentro (endosfera) o sobre (filosfera) la planta. La rizosfera (epifitos) es la parte del suelo en la que 

influyen las raíces de las plantas [40]. El termino endófitos, admite como definiciones aquellos 

microorganismos presentes en los tejidos de las plantas sin causar síntomas o daños [41,42] a través 

de diversos mecanismos como son: retraso en el desarrollo de la plaga [43,44], inhibición en el 

consumo de los insectos [45,46,47,48], descenso de la supervivencia larvaria [49,50] y la disminución 

de la tasa de reproducción [51,52]. 

Las bacterias endofíticas colonizan los tejidos de las plantas sin causar infecciones o efectos 

negativos [53], residiendo de forma transitoria en el apoplasma o el simplasma [54]. Los efectos 

beneficiosos son mayores que el de las rizobacterias y pueden verse agravados en condiciones de 

estrés abiótico y biótico [55,56]. En cambio, los hongos endófitos son aquellos que colonizan y pasan 

parte de su ciclo de vida en el interior de los tejidos vegetales, sin causar daños o enfermedades. En 

los últimos años se han descrito numerosas especies de hongos endofíticos que son capaces de reducir 

la alimentación de los insectos herbívoros en las plantas colonizadas y además activar las defensas de 

las plantas por la producción de diversos compuestos [57]. 

Los microorganismos benéficos pueden incrementar la producción agrícola y la reducción del 

uso de fertilizantes, siendo usados como Biopesticidas o Biofertilizantes y bioactivadores. Los 

Biopesticidas son aquellos productos formulados por organismos biológicos y utilizados como 

plaguicidas para controlar plagas y enfermedades en cultivos, donde se ve amenazada la 
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productividad. Los bioplaguicidas (herbicidas, insecticidas y fungicidas) incluyen microorganismos 

como bacterias, virus, protozoos, nematodos y hongos; también están catalogados como biopesticidas 

los insectos parasitoides depredadores, ácaros, plantas y compuestos que alteren el comportamiento 

de los insectos. Los mecanismos de acción incluyen el antagonismo, la competencia, la infección, la 

infestación, la toxicidad y la depredación [58,59]. Los bioplaguicidas son parte de los programas de 

gestión integrada de plagas (GIP), como medida para la reducción de plaguicidas químicos, sin 

interferir en el rendimiento de los cultivos. 

Existen diferentes métodos de fertilización del suelo, como la fertilización química, la 

fertilización orgánica y el uso de microorganismos [60], utilizados para mejorar los macro y 

micronutrientes, principalmente nitrógeno y fósforo, que favorecen el crecimiento y la producción de 

las plantas. El uso de microorganismos para aumentar el suministro o la disponibilidad de nutrientes 

primarios para las plantas se define como biofertilización [61].  Los bioestimulantes vegetales son 

aquellos que contienen sustancias o microorganismos, cuya función al ser aplicados a las plantas o a 

la rizosfera, es estimular los procesos naturales necesarios para mejorar la absorción de nutrientes, la 

tolerancia al estrés y la calidad del rendimiento de los cultivos [62]. Los agentes de control biológico 

(bioplaguicidas), también se han aplicado con éxito como biofertilizantes y bioestimuladores en 

plantas [63,64,65]. 

1.2. Microorganismos en el control Biológico 

 
De acuerdo con los objetivos de esta tesis, a continuación, se describirán los microorganismos 

más utilizados para el control biológico y promoción de crecimiento vegetal, desde dos puntos de 

vista el control biológico clásico y el de microorganismos. 

Un Agente de Control Biológico es un enemigo natural, antagonista o competidor, utilizado 

para el control de plagas [66], agentes patógenos o insectos herbívoros. En un sentido amplio, el 

control biológico se definió como el uso de microorganismos vivos [23]. El objetivo principal del 

control biológico es un control autosostenible, manteniendo a la población plaga por debajo de 

umbrales aceptables. Existen diferentes enfoques del control biológico entre ellos, el control 

biológico clásico que se refiere a la introducción de un enemigo natural no nativo, para el control de 

uno de origen no autóctono, estableciendo una población de enemigos naturales suficientes para el 

control de la plaga objetivo, desarrollado principalmente para gestionar las plagas de plagas de 

insectos que afectan a los cultivos agrícolas [67,68,69], ácaros y enfermedades de las plantas [70]. 

En general, Beauveria spp., Metarhizium spp. [71], Purpureocillium sp., Cordyceps spp., 

Paecilomyces spp., Akanthomyces spp. (syn. Cephalosporium spp.) [72,73], y Akanthomyces lecanii 
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(Zimm) Spatafora (syn. Lecanicillium lecanii Zare & Gams) [74,75,76,77,78,79,80], se han utilizado 

como bioinsecticidas para el control eficaz de las plagas. Metarhizium, Cordyceps y Trichoderma 

también habitan como endófitos de plantas [81,82], produciendo una variedad de compuestos de bajo 

peso molecular, metabolitos secundarios, responsables de actividades biológicas, como es la 

insecticida [83] o fungicida [84]. 

Los virus, las bacterias y los nematodos también se han empleado como agentes de biocontrol 

microbiano para mitigar los daños causados por artrópodos plagas y enfermedades de artrópodos. Por 

ejemplo, el nematodo, Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Steinernematidae) se ha utilizado para 

el control de las orugas [85], un nucleopoliedrovirus simple (SNPV) se ha utilizado para el control 

del gusano cogollero africano, Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) [86] y 

Serratia marcescens Bizio, un ejemplo de bacteria usada para el control de enfermedades de la 

podredumbre de la raíz [87].  

 Artrópodos (depredadores y parasitoides) 

 

En la provincia de Almería se cuenta con al menos 31.614 hectáreas de invernaderos [88], 

donde se ha llevado a cabo desde hace más de 20 años, el control biológico de insectos plaga, por 

medio de sueltas de fauna auxiliar y artrópodos (parasitoides y depredadores). Actualmente esta 

provincia es una referencia por el manejo de cultivos protegidos con ayuda del control biológico, a 

pesar de que, en sus inicios, el uso de artrópodos en el control de plagas en cultivos de pimiento tardo 

más en introducirse de forma intensiva, en comparación con otras zonas, como el Campo de 

Cartagena, donde desde el año 2001 se aplican estas técnicas de control en la mayoría de los cultivos 

[89,90]. 

En cultivos de pimiento de la región almeriense, se tenía una situación compleja en el manejo 

del trips, Frankliniella occidentalis, al igual que la mosca blanca Bemisia tabaci y la 

oruga, Spodoptera exigua, contexto debido principalmente a la resistencia de las plagas a materias 

químicas disponibles para su control [91,92]. Por ello se optó por el uso de la chinche depredadora 

Orius laevigatus [93], y más recientemente, se han añadido al manejo el ácaro fitoséido Amblyseius 

swirskii, depredador de larvas de trips y de huevos de Bemisia tabaci [94]. 

En tomate se realizan sueltas de enemigos naturales, contra la principal plaga, Bemisia tabaci, 

soltando el parasitoide Eretmocerus mundus y el mírido Nesidiocoris tenuis. Contra el minador 

(Liriomyza spp.) se utiliza el parasitoide Diglyphus isaea, mientras que el control de ácaros 

(Tetranichus spp. y Aculops lycopersici) no se ha conseguido un buen control biológico. Los 

depredadores de trips que funcionan bien en otros cultivos, Orius laevigatus y Amblyseius swirskii, 
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no son capaces de mantenerse en tomate. Para el control de Tuta absoluta de momento, se realizan 

sueltas de míridos (Nesidiocoris tenuis) como depredadores y se están realizando estudios de otro 

heteróptero, Nabis pseudoferus (Hemiptera, Nabidae) [95]. En América Latina se conoce a especies 

como Trichogramma pretiosum (Hymenoptera, Trichogrammatidae), parasitoide de huevos, y 

a Pseudapanteles dignus (Hymenoptera, Braconidae) como parasitoides con cierta eficacia contra la 

plaga.  

En cultivos como pepino, calabacín, judía, melón y sandía que son de ciclos cortos de duración, 

la gama de enemigos naturales de utilidad se limita a las especies con un ciclo de vida rápida, es decir, 

los ácaros depredadores y los parasitoides. Generalmente, un ciclo de cultivo de 3 meses no se presta 

para el establecimiento de los chinches, míridos o anthocóridos, sobre todo cuando este ciclo se 

produce en épocas con temperaturas bajas.  El control de plagas por los enemigos naturales funciona 

mejor que el control químico y la planta se muestra más productiva cuando se puede prescindir de los 

tratamientos semanales con mezclas de plaguicidas [96]. 

Microorganismos entomopatógenos 

 
Los hongos entomopatógenos son especialmente adecuados para su desarrollo como 

bioplaguicidas, ya que, a diferencia de las bacterias y los virus, que tienen que ser ingeridos para 

causar enfermedades, los hongos suelen infectar a los insectos mediante la penetración directa de la 

cutícula, seguida de su multiplicación en el hemocele, para lo que requieren adhesinas y enzimas 

líticas (quitinasas, proteasas y lipasas) [97,98,99]. La ventaja que presentan estos microorganismos 

es la relación que mantiene con la planta que permiten la disponibilidad de los metabolitos bioactivos 

insecticidas o antimicrobianos secretados en los tejidos de las plantas, la cual sirve como un puente 

para la movilización de estos compuestos al patógeno o plaga objetivo [100,101]. 

Los hongos entomopatógenos tienen un gran potencial como agentes de control, constituyendo 

un grupo con más de 100 géneros y más de 750 especies, diseminados en el medio ambiente y que 

causan infecciones fúngicas a poblaciones de artrópodos [102, 103]. Sólo 10 especies han sido 

explotadas comercialmente, entre ellas, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea 

rileyi, Verticillium lecanii, Hirsutella thompsonii, Paecilomyces spp. [104], incluyendo el conocido 

parasitismo de hongos fitopatógenos por especies de Trichoderma [105,106,73]. Los hongos 

entomopatógenos desarrollados como micoacaricidas, pueden encargarse de forma natural las 

poblaciones de ácaros [107]. Recientemente Poveda [108], ha publicado un artículo donde describe 

la mayoría de las especies de Trichoderma usadas como agente de biocontrol contra las plagas, por 

su capacidad entomopatógena. 
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El movimiento hacia una agricultura respetuosa con el medio ambiente de las últimas dos 

décadas ha fomentado el uso y el uso y facilitado los estudios de los hongos de biocontrol, así como 

desarrollo de la gestión integrada de plagas (GIP) requiere el uso de diferentes estrategias biológicas 

y físicas, incluyendo microorganismos, depredadores y/o parasitoides [109,110,111]. 

 Microorganismos biocontroladores 

 

Existen evidencias que muestran como los microorganismos del suelo (hongos y bacterias de 

la rizosfera), pueden desempeñar un papel importante en la supresión de las enfermedades de las 

plantas mediante el control directo de patógenos radiculares y foliares, así como por la inducción de 

la resistencia sistémica en las plantas. La capacidad de estos microorganismos, para generar 

inmunidad a las plantas contra patógenos ha popularizado su uso para la protección de cultivos 

generando una disminución del uso de pesticidas [112,113,114,115]. 

Los microorganismos biocontroladores favorecen la agricultura sostenible, al mejorar la 

tolerancia de las plantas al estrés biótico y abiótico, como las temperaturas extremas (frío, heladas y 

calor), salinidad, estrés hídrico o mejorando las condiciones de la planta para evitar el establecimiento 

de microorganismos patógenos causantes de enfermedades [116,117,118,119]. 

Las enfermedades más importantes que causan grandes pérdidas en los cultivos agrícolas son: 

el moho (Pythium aphanideramatum (Eds.) Fitz, Phytophthora spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia 

spp., la mancha foliar de Alternaria (Alternaria melongenae Rang. & Samb y A. solani (El. & Mart) 

Jones y Grout), la mancha foliar por Cercospora (Cercospora melongenae Welles y C. solani-

melongenae Chupp) Phomopsis blight y pudrición de la fruta (Phomopsis vexans (Sacc & Syd) 

Harter), el tizón por Sclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), el marchitamiento por 

Verticillium (Verticillium dahlia Kleb.), la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum Yabuuchi 

et al. 1995), la hoja pequeña (micoplasma) y el mosaico (grupo Tymovirus). Todos ellos pueden 

causar una pérdida de rendimiento superior al 70 % [120,121,122]. 

Los patógenos en su mayoría se han vuelto insensibles/resistentes a los productos químicos 

comerciales, por lo que la aplicación de biofungicidas para controlar las plagas es una herramienta en 

uso [123,124]. Existen varios mecanismos por los que los microorganismos de actúan como control 

biológico ante las enfermedades, principalmente competición, parasitismo, antibiosis y resistencia 

sistémica. 
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1.2.1.1. Competición 

La competición entre los agentes de biocontrol y el patógeno se da a través de la competencia 

por los nutrientes o el espacio en la planta, conduciendo a una menor infección o del patógeno [105]. 

En los ensayos de cribado basados en el fenotipo, se evalúa el efecto antagonista directo sobre el 

patógeno midiendo la capacidad de inhibición de crecimiento del patógeno y su capacidad de formar 

estructuras infecciosas específicas (apresorios), observadas en microscopía o su efecto patógeno en 

la planta (la intensidad de la enfermedad o virulencia) [122,125]. El género Trichoderma spp. por 

ejemplo, compite con otros hongos por los nutrientes y los elementos esenciales en el suelo y la 

rizosfera y/o modifican la rizosfera acidificando el suelo, donde los patógenos no pueden crecer. 

[126,127]. 

1.2.1.2. Parasitismo 

 

El parasitismo, sólo aplica a los agentes de control biológicos vivos, debido a que implica la 

interacción de dos organismos, en los que el parásito en este caso el agente de biocontrol vive sobre 

el huésped o dentro, incluso en las células del huésped, que generalmente es el patógeno de la planta, 

lo que provoca efectos antagónicos en este último. Estas interacciones pueden incluir el parasitismo 

de virus (bacteriófagos) sobre bacterias [128], bacterias sobre hongos (micofagia) y de hongos sobre 

hongos (micoparasitismo) [129].  

El término micoparasitismo se utiliza en referencia al fenómeno de un hongo que parasita a 

otro, mientras que el término hiperparasitismo se utiliza en referencia a los micoparásitos de 

huéspedes fúngicos, que son también, parásitos. En general, los parásitos, incluidos los micoparásitos, 

se dividen en necrótrofos y biotrofos; y de acuerdo con los conceptos de necrotrofia y biotrofia, se 

sabe que los necrótrofos obtienen su nutrición de las células muertas del huésped después de matarlo, 

mientras que los biotrofos no matan a su huésped.  Los antagonistas que actúan a través del 

hiperparasitismo interfieren directamente con el patógeno, por ejemplo, el parasitismo de hongos 

fitopatógenos por especies de Trichoderma [130,131]. 

1.2.1.3. Antibiosis 

 

La antibiosis se define como la inhibición o destrucción del microorganismo mediante 

sustancias como metabolitos específicos o inespecíficos o por la producción de antibióticos que 

inhiben el crecimiento de otro microorganismo [132,133]. 

Los antibióticos son sustancias volátiles o no volátiles producidas por el microorganismo, que 

actúan a bajas concentraciones, aunque se han descrito otros compuestos antimicrobianos excretados 
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por los agentes de control biológico, como: las enzimas que degradan la pared celular (quitinasas y 

glucanasas), hidrolasas, pironas, terpenoides, sideróforos y peptaiboles. Algunos microorganismos 

comienzan a producir antibióticos sólo cuando hay una cantidad significativa de sustrato, 

principalmente de carbono, mientras que otros microorganismos comienzan a producir antibióticos 

cuando la disponibilidad de sustrato se reduce. Se cree que esta estrategia sirve para ampliar la 

actividad general de ciertos microorganismos al impedir que otros microorganismos utilicen la 

cantidad restante de sustrato. Por lo tanto, la antibiosis parece tener un papel importante en la 

capacidad competitiva de los microorganismos que producen antibióticos. La secreción de 

metabolitos interfiere a los factores de patogenicidad, reduciendo así virulencia del patógeno 

[134,135]. 

1.2.1.4. Resistencia Sistémica  

 

El término resistencia inducida es un sinónimo para el estado de resistencia inducido en las 

plantas provocado por inductores biológicos o químicos, que protege las partes de la planta no 

expuestas contra futuros ataques de microorganismos patógenos e insectos herbívoros. Las plantas 

pueden desarrollar una resistencia inducida como resultado de la infección por un patógeno, en 

respuesta al ataque de insectos, tras la colonización de las raíces por microbios beneficiosos 

específicos o tras el tratamiento con productos químicos específicos [136,137]. 

El estado de resistencia inducida se caracteriza por la activación de mecanismos de defensa 

latentes que se expresan ante un desafío posterior de un patógeno o un insecto herbívoro. Es regulada 

por una red de vías de señalización interconectadas en las que las hormonas vegetales desempeñan 

un papel regulador importante. Las vías implicadas en las resistencias son, en muchas ocasiones, la 

del ácido salicílico, el ácido jasmónico, el etileno o el óxido nitroso, que inducen las señales primarias 

en la regulación de la respuesta inmune de las plantas que conducen a la producción de una variedad 

de metabolitos y proteínas con diversas funciones [138,139,140]. 

Las plantas a menudo son agredidas simultáneamente por patógenos y microorganismos 

benéficos y la activación de diferentes mecanismos de defensa de la planta, las vías acido salicílico y 

ácido jasmónico, a menudo resulta en su antagonismo recíproco, que ha sido interpretado como una 

estrategia adaptativa de ahorro de energía ante los diferentes enemigos que son susceptibles a 

diferentes estrategias de defensa [141]. La resistencia sistémica inducida (ISR) es parte del 

mecanismo a través del cual las bacterias y los hongos promueven el crecimiento de las plantas 

estimulando su crecimiento y su resistencia a los patógenos [142]. 
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La colonización de la raíz es un evento vital necesario para el inicio de la ISR. Esto es esencial, 

ya que los microbios beneficiosos necesitan establecer una asociación mutualista con el sistema 

radicular de la planta huésped de forma eficiente. Para que se produzca la sinergia, tanto la planta 

como los microorganismos benéficos deben responder mutuamente las señales [143,81]. 

Los hongos como agentes de control biológico tienen características competentes para su 

explotación multifacética, en la agricultura sostenible, como biofertilizantes para promover el 

crecimiento de las plantas y como agentes de biocontrol para la gestión de plagas y enfermedades 

[144,145]. 

1.3. Biofertilizantes y Bioestimulantes 

 

La gestión integrada de plagas GIP, es una estrategia de control biológico basada en los factores 

naturales. Un programa de control integrado de plagas considera todas las acciones de control 

disponibles, incluyendo la no acción, y evalúa la interacción potencial entre las diversas tácticas de 

control, las prácticas culturales, el clima, otras plagas y el cultivo a proteger [146]. 

Como parte de la GIP, está el uso de bioestimulantes definida en la literatura científica en 2007, 

donde se define a los bioestimulantes como: "Son materiales, distintos de los fertilizantes, que 

promueven el crecimiento de las plantas cuando se aplican en bajas cantidades", donde estos 

materiales son una variedad de formulaciones, incluso la mezcla de distintos ingredientes. [147]. 

Estos mejoran la nutrición y lo hacen independientemente de su contenido en nutrientes. Los 

biofertilizantes son una subcategoría de los bioestimulantes. Aumentan la eficiencia del uso de los 

nutrientes y abren nuevas vías de adquisición de nutrientes por parte de las plantas. Pueden ser 

bioestimulantes microbianos: incluyen hongos micorrícicos y no micorrícicos, endosimbiontes 

bacterianos (las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) y hongos (hongos promotores del 

crecimiento vegetal). Así, los microorganismos aplicados a las plantas pueden tener una doble función 

de agente de biocontrol y de bioestimulante, en beneficio de la agricultura [148]. 

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM) forman parte de los 

Biofertilizantes y Bioestimulantes y pueden dividirse en dos grupos principales: rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF). 

Estos microorganismos son capaces de aumentar las concentraciones de micronutrientes en muchos 

cultivos principalmente el selenio, el hierro y el zinc. Las interacciones entre las plantas y los 

microorganismos incrementan la biofortificación de los cultivos con micronutrientes de forma 

sostenible y respetuosa con el medio ambiente. [149]. 
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1.3.1. PGPR (Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) 

 

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) contribuyen en gran medida a 

mejorar el crecimiento y el rendimiento de las plantas [150], forman parte de la rizosfera en asociación 

con las plantas, estimulan el crecimiento, cuentan con una gran adaptación a una variedad de entornos, 

una tasa de crecimiento rápida y versatilidad bioquímica que les permite metabolizar una amplia gama 

de compuestos naturales y xenobióticos [151]. 

Las PGPR pueden clasificarse como rizosféricas y endofíticas o extracelulares e intracelular 

[152]. Las extracelulares existen en la rizosfera, en los espacios entre las células de la corteza de la 

raíz e intracelulares dentro de las células de la raíz, generalmente en estructuras nodulares 

especializadas. Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, 

Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas y Serratia 

son extracelulares [153,154,155], Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y 

Rhizobium, de la familia Rhizobiaceae, intracelulares [156]. 

La mayoría de las rizobacterias pertenecientes son bacilos gram-negativos, y una proporción 

menor son bacilos gram-positivos, cocos o pleomórficos [157]. Las PGPR endofíticas o intracelulares 

generalmente colonizan las estructuras celulares nodulares especializadas de la raíz e incluyen 

bacterias que fijan el nitrógeno atmosférico el fósforo y el hierro, que son esenciales para el desarrollo 

de la planta. La modulación de los niveles hormonales puede implicar a PGPB en la síntesis de una o 

más fitohormonas, auxinas, citoquininas y giberelinas [158]. 

La rizosfera, una importante interfaz entre las raíces de las plantas y el suelo, puede contribuir 

a la agricultura sostenible cuando se aprovecha la interacción entre las plantas y las bacterias 

beneficiosa por promoción directa o indirecta. Los mecanismos de promoción directa del crecimiento 

de las plantas, la biofertilización y la fitoestimulación, son dos ejemplos de métodos que 

simultáneamente minimizan el uso de fertilizantes químicos y las bacterias con propiedades tanto de 

biocontrol como de biofertilización y fitoestimulación ofrecen ventajas a las plantas en términos de 

suministro de nutrientes y el control de enfermedades [159,160,161,154]. Las PGPR comercializadas 

mundialmente son Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium y 

Serratia, sin embargo, existen muchas más que han sido estudiadas, pero no han sido registradas para 

su comercialización [162]. 

1.3.2.  PGPF (Hongos promotores del crecimiento vegetal) 

Los hongos promotores del crecimiento vegetal, al igual que las PGPR, suelen encontrarse en 

la rizosfera de muchas especies de plantas suprimiendo enfermedades y aumentando su crecimiento. 
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La supresión de los patógenos de las plantas suele llevarse a cabo mediante la producción de 

antibióticos, y por resistencia sistémica inducida ISR [163]. 

Los hongos promotores del crecimiento de las plantas (PGPF) pueden mejorar el crecimiento 

de las plantas y el rendimiento de los cultivos a través de muchos mecanismos, como pueden ser: los 

niveles de ácido indol-3-acético (AIA), la secreción de celulasa y quitinasa [164,165], el incremento 

de la fijación de nitrógeno, la absorción de nutrientes, la producción de sideróforos, fitohormonas y 

metabolitos secundarios, la síntesis de exopolisacáridos (EPS), y muchos otros compuestos orgánicos 

además de mejorar las actividades enzimáticas [166-170]. Dichas enzimas están relacionadas con la 

defensa, compuestos defensivos/volátiles y fitohormonas que controlan a los patógenos, ayudando 

así a las plantas a afrontar a diversos estreses bióticos y abióticos [171], 

El uso de los PGPF en los cultivos ha sido bien recibido por los agricultores para aumentar el 

crecimiento de las plantas en condiciones de invernadero y de campo [172-176]. Al colonizar la zona 

radicular, favorecen la adaptación a sequía, minimizan los efectos nocivos del estrés retrasando la 

marchitez y cambios de déficit hídrico como conductancia estomática, fotosíntesis y decoloración de 

las hojas, promoviendo el aumento del contenido de aminoácidos, la producción de peróxido de 

hidrógeno y aumento de los fenoles en las plantas [177-179]. 

Especies de hongos como Trichoderma, Talaromyces, Fusarium, Phytophthora, Penicillium, 

Rhizoctonia, Gliocladium, Phoma, han sido estudiadas para la promoción de crecimiento de las 

plantas [180,181,182]. Se ha convertido en una forma ecológica de mejorar el rendimiento de los 

cultivos de los cultivos al mejorar la germinación de las semillas, el crecimiento de los brotes y las 

raíces, la producción de clorofila y el rendimiento de los frutos, etc., ya sea directa o indirectamente. 

El modo de acción de estos PGPF incluye la solubilización y mineralización de los micro y 

macronutrientes esenciales que necesitan las plantas para regular el equilibrio para varios procesos 

de la planta. La capacidad de colonización de las raíces ha dado lugar a un aumento de la superficie 

de las raíces, del número de raíces laterales y de la longitud de estas, reduciendo la degradación del 

suelo o sustrato y favoreciendo la absorción de nutrientes [183]. 

Diversos PGPF se han descrito como productores de sideróforos, además de promover el 

crecimiento de las plantas y el control de patógenos; como ejemplos tenemos a: Paecilomyces variotii, 

Penicillium oxalicum, Penicillium chrysogenum, Cunninghamella sp, Penicillium spinolosum, 

Absidia spp., Aspergillus sp., Thermoascus aurantiacus, Aspergillus flavus, A. niger, A. tamarii, A. 

nidulans, Fusarium sp, Rhizopus sp., Trichoderma sp., Beauveria spp., y Metarhizium spp. [184-

187]. 
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Muchas PGPF son capaces de producir ácido indol acético y giberelinas que atenúan la fuerza 

relativa de la interacción entre la señalización de ácido salicílico y la red de fitohormonas [188]. Las 

respuestas de resistencia inducida, o la activación dependiente de ácido jasmónico en la defensa de la 

planta frente a un patógeno, hace que las plantas respondan antes o más fuertemente a los ataques 

[188]. 

Los hongos PGPF, como los hongos micorrícicos arbusculares y distintas especies de 

Trichoderma, son los agentes de control biológico (ACB) más importantes contra diferentes 

patógenos en la agricultura [189-190], como en el caso de infestación por nematodos, hongos y 

bacterias patógenos. En la actualidad, son un método respetuoso con el medio ambiente de forma 

sostenible [191]. 

Desarrollo del control Biológico 

 
En las zonas de agricultura intensiva en condiciones de invernadero como Almería, España, se 

tiene documentado el avance en el control biológico de plagas debido al aumento en el uso de agentes 

de control biológico, aunque en menor medida en las enfermedades, obteniendo producciones con 

menor cantidad de residuos fitosanitarios y de mayor calidad y seguridad alimentaria. Los ACB 

actúan sobre los cultivos como agentes promotores del crecimiento vegetal, ayudando a sobrellevar 

los problemas nutricionales en la producción intensiva, así como la contaminación ambiental por el 

uso de fertilizantes químicos en exceso [192]. 

Después de la pandemia por COVID-19, una de las acciones de recuperación de los de los 

sistemas agroalimentarios, además de asegurar el abastecimiento y seguridad alimentaria debería ser 

la adopción de soluciones que beneficien a la naturaleza mediante una gestión integral de tierras, 

agua, plagas y cultivos. Por ejemplo, la Comisión Económica para América Latina y el Caribe ha 

destacado a la bioeconomía como un modelo económico basado en la producción de recursos 

biológicos renovables y la conversión de estos recursos en productos de valor añadido, como 

bioproductos, bioenergía y servicios. Como lo son, las innovaciones en la producción fertilizantes 

microbianos (PGPF y PGPR) que estimulen el crecimiento vegetal y protejan los cultivos [1,193].  

La popularidad y el uso de los bioestimulantes han aumentado drásticamente en los últimos 

años. Se ha predicho que los bioestimulantes tendrán un valor de mercado de más de 4.900 millones 

de dólares en el año 2025, con una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 11,24% [194]. 

Los principales interesados en los bioestimulantes son los agricultores, los inversores, los reguladores, 

los consumidores y los científicos que investigan sus formulaciones, mientras que el proceso de 
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aprovechamiento de los bioestimulantes en la agricultura sostenible está actualmente en curso en 

muchas industrias [195]. 

El entusiasmo en la industria comercial por elegir microorganismos beneficiosos, con los que 

desarrollar agentes de control, se ha expandido debido a que los bioplaguicidas microbianos son un 

agente importante en la gestión integrada de plagas (GIP) [196]. Para 2022 se esperaba que el mercado 

de plaguicidas químicos ascendiera a 66.000 millones de dólares, diez veces más que el de agentes 

de control biológico, y se estimaba que en el mercado de los agentes de biocontrol el control fúngico 

representaría el 10 y el 15% del mercado total de bioplaguicidas [197]. Sin embargo, en el informe 

de mercado de bioplaguicidas en la previsión mundial para 2025, se vaticina que el tamaño del 

mercado mundial de bioplaguicidas crezca a una tasa de crecimiento anual constante del 14,7%, 

pasando de un valor estimado de 4.300 millones de dólares en 2020 a 8.500 millones de dólares en 

2025 [198]. 

A pesar del número relativamente elevado de patentes de bioplaguicidas, sólo unos pocos se 

han materializado en un registro para uso agrícola. La excesiva especificidad en la mayoría de los 

casos y las preocupaciones de bioseguridad o medioambientales en otros son los principales factores 

limitantes [199]. En la práctica, la formulación elegida determina el potencial de éxito del inoculante. 

Muchos de los microorganismos que aparecen en la literatura, no llegan al mercado, debido quizás a 

una formulación inapropiada [30]. Esto puede deberse a que el agente de biocontrol debe producirse 

a escala industrial, conservarse para su almacenamiento mediante aditivos biocompatibles a su 

formulación para aumentar la supervivencia de los probióticos, así como facilitar la aplicación y la 

estabilidad del producto final. 

Marco legal para el registro de fitosanitarios y nuevas sustancias activas, productos autorizados 

 

Como ya hemos comentado anteriormente, el control biológico de las enfermedades y la 

bioestimulación o biofortificación, constituyen una herramienta importante para la gestión integrada 

de plagas (GIP). Sin embargo, uno de los factores que obstaculizan la aplicación del biocontrol es la 

falta de agentes de biocontrol eficaces y disponibles comercialmente. En la identificación de nuevos 

agentes de biocontrol, un paso decisivo lo constituye el desarrollo de productos comerciales de 

biocontrol, el cual requiere de métodos adecuados de selección, rápidos y consistentes para evaluar 

un gran número de ACB candidatos [201,202,203]. 

La UE promueve la gestión de enfermedades con bajos insumos de plaguicidas, como el 

programa de Gestión Integrada de Plagas (GIP) implementado a través de Directiva 2009/128/CE. La 
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FAO define la MIP como: "La consideración cuidadosa de todas las técnicas de control de plagas 

disponibles y la posterior integración de las medidas apropiadas que desalientan el desarrollo de las 

poblaciones de plagas y mantener los plaguicidas y plaguicidas y otras intervenciones a niveles que 

se justifiquen económicamente y reduzcan o minimizar los riesgos para la salud humana y el medio 

ambiente". La GIP o MIP hace hincapié en el crecimiento de un cultivo sano con la menor 

perturbación posible de los agroecosistemas y fomenta los mecanismos naturales de control de 

plagas" [204,205]. 

Los agricultores deben cumplir con las Buenas Prácticas Agrícolas (BPA), siguiendo el 

principio básico de usar productos fitosanitarios tan poco como sea posible y solamente cuando sea 

necesario, además de mantener en cada explotación el registro de tratamientos fitosanitarios en el 

denominado cuaderno de explotación actualizado de acuerdo con el Real Decreto 1311/2012 [206], 

en su artículo 16; mismo que se deberá conservar al menos durante tres años. Además, deben de 

cumplir con los límites Máximos de Residuos (LMR) que ayudan a verificar si un producto ha sido 

aplicado correctamente. En la UE, los LMR son establecidos por la Comisión Europea siguiendo un 

proceso en el que están involucrados la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y los 

Estados Miembros. En Europa, el 1 de septiembre de 2008, el Reglamento (CE)396/2005 [207], entró 

en vigor un nuevo marco legislativo sobre residuos de plaguicidas en los alimentos, donde se invita a 

los productores a producir alimentos sin residuos de plaguicidas químicos detectables para seguir 

siendo competitivos dentro del mercado, siendo esto una oportunidad para los plaguicidas 

microbianos, ya que es poco probable que su uso genere residuos en los productos tratados [208]. 

La Asociación Europea para la Protección de los Cultivos (ECPA) representa la industria 

fitosanitaria a nivel europeo, en la cual, como parte sus miembros se incluyen a todas las empresas 

de fitosanitarios y asociaciones nacionales en Europa; las cuales deberían promover la tecnología 

agrícola en un contexto de desarrollo sostenible y cumplir en una normativa justa y con una base 

científica, como garantía de productos seguros con elevados estándares de calidad para el consumidor 

y el usuario de productos fitosanitarios [209,210]. 

Comprender el modo de acción de los ACB es esencial para lograr óptimo control de la 

enfermedad, así como otros riesgos potenciales para los seres humanos o el medio ambiente. Antes 

que un ACB pueda ser aprobado para su uso como fitosanitario, requiere ser aceptado por el actual 

procedimiento de evaluación y registro de la Unión Europea; el cual se enfoca en analizar un único 

modo de acción y en los riesgos potenciales de los metabolitos producidos in vitro, muy similar a la 

evaluación de los fungicidas sintéticos, formulados con un único compuesto como ingrediente activo. 

Paradójicamente, se requiere replantear la evaluación de los ACB, ya que en la mayoría de los casos 
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se debe tomar en consideración las interacciones naturales y complejas, entre los microorganismos y 

sus metabolitos con las plantas. Los ACB presentan bajos riesgos de resistencia, alta especificidad 

patógena y se adaptan a las condiciones ambientales y fisiología de los cultivos, por lo cual los riesgos 

toxicológicos y eco toxicológicos para las personas o el medio ambiente, pueden considerarse 

mínimos. Los métodos de cribado para la selección de nuevos ACB, permiten obtener resultados de 

la experimentación en condiciones in vitro y en cultivos, información que debería facilitar su registro. 

[22].  

 

En los diferentes cultivos, los agricultores utilizan microorganismos vivos o en estado latente 

(ACB) para el control de enfermedades, que son productos fitosanitarios registrados y producidos por 

empresas de biocontrol. En otros casos, los productos contienen metabolitos antimicrobianos sin 

células vivas del antagonista [211]. Desde el punto de vista legal, estos compuestos son considerados 

activos químicos en la UE, incluidos los micovirus y los bacteriófagos. Estos están regulados por la 

Directiva 91/414/CEE y sus posteriores modificaciones, que se aplica a todos los productos 

fitosanitarios, independientemente de su tipo [212]. Los productos fitosanitarios se comercializan en 

diversas presentaciones, dependiendo de su origen; existen productos formulados en estado líquido 

(solución, emulsión y suspensión), sólido (en forma de polvo, microgránulos) y gaseoso (fumigantes, 

gasificación por calentamiento o combustión) [213]. 

1.4.  Marco legal del control biológico 

 

1.4.1. Registro de fitosanitarios en la UE 

 
La Directiva 91/414/CEE abarca no sólo las autorizaciones de nuevos productos fitosanitarios, 

sino la revisión de los productos ya autorizados en la UE. El objetivo de la Directiva es armonizar el 

registro de los productos fitosanitarios en toda la UE. Se basa en un sistema de registro de dos niveles: 

las sustancias activas, las cuales se evalúan a nivel de la UE para su inclusión en el anexo I, que es la 

lista de sustancias que pueden utilizarse en productos fitosanitarios en la UE, y los productos podrán 

ser registrados por los Estados miembros pertinentes. Los requisitos de datos que deben cumplirse se 

presentan en los anexos de la Directiva 91/414/CEE. El anexo IIB es específico para los 

microorganismos y enumera los requisitos relativos a la sustancia activa del plaguicida microbiano 

[212]. 

Esta evolución ha obligado a los investigadores a explorar alternativas para controlar los 

patógenos. Entre las alternativas propuestas, el control biológico de patógenos ha mejorado 

significativamente la calidad y la cantidad de los productos agrícolas [214,215].  
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El desarrollo de un plaguicida microbiano requiere varios pasos. El procedimiento consiste 

primero en el aislamiento en cultivo puro o el enriquecimiento del microorganismo, luego 

identificación, caracterización y realización de bioensayos de eficacia, que pueden ser in vitro, ex 

vivo o in vivo dependiendo del organismo patógeno o plaga objetivo y, por último, ensayos piloto en 

condiciones reales de aplicación. Antes de la explotación comercial de un plaguicida microbiano, se 

puede asegurar su protección legal como invención biotecnológica mediante una patente. Una patente 

es un privilegio temporal para la explotación industrial o comercial industrial o comercial otorgado 

por la administración al propietario durante 20 años a partir de la fecha de solicitud. Las patentes de 

bioplaguicidas se consideran invenciones biotecnológicas porque incluyen productos y procesos 

microbianos. Sin embargo, una patente no es una autorización de uso comercial o registro fitosanitario 

[216]. 

La presentación de patentes de plaguicidas microbianos está regulada por una serie legal de 

tratados nacionales e internacionales.  Las patentes de plaguicidas basadas en microorganismos están 

reguladas por el Tratado de Budapest, firmado por todos los países pertenecientes a la Organización 

Mundial de la Propiedad Intelectual, que especifica la necesidad de que un cultivo puro de la cepa del 

microorganismo depositado en una colección microbiana oficialmente reconocida. En la Unión 

Europea, el marco legal está regulado por la Directiva 98/44/CE sobre la patentabilidad de las 

invenciones biotecnológicas [217,218]. 

A pesar del número relativamente elevado de solicitudes de patentes de bioplaguicidas, sólo 

unos pocos se han materializado en un registro para uso agrícola. Sin embargo, se espera que en unos 

años se registren algunas de ellas. El registro depende de normas específicas dentro de cada país. En 

la Unión Europea, el registro lo lleva la Dirección de Protección de la Salud del Consumidor y está 

regulado por la Directiva 91/414/CEE, modificada específicamente para los bioplaguicidas por la 

Directiva 2001/36/CE [219]. 

Desde el año 2000, la sanidad vegetal está regulada a nivel comunitario a través de la Directiva 

2000/29/CE, sin embargo, a partir de diciembre de 2019 ha entrado en vigor el Reglamento (UE) 

2016/2031 sobre las medidas de protección contra las plagas de los vegetales [220]. La falta de 

voluntad y cooperación por parte de los Estados miembros a la hora de aplicar el principio de 

reconocimiento mutuo resulta en retrasos innecesarios en la aprobación de los productos. Además, el 

tiempo medio para la aprobación de dichas sustancias es más de dos años y medio desde la aplicación 

de la solicitud, el mismo tiempo que para cualquier otra sustancia [221]. 
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A pesar de estos debates científicos y del deseo nuevas materias activas y productos, los 

requisitos de datos solo han cambiado ligeramente desde 2001. Los reglamentos fueron adaptados en 

2009 Reglamento (CE) nº 1107/2009 [222] y el Reglamento (UE) No 546/2011 de la Comisión [223], 

sustituyó los principios uniformes publicados en la Directiva del Consejo 2005/25/CE [224]. Sin 

embargo, los principios para la evaluación y la toma de decisiones siguen siendo los mismos y los 

requisitos de datos para la evaluación de sustancias activas Reglamento (UE) nº 283/2013 de la 

Comisión [225] y para los productos fitosanitarios productos fitosanitarios Reglamento (UE) nº 

284/2013 de la Comisión [226] tienen esencialmente el mismo enfoque, siguiendo estrictamente un 

principio de precaución. Debido a ello, la percepción de diversos peligros sigue domina los métodos 

de evaluación de riesgos de la UE. 

1.4.2. Registro de nuevas sustancias activas 

 
Una empresa con una sustancia activa nueva en la UE debe presentar una solicitud, 

acompañada de un expediente completo de datos e información de apoyo, a un Estado miembro 

(denominado Estado miembro informante (EMR)). El EMR será responsable de iniciar el proceso de 

comprobación de que el expediente presentado está completo y de gestionar la evaluación de riesgo. 

Se sigue un proceso formal de comprobación de la integridad de las solicitudes de nuevas sustancias 

para su primera inclusión en el anexo I. El EMR evalúa si el expediente contiene suficiente 

información para iniciar la evaluación detallada. Se envía un informe a la Comisión Europea y se 

pone a todos los demás Estados miembros y a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA). También se facilitan copias del del expediente a todos los demás Estados miembros, a la 

Comisión Europea y a la EFSA. Si el expediente está completo, la Comisión prepara un proyecto de 

decisión que reconoce que se somete a votación de los Estados miembros en el Comité Permanente 

de la Cadena Alimentaria y de Sanidad Animal (CPCA). Si el voto es positivo, la Decisión se adopta 

y se publica en el Diario Oficial de la Unión Europea (DO). 

Una vez que el expediente se considera completo, puede comenzar la evaluación detallada. El 

EMR dispone de 12 meses a partir de la fecha de publicación de la decisión de integridad en el Diario 

Oficial para completar su proyecto de informe de evaluación (DAR) y presentarlo a la EFSA. El 

proceso para decidir si una sustancia activa puede incluirse en el anexo I de la Directiva 91/414 

implica una revisión por pares de todos los Estados miembros, la EFSA y la Comisión Europea. Los 

miembros del público y otras partes interesadas también pueden proporcionar comentarios para su 

consideración en el proceso, específicamente a través del proceso de consulta pública de la EFSA. 

[212,227,228]. 
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1.5. Comercialización de productos basados en microorganismos en la agricultura, 

Anexo I 

 

Aunque la inclusión en el Anexo I puede considerarse un obstáculo para la comercialización 

de bioplaguicidas en el mercado, hay varias sustancias activas incluidas en la lista, entre ellas varios 

plaguicidas microbianos. Como promedio, la European Crop Protection Association (ECPA) 

estima en nueve años el tiempo que transcurre para que un producto fitosanitario nuevo acceda al 

mercado de la UE, con un coste económico de inversión en investigación, desarrollo y Registro, de 

entre 250 y 300 millones de euros [229]. 

En el caso de una nueva sustancia activa, tras su inclusión en el anexo I, el solicitante puede 

solicitar un registro del producto en cualquier Estado miembro en el que pretenda comercializarlo. 

Para garantizar la coherencia de las evaluaciones entre los Estados miembros, el anexo VIB de la 

Directiva 91/414/CE proporciona principios uniformes específicos para la evaluación y autorización 

de productos fitosanitarios microbianos. También incluye una disposición para el reconocimiento 

mutuo (RM) de las decisiones reglamentarias sobre productos, siempre que los factores agronómicos, 

climáticos y medioambientales sean similares, sin embargo, la UE tiene condiciones variables y a 

menudo se requieren datos adicionales sobre la eficacia para cada Estado miembro en el que se vaya 

a comercializar el producto. 

Para cada Estado miembro en el que se vaya a autorizar el uso de un producto, el solicitante 

debe que proporcione datos que respalden las declaraciones de eficacia y seguridad de los cultivos 

que figuran en la etiqueta del producto. Estos datos son probablemente necesarios para cada 

combinación de país/cultivo/plaga objetivo y deben generarse a lo largo de dos temporadas, aunque 

en algunos casos se hacen excepciones, como en el caso de los cultivos protegidos. Los ensayos deben 

ser realizados por organizaciones oficialmente reconocidas y los datos deben generarse a partir de 

una serie de ensayos de eficacia de alta calidad que aborden el uso propuesto del producto. 

El coste del registro del producto por Estado miembro, incluido el desarrollo de los datos de 

eficacia datos de eficacia, suele ser de unos 50.000 a 100.000 euros, que varían en función de las tasas 

de cada país y de la cantidad de datos que se necesitan. Una solicitud de autorización provisional de 

un producto de control de plagas para varios Estados miembros puede hacerse al mismo tiempo que 

la solicitud de inclusión de la sustancia activa en el anexo I y aquellos productos que contengan 

sustancias activas aún no incluidas en el Anexo I pueden recibir actualmente la Autorización 

Provisional. Estas autorizaciones pueden concederse por tres años con posibilidad de prórroga. [230]. 
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A partir del 1 de junio de 2015 todos los productos fitosanitarios en el mercado deberán 

obligatoriamente estar clasificados, envasados y etiquetados conforme con el Reglamento CLP 

(nuevos pictogramas y frases). A partir del 1 de junio de 2017 solo pueden existir en el mercado 

productos etiquetados conforme con el Reglamento (CE) nº 1272/2008 [231]. 

Europa a la fecha es poco especializada en la autorización de microorganismos y algunos de estos 

productos están formulados con dos cepas, otros con una. En España a 2019 las ventas de productos 

fitosanitarios en toneladas fueron de 75.190.440, y de Productos fitosanitarios-Índice de riesgo 

armonizado en 2018, 78.00 [232]. 

Figura 1. Ventas de productos fitosanitarios (toneladas) en la Unión Europea, [232]. 

 

Figura 2. Ventas de productos fitosanitarios en España, en toneladas [233]. 
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1.5.1. Comercialización de productos autorizados a base de Trichoderma en 

España 

 
En la agricultura, Trichoderma es el agente de control biológico más utilizado, al ser un hongo 

de acción múltiple y poseer gran capacidad para promover el crecimiento de las plantas, así como 

mecanismos de control biológico. Trichoderma se ha descrito ampliamente como un género muy 

activo para colonizar en diferentes hábitats, con gran capacidad de producir metabolitos, antibióticos 

y enzimas. El uso de productos fitosanitarios basados en Trichoderma, mantiene el interés de los 

investigadores para continuar experimentando con diferentes cepas, en relación con las enfermedades 

de las plantas, la promoción de crecimiento, en la generación de enzimas, antibióticos, su intervención 

en la biorremediación, en la industria textil, la biotecnología y la salud. [234,235].  

 

Los productos comerciales basados en cepas de Trichoderma, se utiliza ampliamente por los 

agricultores no solo para mejorar el rendimiento de los cultivos y suprimir las enfermedades de las 

plantas, sino también en la conservación del medio ambiente. Sin embargo, existen algunas especies 

de Trichoderma catalogadas molecularmente que también pueden causar daños en los cultivos y a la 

salud; por ejemplo: T. aggressivum produce daños en cultivos de champiñón y T. polysporum, T. 

brevicompactum y T. longibrachiatum producen daños en humanos inmunodeprimidos. En la 

industria tienen relevancia algunas cepas productoras de enzimas como T. reesei y en agricultura 

están autorizadas distintas cepas en el anexo 1 de productos a base de microorganismos en el caso de 

los hongos están registradas las cepas: T. harzianum, T. gamsii, T. atroviride y T. asperellum [236]. 
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Nombre 

comercial 

Empresa 

comercializadora 
Microorganismo (cepa) 

Plaga/enfermeda

d objetivo 
Dosis y momento de aplicación Presentación y envasado 

BLINDAR ISAGRO S.P. A 

Trichoderma asperellum 

(ICC012) 2% + Trichoderma 

gamsii (ICC080) 2% (3 X 
10E7 ufc/g) 

Sclerotinia, 

Phytophthora, 
Podredumbre de la 

raíz, Verticillium, 

Armillaria 

Dosis: 1 aplicación de 0,25 kg/m3 de 

sustrato (semillero); 2 aplicaciones de 

2,5 kg/ha (pulverización suelo o riego 
por goteo) 

WP: Bolsas de Poliéster-aluminio-polietileno de 0,5 kg de capacidad 

(Cajas de 0,5 kg x 20 bolsas) Bolsas de Poliéster-aluminio-
polietileno de 1 kg de capacidad (Cajas de 1 kg x 10 bolsas) Bolsas 

de Poliéster-aluminio-polietileno de 5 kg de capacidad (Cajas de 5 kg 

x 2 bolsas) 

BIOTEN 
ISAGRO ESPAÑA 

S.L. 

Trichoderma asperellum 
(ICC012) 2% (5 X 10 E7 

UFC/G) + Trichoderma 
gamsii (ICC080) 2% (5 X 10 

E7 ufc/g) 

Phytophthora, 
Pythium, 

Sclerotinia, 

Verticillium 

Dosis (Kg/ha): 2,5. Nº de 

aplicaciones: 2, cada 7 – 14 días 

WP: Bolsas de poliéster-aluminio-polietileno de 0,5 kg de capacidad 
(cajas de 20 bolsas x 0,5 kg/bolsa). Bolsas de poliéster-aluminio-

polietileno de 1 kg de capacidad (cajas de 10 bolsas x 1 kg/bolsa). 
Bolsas de poliéster-aluminio-polietileno de 5 kg de capacidad (cajas 

de 2 bolsas x 5 kg/bolsa). 

REMEDIER ISAGRO S.P.A. 

Trichoderma asperellum 
(ICC012) 2% (5 X 10 E7 

UFC/G) + Trichoderma 

gamsii (ICC080) 2% (5 X 10 
E7 ufc/g) 

Phytophthora, 
Sclerotinia, Pythium 

Dosis (Kg/ha): 2,5. Nº de 
aplicaciones: 2, cada 7 – 14 días 

WP: Bolsas de poliéster-aluminio-polietileno de 0,5 kg de capacidad 
(cajas de 20 bolsas x 0,5 kg/bolsa). Bolsas de poliéster-aluminio-

polietileno de 1 kg de capacidad (cajas de 10 bolsas x 1 kg/bolsa). 

Bolsas de poliéster-aluminio-polietileno de 5 kg de capacidad (cajas 
de 2 bolsas x 5 kg/bolsa). 

TUSAL 
TIMAC AGRO 
ESPAÑA S.A. 

Trichoderma asperellum 

(T25) 0,5% (1X10E8 UFC/G) 
+ Trichoderma atroviride 

(T11) 0,5% (1X10E8 ufc/g) 

Phytophthora, 

Fusarium, 
Rizoctonia, Pythium, 

Sclerotinia 

Dosis (Kg/ha): 0,5 – 1 (salvo en fresa: 

1,0 – 2,0). Nº de aplicaciones: 5, cada 

15 – 30 días 

WG: Bolsas aluminizadas de PE de 0,25 kg, 0,5 Kg, 1 kg y 2 kg. 

Bolsas PET transparente y metalizado de 0.25 kg, 0.5 kg, 1 kg y 2 
kg. Caja de cartón de 1 y 2 Kg. Caja de embalaje y envío de 10 Kg 

(sobre embalaje). 

T34 
BIOCONTROL 

BIOCONTROL 

TECHNOLOGIES, 

S.L. 

Trichoderma asperellum 

(T34) 12% (1.0 x 10E12 

ufc/kg) 

Sclerotinia, Pythium 

aphanidermatum, 
Fusarium 

oxysporum 

Dosis: 10 g/m3 (mezclado con el 

sustrato); 0,5 g/m2 (pulverizado en 

bandejas de semillero); 0,01 g/L 
(irrigación). Se recomienda un 

tratamiento recordatorio cada 2-3 

meses 

WP: Bolsa de polietileno dentro de una bolsa metalizada sellada de 
250 g, 500 g y 5 kg 

XEDAVIR XEDA ITALIA S.R.L. 

Trichoderma asperellum 

(TV-1) 2,8% (1 X 10E10 
ufc/kg) 

Hongos del suelo 
Dosis (Kg/ha): 5 (más 0,5 – 1 kg/m3 

de sustrato). Nº de aplicaciones: 1 

WP: Bolsas de PE/aluminio de 500 g, 1 kg, 5 kg, 10 kg, 20 kg y 30 

kg. 
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VINTEC BIPA N.V. 
Trichoderma atroviride 

(SC1) 1x10E10 ufc/g 

Botrytis cinerea, 

Sclerotinia, Yesca 

Dosis: 5 – 10 g/HL (tomate); 0,2 

Kg/ha (vid). Nº de aplicaciones: 8 

cada 5 días (tomate); 4 cada 7 días 
(vid) 

WG: Bolsa multicapa (PE/aluminio/PE) de 50 g (envase exterior: 

caja de cartón con 4 unidades), 100 g, 200 g, 400 g y 1 kg. 

TRI-SOIL Agrauxine S.A. 
Trichoderma atroviride (I-

1237) (1x10E8 ufc/g) 

Fusarium, 
Rizoctonia, 

Sclerotinia, Pythium 

Dosis: 1 aplicación de 5 kg/ha; o 2 
aplicaciones de 2,5 kg/ha; más 0,5 – 

3,0 g/L antes de la siembra o 

plantación (ornamentales y hortalizas 

de hoja). En raíces y tubérculos, 4 

kg/tonelada de patata; o 5-10 kg/ha 

WP: Bolsas (LDPE) de 2,5 kg, 2 bolsas en caja de cartón. Bolsa 

(PET/aluminio/LDPE) de 1 kg, 2,5 kg distribuidas en cajas de cartón 

de 5 kg y 10 kg. Bolsa (PE/aluminio) de 250 g, 500 g distribuidas en 

cajas de cartón de 5 kg y 10 kg. 

ESQUIVE WP Agrauxine S.A. 
Trichoderma atroviride (I-
1237) 5% (1 X 10E8 ufc/g) 

Eutipiosis, Yesca, 

Black dead arm 

(BDA) 

Dosis (Kg/ha): 4. Nº de aplicaciones: 
1 

WP: Sacos de 1 kg de papel-cartón con forro de polietileno y termo 
sellado (80x120x140 mm), (4 sacos de 1kg en un tambor de 5 L). 

TRIANUM P KOPPERT B.V. 
Trichoderma harzianum rafai 

(T-22) 1% (1 X 10E9 ufc/g) 

Pythium, Hongos, 

Enfermedades 
fúngicas 

Dosis: En frutales: 2 aplicaciones por 

año de 1,5 g/m2 (en vivero); o 5 
aplicaciones por año de 0,3 – 1,0 

kg/1000 plantas (cultivos en 

producción). Ornamentales, especias, 
fresa, hortícolas y palmáceas: 2 

aplicaciones de 0,75 – 1,50 g/m2 

(semillero); 1 aplicación cada 10 de 
15 – 30 g/1000 plantas (cultivos en 

maceta); 1 aplicación cada 10 de 300 

– 1000 g/1000 plantas (cultivos en 
suelo); y 1 aplicación de 1,0 – 2,5 

kg/ha en el surco o 2,5 – 5,0 kg/ha En 
toda la superficie (cultivo en campo) 

 

WG: Bolsas de polietileno metalizado en caja de cartón de 250 g, 

500 g, 1 kg y 5 kg. 

TRIANUM G KOPPERT B.V. 

Trichoderma harzianum rafai 

(T-22) 1% (1,5 X 10E11 

ufc/kg) 

Pythium, Hongos, 

Enfermedades 

fúngicas 

Dosis: 750 g/m3 en la primera 

aplicación y 375 g/m3 en la 2º 
aplicación (cultivos en maceta); 1 

g/planta, salvo en perennes: 3 – 10 

g/planta (cultivos en líneas); y 10 – 25 
kg/ha en la línea de plantación o 25 – 

50 kg/ha entre las líneas (cultivo en 

campo) 

GR: Bolsa de lámina de aluminio en caja de cartón de 5 kg, saco 

multicapa de polipropileno de 20 kg. 

Tabla 1. Productos Fitosanitarios a base de Trichoderma comercializados en España 2022 [237]. 
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Tabla 2. Productos Biofertilizantes a base de Trichoderma comercializados en España 2022 [237]. 

Nombre 

comercial 
Empresa comercializadora Microorganismo (cepa) 

Cultivo 

objetivo 
Dosis y momento de aplicación Presentación 

TrichoSym Bio 
SYMBORG BUSINESS 

DEVELOPMENT, S.L. 
Trichoderma harzianum Hortícolas 

Dosis: 2 L/ha, aplicar entre 7 – 10 días tras el trasplante. dosis de agua 

25% al inicio para crear un reservorio de agua en la rizosfera, 50% con la 

dosis del producto y 25% al final para limpiar conducciones y asegurar 
que las esporas alcanzan la rizosfera 

Líquido 

CONTRIBUTE

™ Aid 

ALLTECH CROP SCIENCE 

IBERIA, S.L. 
Trichoderma koningiopsis 

Hortícolas y 

leñosos 
Dosis: 1 Kg/ha, vía riego al inicio del ciclo de cultivo WP Polvo 

MICROORGANISMOS NO MICORRÍCICOS (MIXTO: HONGOS + BACTERIAS) 

CONDOR 

SHIELD 

AGROTECNOLOGÍAS 

NATURALES, S.L.U. 

Trichoderma koningii y 

Bacillus megaterium 
Hortícolas 

Dosis: 2 Kg/ha, en agua de riego después del trasplante y dar un segundo 

tratamiento 4 semanas después 
WP Polvo 

MANVERT 

ACTICROP 
BIOVERT, S.L. 

Penicillium bilaiae, Bacillus 
amyloliquefaciens y 

Tricoderma saturnisporum 

Hortícolas y 

leñosos 

Dosis: 1,5 Kg/ha, en riego por goteo, con 4 aplicaciones, la primera 
coincidiendo con el trasplante y las tres posteriores separadas con un 

intervalo de 15 días 

WP Polvo 

BIOBIZZ 

MICROBES 
BIOBIZZ WORLDWIDE, S.L. 

Bacillus megaterium, 

Bacillus pumilus, Bacillus 
licheniformis, Bacillus 

velecensis y Trichoderma 

harzianum 

- Dosis: - WP Polvo 

ABONO CON MICROORGANISMOS NO MICORRÍCICOS (HONGOS) 

TRICOBEST QUIMICAS MERISTEM, S.L. Trichoderma harzianum Hortícolas 
Dosis: 1 Kg/ha, al menos 3 aplicaciones al inicio del cultivo, con un 

intervalo de 7 – 10 días 
WP Polvo 

ABONO CON MICROORGANISMOS 

ASIR HORTO 

BIO 

AGROTECNOLOGÍAS 

NATURALES, S.L.U. 

Rhizoglomus irregulare, 
Funneliformis mosseae, 

Trichoderma koningii y 

Bacillus megaterium 

Hortícolas Dosis: 4,5 gramos (1 pastilla/planta), aplicar durante el trasplante Comprimidos 

ASIR HORTO 
AGROTECNOLOGÍAS 
NATURALES, S.L.U. 

Rhizoglomus irregulare, 

Funneliformis mosseae, 
Trichoderma koningii y 

Bacillus megaterium 

Hortícolas Dosis: 4,5 gramos (1 pastilla/planta), aplicar durante el trasplante Comprimidos 
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Objetivos 

 

El objetivo general del proyecto de investigación de tesis doctoral es la evaluación de 

Trichoderma aggressivum f. europaeum como promotor del crecimiento vegetal y el control 

biológico de enfermedades hortícolas, para el uso en la agricultura. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Determinación de la velocidad y capacidad de crecimiento en diferentes condiciones in 

vitro de Trichoderma aggressivum f. europaeum, hongo aislado de sustrato usado para el cultivo 

de champiñón. 

 

2. Evaluación de la capacidad de Trichoderma aggressivum f. europaeum como 

antagonista, a fin de evaluar la capacidad de inhibición de desarrollo de diversos fitopatógenos de 

importancia en los principales cultivos de la zona en condiciones in vitro.  

 

3. Determinar la capacidad de promoción del crecimiento vegetal en semillas y plántulas 

de diversos cultivos hortícolas, en diferentes ambientes. 

 

4. Estimación de la capacidad de Trichoderma aggressivum f. europaeum como agente de 

control biológico de fitopatógenos in vivo en cultivos hortícolas en invernadero. 

 

5. Evaluación de la producción de metabolitos, actividad enzimática, producción de ácido 

indolacético y sideróforos por Trichoderma aggressivum f. europaeum. 

 

6. Identificación y caracterización molecular de Trichoderma aggressivum f. europaeum 

mediante PCR y análisis de la secuenciación.  

 

7. Puesta a punto de sistemas de multiplicación masiva a escala piloto, así como su escalado 

industrial.   

 

8. Evaluar la compatibilidad de Trichoderma aggressivum f. europaeum con funcigidas. 
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Capítulo 1.  Tendencias mundiales de investigación en el 

género Trichoderma desde 1960 hasta 2019: Un análisis 
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1.1. Resumen 

 

Trichoderma/Hypocrea (anamorfo/teleomorfo) es un género fúngico omnipresente que se 

encuentra en suelos, diferentes materiales vegetales, colonizando raíces, hojarasca, así como en 

madera y corteza en descomposición. Las especies de Trichoderma han sido ampliamente 

estudiadas por sus diversas características y varias aplicaciones industriales y agronómicas. 

Nuestro objetivo en este estudio fue analizar las tendencias globales en la investigación del género 

Trichoderma/Hypocrea desde 1960 hasta 2019, utilizando la base de datos Scopus. El análisis 

bibliométrico se realizó sobre más de 17.322 documentos que contenían 

"Trichoderma/Hypocrea" para el período estudiado, lo que demuestra que existe un considerable 

interés de investigación en este género fúngico. Las investigaciones publicadas se centran 

principalmente en la aplicación de las enzimas de Trichoderma en varios procesos industriales y 

en la agricultura como microbios promotores del crecimiento vegetal (PGPM) y agentes de 

control biológico microbiano (MBCA). Aunque hay muchas especies de Trichoderma, la mayor 

parte de la investigación se centra en cuatro especies, entre las que se encuentran los productores 

de enzimas, T. reesei y T. longibrachiatum, y los PGPM y MBCA, T. harzianum y T. viride. La 

investigación sobre las enzimas ha sido muy relevante en las últimas seis décadas, mientras que 

los estudios sobre el biocontrol se limitan a las últimas tres décadas. India, Estados Unidos y 

China lideran la investigación sobre Trichoderma, con 6,549 documentos (37.8% del total) y 8 

de las 16 instituciones más relevantes en la investigación sobre Trichoderma. 

 

Palabras clave: Trichoderma; Hypocrea; análisis bibliométrico; base de datos Scopus. 

 

1.2. Introducción 

 

Trichoderma/Hypocrea (anamorfo/teleomorfo) es un género fúngico que se encuentra en 

altas densidades en todos los hábitats [1-3]. Las especies de Trichoderma son ascomicetos de 

esporas verdes que se encuentran en diversos rangos templados y suelos tropicales [2], en 

diferentes materiales vegetales, colonizando raíces, hojarasca, así como en madera y corteza en 

descomposición [4], e incluso en condiciones nutricionales pobres.  

 

Trichoderma Pers., 1794 (anamorfo) se publicó antes que Hypocrea Fr., 1825 (teleomorfo). 

La Subcomisión Internacional de Taxonomía de Trichoderma e Hypocrea indicó una fuerte 

preferencia por denominarla Trichoderma en lugar de Hypocrea [5]. El género Trichoderma 

consta de más de 200 especies definidas molecularmente [6]. En 2015, la Subcomisión 

Internacional de Taxonomía de Trichoderma/Hypocrea enumeró 254 especies [7]. Las especies 
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de Trichoderma se caracterizan por su capacidad para sobrevivir en diferentes condiciones 

desfavorables, su alta tasa de reproducción, su eficiencia en el uso de nutrientes, su capacidad 

para modificar la rizosfera, su fuerte agresividad contra los hongos patógenos de las plantas, su 

papel crucial en la naturaleza al degradar los residuos orgánicos y mejorar el crecimiento vegetal 

mediante el aumento de la disponibilidad de nutrientes para las plantas, su eficiente capacidad 

para promover el crecimiento de las plantas y sus mecanismos de defensa, lo que ha despertado 

el interés de los investigadores en el campo de la agricultura [8-10]. Se han desarrollado varios 

productos comerciales con diversos usos utilizando diferentes especies de Trichoderma [11]. 

Especies de Trichoderma se han estudiado por sus diversas características y varias aplicaciones 

industriales y agronómicas (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Resumen de las principales aplicaciones industriales y agronómicas de Trichoderma. 

 

Las especies de Trichoderma, al igual que otros hongos filamentosos, son productores muy 

eficientes de muchas enzimas extracelulares y se utilizan ampliamente como fábricas de células 

en la producción industrial de proteínas y enzimas. Trichoderma reesei E.G. Simmons, 

Trichoderma harzianum Rifai y Trichoderma viride Pers. son las especies más utilizadas para la 

producción de enzimas. T. reesei tiene una gran capacidad de secreción de proteínas y es la 

principal fuente industrial de enzimas, celulasas y hemicelulasas [12,13,14]. Las celulasas son 

una de las enzimas más utilizadas debido a sus diversas aplicaciones industriales en las industrias 

de alimentos y piensos, textil, de pulpa y papel y de detergentes [15]. Otras especies como T. 

harzianum y T. viride se utilizan para la hidrólisis del bagazo de la caña de azúcar [16] y para la 

producción comercial de enzimas celulasa (suavizante de tejidos), respectivamente [17].  

 

Las enzimas como las hemicelulasas de Trichoderma también se utilizan en la alimentación 

de las aves de corral para aumentar la digestibilidad de los polisacáridos no amiláceos de la cebada 
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u otros cereales. Los polisacáridos no amiláceos no son digeribles por las aves, ya que carecen de 

las enzimas endógenas necesarias para digerir los enlaces de tipo beta; el uso de enzimas reduce 

la viscosidad de la dieta y favorece la digestibilidad [18-20]. Especies como T. longibrachiatum 

Rifai se utilizan para la producción de xilanasas y hemicelulasas con aplicación en varias 

industrias [21]. Las especies del género Trichoderma también son de gran interés por sus 

beneficios en la agricultura y los ecosistemas naturales. En las últimas décadas, el uso de 

microbios promotores del crecimiento de las plantas (PGPM) y de agentes de control biológico 

microbiano (MBCA) ha aumentado considerablemente en la agricultura, principalmente porque 

los consumidores y los productores están interesados en reducir los pesticidas orgánicos sintéticos 

y los residuos de fertilizantes químicos en los alimentos, así como en reducir el impacto 

medioambiental de la producción agrícola. El uso extensivo de plaguicidas sintéticos desde 1945 

ha dado lugar a problemas medioambientales a largo plazo [22] y a elevados riesgos para la salud 

humana [23]. Cada año se utilizan entre 3 y 4.6 millones de toneladas de plaguicidas [24,25]; el 

uso intensivo mundial de fertilizantes químicos fue de unos 109.1, 45.5 y 37.6 millones de 

toneladas de N, P2O5 y K2O, respectivamente, en 2017 (un aumento medio del 35.9% desde 2002) 

[26]; pone en peligro directamente los recursos de suelo y agua, causa contaminación ambiental 

[27] y provoca enfermedades a niveles alarmantes [28]. 

 

Por lo tanto, la agricultura sostenible se logrará mediante estrategias de gestión biológica 

de plagas y fertilizantes; ambas son soluciones alternativas más naturales y respetuosas con el 

medio ambiente para gestionar la producción de cultivos con un uso reducido de plaguicidas y 

fertilizantes. Entre los numerosos microbios utilizados como PGPM o MBCA (también 

denominados probióticos), las cepas bacterianas o fúngicas son las más utilizadas. La primera vez 

que se informó de la existencia de Trichoderma como agente de biocontrol por Weindling en 

1932 [29]. Varias especies como T. harzianum [30], T. asperellum Samuels, Lieckf., & Nirenberg 

[31,32], T. virens Mill., Giddens, & Foster [33-35], T. saturnisporum Hammill [36,37], y T. 

aggressivum Samuels & Gams [38] han sido reportadas como potentes MBCA contra patógenos 

de plantas y como potentes PGPM para varios cultivos, entre otros.  

 

Las especies de Trichoderma tienen una actividad antagónica contra varios patógenos 

vegetales transmitidos por el suelo y por el aire, principalmente hongos como Fusarium 

oxysporum [39], Thanatephorus cucumeris (Rhizoctonia solani) [40], Armillaria mellea [32,41], 

Chondrostereum purpureum [42], Phodosphaera xantii [43], Pythium aphanidermatum [44] y 

Pythium ultimum [45].  

 

Existen varios mecanismos por los que las cepas de Trichoderma desplazan a los patógenos 

de las plantas (Figura 1): competencia por recursos (espacio y nutrientes) [46], producción y 
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excreción de metabolitos (antibióticos, enzimas que degradan la pared celular, sideróforos) [47-

51], micoparasitismo sobre hongos fitopatógenos [39], e inducción de respuestas de defensa 

(resistencia sistémica adquirida, resistencia sistémica inducida y respuesta hipersensible) 

[1,52,53]. Entre estos, la competencia, el micoparasitismo y la producción de compuestos 

antifúngicos se consideran los mecanismos más importantes [8,54]. 

 

El crecimiento de las plantas y la mejora del rendimiento por parte de las especies de 

Trichoderma se ha reportado en muchos cultivos, incluyendo cultivos hortícolas, como el pepino, 

el melón, las judías, el pimiento dulce, el tomate, la lechuga y las fresas [37,39,55,56], cultivos 

de grano como el maíz, el trigo y la soja, [56-58] y plantas forestales como el pino [59]. Las 

especies de Trichoderma pueden promover el crecimiento de las plantas debido a su capacidad 

para mejorar la solubilidad de los micronutrientes del suelo (Fe, Zn, Cu y Mn) y los 

macronutrientes (P); también pueden mejorar el enraizamiento mediante la producción de 

sideróforos, enzimas solubilizadoras de fosfato y fitohormonas [60]. Las especies de Trichoderma 

son hongos colonizadores de raíces; su aplicación a diversos cultivos produce una alteración de 

varios parámetros morfológicos de las plantas, mejorando la germinación, el enraizamiento y 

provocando una floración temprana [9]. 

 

Las técnicas de análisis bibliométrico se utilizan cada vez más para proporcionar 

información sobre algunos temas de investigación específicos, descubrir las tendencias futuras o 

analizar las tendencias durante largos periodos de tiempo [61]. Estas técnicas de análisis también 

se utilizan para evaluar las contribuciones de las instituciones y los países en un campo 

determinado, y para analizar las interrelaciones entre los distintos grupos de la comunidad 

científica [62]. 

 

Clarivate Analytics, Web of Science (WoS) y Scopus de Elsevier se utilizan en la 

evaluación de la investigación porque son las principales fuentes de datos de citas [63,64]; aunque 

la coincidencia entre las bases de datos puede no ser del 100% y los resultados pueden variar en 

función de la base de datos utilizada [64]. Hay un mayor número de revistas indexadas por Scopus 

en comparación con WoS [65,66]. Según la información del sitio web de Scopus y WoS en 2020, 

Scopus cubre más de 25,100 títulos (series de libros, revistas y revistas comerciales) con más de 

77.8 millones de registros, incluyendo más de 211,000 libros y más de 9.8 millones de 

documentos de conferencias; WoS cubre 21,294 títulos (revistas, libros y procedimientos de 

conferencias) con más de 76 millones de registros, incluyendo más de 111,000 libros y más de 8 

millones de documentos de conferencias. 
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En este estudio bibliométrico, pretendemos analizar las tendencias globales en la 

investigación sobre Trichoderma/Hypocrea desde 1960 hasta 2019 utilizando la base de datos 

Scopus para identificar las tendencias y las lagunas de conocimiento, en términos de palabras 

clave, campos de investigación, instituciones relevantes y distribuciones geográficas. 

 

1.3. Materiales y métodos 

 

Se realizó un análisis bibliométrico según la metodología descrita por Padilla et al. [67]. Se 

realizó una búsqueda completa en la base de datos Scopus de documentos publicados en los 

últimos 60 años, desde 1960 hasta 2019, utilizando los términos 'Trichoderma o Hypocrea' y los 

subcampos de búsqueda: título, resumen y palabras clave. La estructura de la metodología se 

muestra en la Figura 2. Se realizaron un total de 75 consultas de búsqueda (específicas para las 

especies de Trichoderma) para el período comprendido entre 1960 y 2019; en el período 

seleccionado, las diez especies más referenciadas fueron citadas en un número total de 

documentos que osciló entre 103 y 3,937. Además, la búsqueda se redujo para las 10 especies que 

incluían T. harzianum, T. viride, T. reesei, T. virens, T. atroviride, T. asperellum, T. 

longibrachiatum, T. koningii, T. hamatum y T. pseudokoningii, en orden decreciente de impacto. 

 

Figura 2. Estructura de la metodología y relación con los resultados obtenidos. 

 

Se realizaron varias consultas utilizando y combinando los principales filtros de Scopus, 

como rango de fechas, área temática, tipo de documento, título de la fuente, afiliación y país. Los 

resultados se descargaron y exportaron a archivos en formato CSV para incluir toda la 

información necesaria (metadatos). Se utilizó Excel (Microsoft Office 365) para crear una base 

de datos y analizar los resultados con los datos generados por Scopus. Se utilizó el software 
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VOSviewer (versión 1.6.15, Universidad de Leiden, Países Bajos) para mapear la frecuencia de 

las redes de co-ocurrencia de palabras clave [68,69]. Se generaron nubes de palabras basadas en 

las 50 principales palabras clave relacionadas con Trichoderma (Hypocrea), en cada década, 

utilizando WordArt (wordart.com/). Las redes de co-ocurrencia de palabras clave y las nubes de 

palabras permiten la visualización de términos científicos importantes. 

 

1.4. Resultados y discusión 

 

4.1. Evolución temporal de la producción científica 

 

Se han encontrado un total de 17,322 documentos del periodo 1960-2019 con los términos 

"Trichoderma o Hypocrea" en el título, resumen o palabras clave. La evolución temporal del 

número de documentos ha crecido desde 1960, siguiendo una función cuadrática (Figura 3). Entre 

1960 y 1969 se publicaron un total de 107 documentos; la producción científica en las décadas 

siguientes se multiplicó por 4.3 (años 70s), 11.7 (años 80s), 22,0 (años 90s), 39.3 (años 2000s) y 

83.6 (años 2010s), lo que demuestra que este género fúngico es actualmente de gran interés; el 

28.2% de los documentos se publicaron en los últimos 5 años (Tabla 1). 

 

 

Figura 3. Tendencias de crecimiento de las publicaciones mundiales sobre 

Trichoderma/Hypocrea y las 10 principales especies de Trichoderma (A). Relevancia de las 10 

principales especies de Trichoderma durante los últimos 60 años (B). 
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La distribución según el tipo de documento y su relevancia es la siguiente: artículos 

(15,647; 90.33%), comunicaciones a congresos (676; 3.90%), revisiones (468; 2.70%), capítulos 

de libros (266; 1.54%), libros (10; 0.06%) y otros (255; 1.47%). La evolución de las publicaciones 

de las diez especies más estudiadas, así como la distribución porcentual de cada especie, se 

representa en la figura 3. Las ocho especies con mayor interés científico (más o cerca de 500 

publicaciones) son T. harzianum (H. lixii) (3,937), T. viride (H. rufa) (3,282), T. reesei (H. 

jecorina) (2,543), T. virens (746), T. atroviride (642), T. asperellum (625), T. longibrachiatum 

(588) y T. koningii (496). 

 

Tabla 1. Número total y distribución según el tipo de documentos sobre Trichoderma/Hypocrea 

indexados por Scopus durante 1960-2019. 

 

 

4.2. Distribución de los documentos en áreas temáticas. 

 

El análisis de los resultados por áreas temáticas de Scopus en cada década se muestra en la 

Figura 4. El 81.2% de los documentos que tratan sobre Trichoderma/Hypocrea (1960-2019) se 

encuentran en seis áreas: Bioquímica, Genética y Biología Molecular (23.2%; 7,405 documentos), 

Ciencias Agrícolas y Biológicas (21.3%; 6,818 documentos), Inmunología y Microbiología 

(15.4%; 4,925 documentos), Ciencias Ambientales (8.4%; 2,447 documentos), Ingeniería 

Química (7.7%; 2,682 documentos) y Química (5.2%; 1,655 documentos). La distribución de los 

documentos en las últimas 6 décadas en las tres primeras áreas mencionadas que tratan sobre 

Trichoderma/Hypocrea es 74.7% (112 documentos) en la década de 1960, 65.6% (493 

documentos) en la década de 1970, 67.2% (1,585 documentos) en la década de 1980, 68.2% 

(2,986 documentos) en la década de 1990, 63.3% (4,819 documentos) en la década de 2000 y 

59.9% (9,153 documentos) en la década de 2010. Cabe señalar que un artículo puede asignarse a 

más de un área; la media de esta búsqueda fue de 1.84 áreas por documento. 
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Figura 4. Evolución de la categoría temática (clasificación Scopus) de los documentos 

mundiales sobre Trichoderma/Hypocrea publicados en el periodo 1960-2019. 

 

4.3. Distribución de los documentos por fuente 

 

La tabla 2 muestra las 15 principales fuentes que publicaron investigaciones sobre 

Trichoderma/Hypocrea durante el periodo de 60 años evaluado. Un total de 2,645 documentos 

están incluidos en las 15 principales revistas; el 15.27% de los documentos fueron publicados en 

este período. Esta lista de las 15 mejores revistas consta de doce publicaciones indexadas en el 

JCR (6 Q1, 3 Q2 y 3 Q3), una que estuvo indexada hasta 2013 (Q4) y dos que nunca fueron 

indexadas en el JCR. El número total de citas durante los últimos 15 años fue de 92,540 para 

2,645 documentos, mientras que el resto de los 14,677 documentos fueron citados 212,516 veces; 

esto significa que el 15.27% de los documentos recibieron el 30.35% de las citas (periodo de 

citación 2005-2019). Las 5 primeras revistas son Applied Microbiology and Biotechnology 

(1.66% documentos), Bioresource Technology (1.51%), Enzyme and Microbial Technology 

(1.43%), Biotechnology and Bioengineering (1.17%) y Applied and Environmental Microbiology 

(1.17%). Cuando se realiza el mismo análisis para las 5 fuentes principales, 1,244 documentos 

(7.18%) recibieron un 21,17% de citas (período de citas 2005-2019). 

 

 

 

La evolución del número medio de citas por documento publicado al año en los últimos 15 

y 60 años se muestra en la figura 5. La variación interanual del número de citas (periodo de 

citación 1960-2019) por documento es mayor en los primeros 5 años, cuando el número de 
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documentos publicados por año era inferior a 10. El número de citas en el periodo de citación 

2005-2019 muestra una tendencia creciente desde los años 60 hasta 2003. La tendencia es 

decreciente desde 2004; esto se debe a múltiples razones, entre ellas que las publicaciones 

recientes han tenido menos tiempo para acumular citas y también a que entre 2004-2019 se 

publicó un gran número de documentos (11.860; 68,47% del total de documentos). 

 

 

Figura 5. Evolución del número medio de citas por documento en dos periodos de citación 

(1960-2019 y 2005-2019). 
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Tabla 2. Principales datos bibliométricos de las 15 primeras fuentes que tratan sobre Trichoderma/Hypocrea (Scopus 1960-2019). Clasificación por número de 

documentos (N). 
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El año de publicación de los 10 documentos más citados para ambos períodos de citación 

también se muestra en la Figura 5. Todos los documentos más citados para el periodo de citación 

2005-2019, y 7 de los 10 más citados para el periodo 1960-2019 fueron publicados entre 2000 y 

2010. La distribución de las citas de los 173 (1% superior) documentos más citados en los últimos 

60 años (para el período de citación 1960-2019) es: 0.58% (años 60), 4.62% (años 70), 12.72% 

(años 80), 23.70% (años 90), 38.73% (años 2000) y 19. 65% (década de 2010); la distribución de 

las citas de los 173 (1% superior) documentos más citados en los últimos 15 años (para el período 

de citación 2005-2019) es: 0,00% (década de 1960), 0.58% (década de 1970), 4.05% (década de 

1980), 14.45% (década de 1990), 56.65% (década de 2000) y 24.28% (década de 2010). Un total 

de 41 (23.70%; período de citación de 60 años) y 47 (27.16%; período de citación de 15 años) 

documentos principales se publicaron en las 5 revistas principales.  

 

La distribución de los documentos publicados por países en las 15 principales revistas se 

muestra en la Figura 6. Hay grandes diferencias en el porcentaje de contribuciones por países en 

algunas revistas; el 31.2% (FEMS Microbiology Letters), el 44.9% (Archives of Phytopathology 

and Plant Protection) y el 58.1% (Journal of Pure and Applied Microbiology) de los documentos 

son de investigadores de la India; en la revista Biotechnology and Bioengineering, el 35.5% de 

los documentos son de Estados Unidos. En sólo tres revistas, el porcentaje de contribuciones es 

inferior al 15%: 11.3% en Applied Microbiology and Biotechnology (48 países), 11.8% en Acta 

Horticulturae (56 países) y 14,1% en Biotechnology Letters (42 países). La contribución media 

de los cinco primeros países en las 15 primeras revistas fue del 13.7% en Estados Unidos, el 

12.9% en India, el 8.1% en China, el 5.0% en Finlandia y el 4.0% en Japón. 
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Figura 6. Distribución por países de los documentos publicados (Trichoderma/Hypocrea) en las 

15 principales revistas durante los últimos 60 años. 

 

4.4. Análisis de palabras clave 

 

El análisis de las palabras clave es una poderosa herramienta cuando necesitamos detectar 

y analizar las tendencias emergentes en las contribuciones científicas sobre un campo [70]. Los 

autores enumeran algunas palabras clave relevantes para el estudio y estrechamente relacionadas 

con el tema abordado; los revisores y editores también amplían la lista de palabras clave para 

destacar el contenido de los artículos. La tabla 3 muestra las 20 palabras clave de mayor frecuencia 

utilizadas por los autores en los últimos 60 años, junto con la frecuencia de uso y la posición en 

el ranking en cada periodo. Debido a la presencia de palabras clave sinónimas y al uso de los 

nombres científicos del estado perfecto e imperfecto de las especies fúngicas, es necesario realizar 

una búsqueda de las mismas y agruparlas bajo la misma categoría para tener una idea real de su 

uso. La evolución que se ha producido en el uso de las 20 principales palabras clave en los últimos 

60 años muestra que el número de palabras clave que coinciden con las 20 principales aumenta 

de década en década: 3 (años 60), 6 (años 70), 10 (años 80), 15 (años 90), 17 (años 2000) y 18 

(años 2010). 

 

Esto se explica por el hecho de que la producción de documentos, como ya se ha 

mencionado, ha crecido siguiendo una función cuadrática desde 1960 hasta 2019. Cuando se 
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analizan conjuntamente las palabras clave asociadas a un mismo tema de investigación, se puede 

archivar una visión más clara de las principales tendencias de investigación. La mayoría de las 20 

principales palabras clave pueden agruparse en dos grupos que identifican las dos principales 

líneas de investigación fundamental y aplicada desarrolladas con el género Trichoderma; en 

primer lugar, Trichoderma como fábrica celular de enzimas y proteínas extracelulares 

ampliamente utilizadas en las industrias y, en segundo lugar, Trichoderma como agente de control 

biológico de las enfermedades de las plantas. En el primer grupo, hay palabras clave como 

celulasa (celulosa, celulosa 1,4 beta celobiosidasa), Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) y 

Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii) utilizadas en 2,686 (2º), 2,209 (3º) y 1,731 (4º) 

documentos, respectivamente. En el mismo grupo hay palabras clave como Aspergillus (A. niger) 

(6ª), Trichoderma viride (8ª) y Penicillium (15ª) que identifican a otros hongos filamentosos 

productores de enzimas extracelulares, y también palabras clave generales como actividad 

enzimática (7ª), proteínas fúngicas (9ª), enzimas (13ª), pH (18ª), procesos como hidrólisis (13ª), 

fermentación (14ª) e insolación y purificación (20ª). Un examen más detallado de la frecuencia 

cronológica de uso de las palabras clave revela que la actividad de investigación sobre este tema 

fue moderada en los años 60, pero aumentó notablemente en las décadas siguientes, aumentando 

la frecuencia y el número de palabras clave relacionadas con esta actividad. 

 

En el segundo grupo, hay palabras clave como biocontrol (agente biológico, control 

biológico, BCAs, control biológico de plagas y control de enfermedades), Fusarium (Fusarium 

oxysporum), Thanatephorus cucumeris (Rhizoctonia solani) y enfermedades de las plantas 

utilizadas en 2,984 (5º), 1,759 (10º), 993 (16º) y 909 (17º) documentos, respectivamente; en el 

mismo clúster también podemos considerar las palabras clave en común con el grupo anterior, 

como Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii) o actividad enzimática. La tendencia de la 

frecuencia cronológica de las palabras clave revela que la actividad de investigación sobre este 

tema fue moderada en los años 80 y aumentó notablemente en las últimas 3 décadas. Hay un 

tercer grupo de palabras clave que puede considerarse común a los dos grupos principales, como 

los datos de la secuencia molecular (secuencia de nucleótidos), la regulación de la expresión 

génica y la cepa fúngica. 

 

La creación de una nube de palabras con las palabras clave principales aporta simplicidad 

y claridad y es útil para percibir rápidamente las tendencias más destacadas y la evolución de la 

tendencia temporal que, de otro modo, sería difícil de ver en un formato tabular. 

 



Capítulo 1 
 

73 
 

Tabla 3. Evolución de 20 palabras clave principales sobre la investigación de Trichoderma/Hypocrea desde 1960 hasta 2019, utilizando la base de datos 

Scopus. Frecuencia en documentos (F) y posición en el ranking (R) por periodo (top 20 rojo). 
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La figura 7 muestra la nube de palabras basada en las 50 principales palabras clave 

relacionadas con Trichoderma (Hypocrea) en cada década. Esta figura muestra la evolución en el 

uso de las palabras clave; algunas como "hongos mitospóricos" ocupaban la primera posición en 

la década de 1960, la tercera en la de 1970, la cuarta en la de 1980 y la 102 en la de 1990, y se 

utilizaron en 383 documentos (72.8%) publicados en las tres primeras décadas. Las principales 

palabras clave como "celulasa" o "Trichoderma" están presentes en 6 nubes de palabras, pero 

otras como "biocontrol" se encuentran en las investigaciones de los últimos 30 años. Las palabras 

clave de los nombres de las especies son un grupo importante que hay que analizar para identificar 

especies interesantes y útiles y saber cuándo se ha desarrollado la investigación de cada una a lo 

largo del tiempo. Hay cinco especies en el rango de las 50 primeras palabras clave en el periodo 

de estudio 1960-2019, T. reesei (H. jecorina) (3ª), T. harzianum (H. lixii) (4ª), T. viride (H. rufa) 

(8ª), T. virens (40ª) y T. atroviride (47ª). La evolución de la posición por orden cronológico en las 

últimas 6 décadas (1960 a 2010) fue T. reesei (-, -, 3ª, 3ª, 3ª), T. harzianum (-, -, 11ª, 4ª, 4ª, 5ª), T. 

viride (-, 4ª, 5ª, 6ª, 7ª, 9ª), T. virens (-, 45ª, -, 16ª, 25ª, -), y T. atroviride (-, -, -, 44ª, 43ª). La 

investigación sobre algunas especies de Trichoderma en los últimos 60 años ha sido más intensiva 

que la de otras con una posición de rango inferior o una distribución temporal más débil. 

 

Figura 7. Nubes de palabras basadas en las 50 principales palabras clave relacionadas con 

Trichoderma/Hypocrea en cada década (1960-2019). 
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4.5. Distribución de las publicaciones por países 

 

Un total de 140 países han publicado documentos sobre Trichoderma/Hypocrea en los 

últimos 60 años (Figura 8). Por consiguiente, existe un interés mundial por el estudio de este 

género [1]. El rango de los 10 primeros países por documentos publicados es India (2,501), 

Estados Unidos (2,209), China (1,838), Japón (929), Brasil (803), Reino Unido (661), Finlandia 

(647), Alemania (591), España (583) y Austria (545). 

 

Los 10 primeros países publicaron el 53.2% de los documentos en el periodo de estudio. 

También hay que destacar la autoría multinacional de los documentos; la media de esta búsqueda 

fue de 1.23 países por documento. En la década de 2010 se produjo un importante aumento en la 

producción de documentos de varios países como India (1,700 documentos), China (1,458), 

Estados Unidos (847) y Brasil (597). El análisis de las principales palabras clave (top 5) en los 15 

países más productivos (Tabla 4) permite identificar los campos de palabras que rodean un tema 

de investigación en el género Trichoderma/Hypocrea e identificar las tendencias que muestran 

las prioridades en cada país. Palabras clave como celulosa, Trichoderma reesei (Hypocrea 

jecorina), proteínas fúngicas o actividad enzimática pueden agruparse en la tendencia de 

investigación "Trichoderma como fábrica de células", mientras que otras como Trichoderma 

harzianum (Hypocrea lixii) o biocontrol en la tendencia "Trichoderma como agente de control 

biológico". Otras palabras clave no son específicas y sólo identifican el género 

(Trichoderma/Hypocrea); algunas otras como T. viride pueden vincularse a las dos tendencias de 

investigación mencionadas. Según este criterio, la investigación sobre Trichoderma en la primera 

tendencia se discute principalmente en países como China, Japón, Finlandia, Austria, Canadá, 

Egipto y Suecia. En países como Estados Unidos, Brasil, Reino Unido, Alemania y Francia, 

ambas tendencias son importantes, pero la primera lo, es más. En India y España, ambas 

tendencias son relevantes, pero la segunda es más importante. Las mismas tendencias principales 

se encuentran en todos los países cuando el análisis se realiza utilizando las 10 principales 

palabras clave. 
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Tabla 4. Principales palabras clave utilizadas en los países más productivos en la investigación 

de Trichoderma/Hypocrea en todo el mundo (1960-2019). El número de documentos de cada 

palabra clave se muestra entre paréntesis. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Mapa de distribución de la investigación mundial sobre Trichoderma/Hypocrea desde 

1960 hasta 2019 basado en el número de documentos. 
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4.6. Distribución de publicaciones por institución y análisis de palabras clave 

 

Las 16 instituciones más productivas en términos de volumen de documentos de investigación 

sobre Trichoderma/Hypocrea en el período de estudio se muestra en la tabla 5. Las 16 primeras 

instituciones publicaron 3,094 documentos con 112,300 citas; esto significa que publicaron el 

17.86% de los documentos en el periodo de 60 años con el 29.88% de las citas. Quince de las 16 

instituciones más productivas están ubicadas en 9 de los 15 países más productivos. 

 

 

Tabla 5. Ranking de las instituciones más productivas en investigación sobre Trichoderma a 

nivel mundial (1960-2019) y bibliometría de las instituciones. 

 

La institución más relevante es el Centro de Investigación Técnica VTT de Finlandia, con 

el 2.77% de los documentos publicados en los últimos 60 años, junto con el 7.67% de las citas; le 

sigue la Technische Universitat Wien (Viena, Austria) con el 2.13% de los documentos y el 4.61% 

de las citas. Se observa una elevada colaboración en la actividad investigadora entre el Centro de 

Investigación Técnica VTT de Finlandia y Helsingin Yliopisto, con 85 documentos en común; 

esto significa que cerca del 63% de los documentos fueron publicados por este último. Las 

principales colaboraciones entre las instituciones de la lista de las 16 primeras se establecen con 

instituciones de sus países. 

El análisis de las principales palabras clave (top 5) en las 16 instituciones más productivas 

(Tabla 6) permite identificar los campos de palabras que rodean una determinada tendencia de 

investigación en cada institución, según el criterio de agrupación de palabras clave utilizado 

anteriormente; la investigación sobre Trichoderma es el foco principal en "Trichoderma como 

fábricas de células" en 7 de las 16 instituciones más productivas (instituciones en la posición 1, 
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2, 3, 4, 11, 12 y 14),; ambas tendencias son importantes en las otras nueve instituciones, pero 

principalmente "'Trichoderma como agente de biocontrol" es importante en seis 6 de 9 (5ª, 7ª, 9ª, 

11ª, 13ª y 16ª), y 'Trichoderma como fábricas de células' es importante en tres 3 de 9 (6ª, 8ª y 15ª) 

principalmente como fábrica de células. 

 

Tabla 6. Principales palabras clave utilizadas en las instituciones más productivas en la 

investigación de Trichoderma a nivel mundial (1960-2019). El número de documentos de cada 

palabra clave se muestra entre paréntesis. 

 

4.7. Análisis de co-ocurrencia de palabras clave 

 

El análisis de co-ocurrencia de palabras clave ha sido utilizado para estudiar el trabajo 

conceptual en diferentes dominios por muchos investigadores [71]. El mapa de red de la matriz 

de co-ocurrencia se muestra en la Figura 9 para los 17,322 documentos publicados en el periodo 

de estudio. Se estableció que el número mínimo de ocurrencias de una palabra clave era de 50 

utilizando las 500 palabras clave principales; se creó un archivo de tesauro para realizar la 

limpieza de los datos. Se excluyeron las palabras clave generales como Trichoderma, Hypocrea, 

Trichoderma sp., fungí o fungus, y se sustituyeron las palabras clave sinónimas por una sola 

palabra clave. Las palabras clave seleccionadas finalmente fueron 90.  

 

El tamaño de los nodos refleja la frecuencia de las palabras clave y el grosor de la línea es 

proporcional a la cercanía de las conexiones entre dos palabras clave. Según el mapa que se 

muestra en la figura 9, hay cuatro grupos de palabras clave de co-ocurrencia. 
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Figura 9. Co-ocurrencia de palabras clave del autor de los documentos publicados en la 

investigación de Trichoderma/Hypocrea 1960-2019. 

 

Clúster 1 (verde) con 43 palabras clave, clúster 2 (rojo) con 26 palabras clave, clúster 3 

(azul) con 14 palabras clave, y clúster 4 (amarillo) con 5 palabras clave; los principales clústeres 

son los clústeres 1 y 2. El grupo 1 puede identificarse como "Investigación relacionada con el 

control biológico"; los principales nodos son biocontrol (70 enlaces/1999 ocurrencias), T. 

harzianum (82/927) y T. virens (52 /161). En este grupo, hay nodos que identifican los 

mecanismos de biocontrol de Trichoderma, como el antagonismo (40/185), la quitinasa (46/181), 

el micoparasitismo (37/167) y la resistencia sistémica inducida (18/65); otros identifican 

patógenos de plantas como Fusarium (51 /198), Thanatephorus cucumeris (31/190) y Botrytis 

cinerea (27/98); también hay otras especies de Trichoderma como T. asperellum (39 /136) y T. 

koningii (38/84). El crecimiento de las plantas y la mejora del rendimiento mediante Trichoderma 

también se incluyen en el grupo 1, con nodos como la promoción del crecimiento de las plantas 

(34/111), el rendimiento (26/65), y nombres de cultivos como el tomate (36/119), el trigo (26/65), 

el maíz (31/62) y el arroz (24/55). El grupo 2 puede identificarse como "Trichoderma como 

fábricas de células para la investigación relacionada con la producción de celulasa"; los 

principales nodos son celulasa (67/1.255), T. reesei (66/1.031) y celulosa (54/338). En este grupo, 

hay nodos que identifican la tecnología de bioprocesos o sus parientes cercanos, como la hidrólisis 

enzimática (45/224), el bioetanol (43/190), la fermentación (48/154), la sacarificación (41/116), 

la hidrólisis (31/112) y la adsorción (29/85). Hay palabras clave que se relacionan con los 

principales sustratos utilizados en los bioprocesos, como lignocelulosa (47/158), paja de arroz 
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(27/70), bagazo de caña de azúcar (32/59) y paja de trigo (25/52). El grupo 3 puede identificarse 

como "Trichoderma como fábricas de células para la investigación relacionada con la producción 

de xilanasa (hemicelulosa)"; los principales nodos son xilanasa (59/332), fermentación en estado 

sólido (43/200) y enzimas (52/177). Hay palabras clave que enlazan con los microorganismos que 

producen estas enzimas, como T. longibrachiatum (26/53); las xilanasas de T. longibrachiatum 

se utilizan en la industria del papel y en la de los piensos y alimentos [21]; Pichia pastoris (24/64) 

se utiliza para la expresión heteróloga (24/67). El grupo 4 puede identificarse como "Investigación 

relacionada con Trichoderma viride como agente de control biológico"; los principales nodos son 

T. viride (75/520) y patógenos de plantas como Aspergillus niger (54/144) y Meloidogyne 

incognita (13/50). En este clúster, hay otros agentes de control biológico como Bacillus subtilis 

(29/88) y Pseudomonas fluorescens (21/78) que están relacionados con el biocontrol de 

Meloidogyne incognita [72,73]. 

 

1.5 Conclusiones 

 

El análisis bibliométrico sobre más de 17.322 documentos contenidos en la da-tabase 

Scopus, realizado para identificar la tendencia global de la investigación sobre 

Trichoderma/Hypocrea para el periodo estudiado, muestra que existe un gran interés en la 

investigación sobre este género fúngico, principalmente debido a la aplicación de las enzimas de 

Trichoderma en varios procesos industriales, y por su uso en la agricultura como microbios 

promotores del crecimiento de las plantas (PGPM) y agentes de control biológico microbiano 

(MBCA). La investigación sobre enzimas ha sido muy relevante durante las últimas seis décadas, 

mientras que la relevancia del biocontrol se limita a las últimas tres décadas. Aunque hay muchas 

especies, la mayor parte de la investigación se centra en cuatro especies, T. reesei y T. 

longibrachiatum como productoras de enzimas, y T. harzianum y T. viride como PGPM y MBCA. 

Se ha podido definir un grupo de co-ocurrencias de palabras clave asociadas a cada especie. India, 

Estados Unidos y China lideran la investigación sobre Trichoderma, con 6.549 documentos 

(37,8% del total); 8 de las 16 instituciones más relevantes en la investigación sobre Trichoderma 

están asignadas en estos países. 
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2.1 Resumen 

 

El presente estudio evalúa tres aislados de Trichoderma como agentes promotores del 

crecimiento vegetal o de control biológico: Trichoderma aggressivum f. sp. europaeum, 

Trichoderma saturnisporum, y el aislado marino obtenido de Posidonia oceanica, Trichoderma 

longibrachiatum. El objetivo es contribuir a una reducción global de los residuos de plaguicidas 

en el fruto y en el medio ambiente y a una disminución de los fertilizantes químicos, cuyo exceso 

agrava uno de los estreses abióticos más graves, la salinidad. Se evaluó in vitro la tolerancia de 

los distintos aislados a concentraciones crecientes de cloruro sódico, así como su capacidad 

antagónica contra Pythium ultimum. También se analizó la capacidad de promoción del 

crecimiento de la planta y los efectos de las cepas de Trichoderma sobre la severidad de P. 

ultimum en las plántulas de melón en condiciones de salinidad. Los resultados revelan que los tres 

aislados de Trichoderma, independientemente de su origen, alivian el estrés producido por la 

salinidad, dando lugar a plantas de mayor tamaño con un porcentaje de peso seco al aire superior 

al 80% en condiciones de estrés salino para T. longibrachiatum, o un aumento del peso seco de 

las raíces cercano al 50% cuando se aplicó T. aggressivum f. sp. europaeum. Asimismo, los tres 

aislados mostraron actividad antagónica contra P. ultimum, reduciendo la incidencia de la 

enfermedad, siendo la respuesta más alta la encontrada para T. longibrachiatum. Se reporta por 

primera vez el control biológico de P. ultimum por T. aggressivum f. sp. europaeum y T. 

saturnisporum, reduciendo la severidad de la enfermedad en un 62.96% y 51.85%, 

respectivamente. Esta es la primera descripción de T. aggressivum f. sp. europaeum como agente 

de control biológico y promotor del crecimiento. La aplicación de estos aislados puede ser muy 

beneficiosa para los cultivos hortícolas, tanto en semilleros como en invernaderos. 

 

Palabras clave: Pythium ultimum; tolerancia a la sal; Trichoderma; control biológico; 

estrés abiótico y biótico. 

 

2.2. Introducción 

 

La creciente preocupación de los consumidores por la seguridad de los alimentos y por la 

sostenibilidad social y medioambiental de los sistemas de cultivo repercute especialmente en los 

sectores de producción de frutas y hortalizas. Estos sectores se enfrentan a las restricciones cada 

vez más estrictas que las grandes cadenas de distribución establecen en sus pliegos de condiciones 

de compra en cuanto a la presencia de materias activas en los análisis de plaguicidas 

multiresiduos. Éstas son mucho más restrictivas que las establecidas por la propia legislación 

comunitaria, tanto por la cantidad (inferior al límite máximo de residuos, LMR) como por el 

número de sustancias activas detectadas que permiten [1]. Esta circunstancia obliga a buscar 
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nuevas herramientas para la protección de los cultivos que no se basen en el control químico. En 

la actualidad, en zonas importantes de producción intensiva de hortalizas como Almería (España), 

se ha producido un notable avance en el control biológico de plagas, pero no en el de 

enfermedades, siendo estas últimas todavía bastante dependientes del uso de agroquímicos. El 

uso de microorganismos como agentes de control biológico (ACB) de enfermedades es una de las 

claves para una producción con menos residuos fitosanitarios y mayor seguridad alimentaria. 

Además, muchos de los ACB comercializados actúan como promotores del crecimiento de las 

plantas. Esta circunstancia permite actuar sobre otro de los importantes problemas de los sistemas 

de producción intensiva, la contaminación ambiental por el uso excesivo de fertilizantes. La 

búsqueda de nuevas herramientas para reducir el uso de plaguicidas y fertilizantes químicos es un 

objetivo que debe alcanzarse a medio plazo. 

 

La productividad de las tierras agrícolas en entornos áridos y semiáridos se ve afectada por 

la acumulación de sales y la pérdida de materia orgánica del suelo [2]. La salinidad del suelo, así 

como el uso de agua con alto contenido en sales para el riego, conlleva una reducción del 

crecimiento de las plantas y del rendimiento de los cultivos [3,4]. Asimismo, la presencia de sales 

afecta a la asimilación de nutrientes por parte de las plantas y a la actividad microbiana del suelo. 

Además, aumenta la gravedad de los efectos de los fitopatógenos e influye en los agentes de 

control biológico y en la interacción entre ellos. Existen numerosas referencias al papel 

amortiguador de los microorganismos en la rizosfera de las plantas [4-6]. Generalmente, este 

efecto se debe a cambios moleculares, bioquímicos y fisiológicos en la planta provocados por los 

microorganismos [7]. Paecilomyces formosus mitiga el impacto negativo del estrés salino en las 

plantas de pepino mediante la producción de giberelinas y ácido indolacético [8]. Asimismo, la 

asociación con hongos endofíticos como Penicillium sp. y Phoma glomerata altera los niveles de 

ácido jasmónico, aumenta los valores de ácido salicílico y reduce la síntesis de ácido abscísico, 

reduciendo los efectos perjudiciales de la salinidad [9]. La coinoculación de Aspergillus niger y 

Trichoderma harzianum alivia los efectos deletéreos del estrés salino en las plántulas de trigo 

mediante la solubilización del P y la producción conjunta de ácido indolacético [10]. Yasmeen y 

Siddiqui [11] detectaron que la presencia de Trichoderma en un ambiente salino aumentaba la 

actividad de las enzimas antioxidantes. Estudios realizados con T. harzianum confirmaron su alta 

colonización del suelo y su rendimiento en la producción de tomates cultivados bajo plástico con 

riego de alta salinidad [12]. Sin embargo, hay microorganismos que no están adaptados a 

condiciones de alta salinidad. Tal es el caso de algunos aislados de Trichoderma, cuyo papel 

biofungicida y promotor de plantas puede verse comprometido por su baja osmotolerancia 

[13,14]. Por este motivo, se han realizado numerosos estudios en la búsqueda de agentes de 

control biológico halotolerantes. Gal-Hemed et al. [15] aislaron T. atroviride y T. asperelloides 

de la esponja mediterránea Psammocinia sp. capaces de reducir la enfermedad de damping-off de 
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Rhizoctonia solani en judías y también de inducir respuestas de defensa en plántulas de pepino 

contra Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Asimismo, se han obtenido aislados de 

Trichoderma de sedimentos marinos, invertebrados y algas [16,17]. Por otro lado, se ha llevado 

a cabo la cría de Trichoderma, con el mismo objetivo de aumentar los beneficios del control 

biológico, así como de resistir condiciones adversas [13]. 

 

Por lo tanto, los objetivos del presente estudio fueron: (a) evaluar la tolerancia de diferentes 

concentraciones de NaCl en tres aislados de Trichoderma obtenidos de suelos supresivos, 

sustratos de cultivo de hongos y Posidonia oceanica; (b) evaluar la capacidad antagónica in vitro 

de estos aislados contra Pythium ultimum; (c) estudiar la capacidad de promover el crecimiento 

de plántulas de melón de las cepas de Trichoderma bajo concentraciones crecientes de salinidad; 

y finalmente, (d) evaluar el control biológico de la enfermedad causada por P. ultimum en 

plántulas de melón, ejercido por las cepas de Trichoderma bajo distintos niveles de estrés salino. 

 

2.3 Materiales y Métodos 

 

3.1. Aislados fúngicos 

 

Los aislados seleccionados en este estudio se han obtenido de diferentes ambientes. 

Trichoderma saturnisporum (TS), obtenido de suelos supresivos, fue seleccionado por su 

conocida actividad antagonista y de promoción del crecimiento vegetal en pimiento y melón 

[18,19]. Trichoderma aggressivum f. sp. europaeum Tae52481 (TA) se aisló a partir de muestras 

de sustrato utilizadas para el cultivo de Agaricus bisporus procedentes de explotaciones de hongos 

situadas en Castilla-La Mancha (España). Trichoderma longibrachiatum (TL) se aisló de las 

raíces de la hierba marina endémica, Posidonia oceanica, muestreada en el Mediterráneo en 

Almería, España, siguiendo el procedimiento de Vohník et al. [20]. Ambos se aislaron mediante 

la técnica de dilución en serie en medio de agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 25 ◦C 

durante 5-7 días. La morfología de las colonias de los aislados puros TL y TA en agar papa 

dextrosa (PDA, Difco) y la morfología de los conidióforos examinada por microscopía de luz y 

microscopía de barrido electrónico de criofractura (criosem) [18] fueron consistentes con el 

género Trichoderma (Figura 1). La identificación molecular de los hongos seleccionados se 

realizó siguiendo el procedimiento descrito por Diánez et al. [18]. La secuencia se analizó 

mediante una búsqueda BLAST en la base de datos GenBank del National Centre for 

Biotechnology Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y se alineó con los 

vecinos más cercanos. Las secuencias no se han depositado en la base de datos GenBank porque 

están sujetas de patentes. 
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Figura 1. Aislados de Trichoderma examinados por microscopía electrónica y óptica. (A) 

Conidióforos con conidios de Trichoderma longibrachiatum; (B) Hifas de Trichoderma 

saturnisporum; (C) Colonización de Trichoderma aggressivum en la raíz del melón. (D) Micelio 

de T. aggressivum alrededor del micelio de Pythium ultimum. 

 

Las plántulas de melón que mostraban lesiones causadas por Pythium ultimum se 

seleccionaron para obtener el inóculo, que se utilizó como patógeno de prueba en los ensayos 

antagónicos in vitro e in vivo. 

 

Cada aislado se cultivó en PDA durante 5 o 15 días a 25-27 ± 2 ◦C en condiciones de 

oscuridad. Las suspensiones de esporas de los aislados de Trichoderma se prepararon inundando 

placas de cultivos de 15 días con agua destilada estéril, raspando con una varilla de vidrio estéril 

y filtrando, y se ajustaron a una concentración de 1-108 esporas/mL con un hemocitómetro de 

Neubauer. 

 

3.2. Condiciones de crecimiento de las cepas fúngicas en PDA con diferentes 

concentraciones de NaCl. 

 

Las cepas de Trichoderma y del fitopatógeno se cultivaron a 25 ◦C durante 7 días en PDA. 

Se obtuvieron discos de micelio (5 mm de diámetro) de los bordes de las placas de PDA y se 

inocularon en un nuevo PDA, enmendado con distintas concentraciones de NaCl (0, 1, 2, 5, 10, 

15 o 20 g·L-1). Las placas se incubaron durante 7 días a 25 y 35 ◦C. Los diámetros de las colonias 

se registraron cada día durante el cultivo. El experimento fue completamente aleatorio con cinco 

réplicas. La capacidad de tolerancia a la sal de los aislados de Trichoderma se midió como el 

porcentaje de reducción del crecimiento lineal calculado por (C-N)-100/C, donde N es el radio 
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máximo de los aislados cultivados en medio suplementado con NaCl y C es el radio de los aislados 

cultivados en medio sin NaCl. 

 

3.3. Ensayos de antagonismo en doble cultivo 

 

Los aislados de Trichoderma fueron evaluados por su antagonismo contra Pythium ultimum 

mediante el ensayo de confrontación de Santos y Diánez [21]. Se prepararon placas de Petri (9 

cm de diámetro) conteniendo 15 mL de PDA, enmendadas con diferentes concentraciones de 

NaCl (0, 1, 2, 5, 10, 15 o 20 g·L-1). 

 

Las placas Petri se sellaron con parafilm y se incubaron en la oscuridad a 25 ◦C durante 4-

7 días, hasta que el crecimiento en las placas de control alcanzó el borde de las mismas. A 

continuación, se evaluaron las placas midiendo las distancias entre los cultivos de patógenos y de 

hongos. Los resultados se transformaron en porcentajes de inhibición del crecimiento del micelio.  

Estas pruebas se realizaron por quintuplicado. 

 

3.4. Evaluación de los efectos promotores del crecimiento de los aislados de Trichoderma 

en plántulas de melón bajo estrés por salinidad. 

 

Para determinar el efecto promotor de los diferentes aislados de Trichoderma, se 

desinfectaron semillas de melón de la variedad Piñonet (Piel de sapo) con hipoclorito al 2% 

durante 3 min y se lavaron abundantemente con agua del grifo para eliminar los residuos. 

Posteriormente, las semillas fueron pregerminadas en la oscuridad en una sala húmeda a 25 ◦C y 

trasplantadas a macetas de 300 mL en una mezcla de turba comercial, con una semilla por maceta. 

Simultáneamente a la siembra, se colocaron 5 mL de agua (T0) o 5 mL de suspensión de esporas 

de cada aislado de Trichoderma (TS, TA o TL) en cada maceta a razón de 50 × 106 

propágulos/planta. El experimento se realizó en condiciones de invernadero. Cada tratamiento 

constaba de 25 repeticiones. Las plantas se abonaron diariamente con un fertilizante comercial de 

nutrientes complejos. Cuando la primera hoja verdadera se había expandido completamente, se 

administraron cuatro niveles diferentes de concentraciones de NaCl, 0, 0.5, 1, 1.5 o 2 g·L-1, 

empapando manualmente el medio con aproximadamente 50 mL de las soluciones, una vez al día 

durante 30 días, y con 100 mL al día durante los días siguientes, mientras las plantas crecían. La 

conductividad eléctrica (CE) de las soluciones se registró como 2.1, 3.87, 5.30, 6.6 y 7.16 dS·m-

1. Tras 45 días de cultivo, se analizaron 10 plantas por tratamiento y control. Se determinó el peso 

seco y fresco de la parte aérea y de las raíces. 
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3.5. Efectos de las cepas de Trichoderma sobre la severidad de Pythium Ultimum en 

plántulas de melón en condiciones salinas 

 

Para la obtención de zoosporas de Pythium ultimum se siguió el procedimiento descrito por 

Marin et al. [22]. La concentración de la suspensión de zoosporas se ajustó a aproximadamente 

103 zoosporas·mL-1, utilizando un hemocitómetro. El inóculo se utilizó inmediatamente y se 

aplicaron 5 mL de la suspensión uniformemente sobre la superficie de la turba en cada maceta 

utilizando una micropipeta estéril. La prueba de patogenicidad de P. ultimum en las plántulas de 

melón se llevó a cabo en condiciones de invernadero, de la misma manera que la descrita 

anteriormente. La aplicación de P. ultimum se realizó tras la completa expansión de la segunda 

hoja verdadera. La aplicación de las diferentes concentraciones de sal se llevó a cabo de la misma 

manera que para la prueba de promoción del crecimiento descrita anteriormente. La severidad de 

los síntomas se calificó periódicamente, y se estimó un índice final de severidad de la enfermedad 

de acuerdo con la siguiente escala [23]: 0-planta sana; 1-inicio de síntomas; 2-síntomas 

moderados; 3-planta severamente afectada; y 4-planta muerta. Los experimentos se llevaron a 

cabo mediante diseños de bloques completamente aleatorios. 

 

3.6. Análisis estadístico 

 

Todos los datos presentados son la media de cinco réplicas de ensayos in vitro y diez 

réplicas de experimentos en maceta. Los datos se analizaron mediante el análisis de la varianza, 

realizado con el software Statgraphics Centurion ver. XVI. Los resultados se expresan como valor 

medio ± error estándar de la media. Se consideraron significativos los valores p inferiores a 0.05. 

 

2.4 Resultados 

 

4.1. Efectos de la salinidad y la temperatura en el crecimiento de las colonias de los aislados 

de Trichoderma 

 

En la Figura 2, se muestran los resultados obtenidos del crecimiento micelial de TS, TA y 

TL a diferentes concentraciones de sal y temperaturas (25 y 35 ◦C). Como se esperaba, no hubo 

inhibición del crecimiento micelial de TL en las diferentes concentraciones de sal probadas, ni 

tampoco hubo diferencias en el crecimiento a 25 y 35 ◦C. Sin embargo, tanto para TS como para 

TA, la presencia de sal en el medio condicionó el crecimiento. Esto dio lugar a una drástica 

reducción del crecimiento micelial, del 66.9 (TS) y del 76.75% (TA) a partir de 2 y 10 g·L-1, 

respectivamente. La temperatura de 35 ◦C inhibió completamente el crecimiento micelial de TA. 
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No se observó ninguna reducción del crecimiento de P. ultimum se observó a 25 ◦C a medida que 

aumentaba la concentración de sal, excepto a 20 g·L-1. No hubo crecimiento a 35 ◦C (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Crecimiento micelial (cm) de los aislados de Trichoderma en función de diferentes 

concentraciones de NaCl (0-20 g·L-1) y temperaturas (25/35 ◦C). (A) Trichoderma aggressivum 

f. sp. europaeum. (B) T. longibrachiatum. (C) T. saturnisporum. (D) Pythium ultimum. La 

desviación estándar media se expresa en la barra de error (n = 5). Para cada aislado, las 

columnas marcadas con letras diferentes indican una diferencia significativa a p < 0.05. 

 

4.2. Efectos de los aislados de Trichoderma en el crecimiento radial de P. ultimum 

 

En la Figura 3, se observan los resultados obtenidos del antagonismo microbiano para P. 

ultimum. Los mayores porcentajes de inhibición del crecimiento micelial correspondieron a los 

enfrentamientos con TL, que no se vieron afectados en condiciones de salinidad creciente. La 

disminución del crecimiento de los aislados antagonistas de TA y TS repercutió en el antagonismo 

microbiano detectado al aumentar la concentración de sal del medio. A pesar de ello, los valores 

de antagonismo microbiano fueron elevados, teniendo en cuenta la tasa de crecimiento micelial 

característica de este patógeno a cualquier concentración de sal.



Capítulo 2 

 

98 
 

 

 

Figura 3. Potencial antagónico de los aislados de Trichoderma contra P. ultimum (Py) en cultivo dual a diferentes niveles de salinidad en medio de agar papa 

dextrosa (PDA). El % de inhibición micelial se calculó como PIRG = (R1 - R2) ÷ R1 × 100, donde: PIRG: porcentaje de inhibición del crecimiento radial del 

micelio del patógeno, R1: crecimiento radial del patógeno en las placas de control, R2: crecimiento radial del patógeno en las placas de doble cultivo. a, b y c 

Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes (LSD) según la prueba ANOVA (p < 0.05). 

 

 NaCl (0-20 g·L-1) 

Dual Culture 0 1 2 5 10 15 20 

TS-Py 

58.50±2.05a 50.75±2.73b 45.50±3.60c 

- - - - 

TL-Py 

59.50±11.65c 66.00±9.81bc 72.50±3.42ab 
60.75±9.95c 79.75±1.63a 68.40±2.84bc 71.15±4.39ab 

TA-Py 

53.50±4.48a 51.25±6.84a 55.00±13.32a 37.00±3.26b 

- - - 
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4.3. Efectos promotores de los aislados de Trichoderma sobre las plántulas de melón y los 

tratamientos de salinidad 

 

El efecto de la aplicación de los aislados de Trichoderma mediante riego sobre los 

parámetros morfológicos se muestra en la Tabla 1. La aplicación de TS, TL y TA produjo 

incrementos tanto en la parte aérea como en la radical de la planta. Estos incrementos fueron 

estadísticamente significativos en algunos casos. Esta promoción del crecimiento de la planta 

también se produce en condiciones de estrés salino. 

 

 

 

Tabla 1.  Parámetros morfológicos de las plantas de melón tratadas con diferentes dosis de NaCl 

y aislados de Trichoderma. 

 

 

a, b, c Los valores de una columna seguidos de las mismas letras no presentan diferencias 

significativas al 5% (prueba LSD). 
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Los valores más altos se detectaron para la TS a 0 g·L-1, donde se produjo un incremento 

en el peso fresco y seco de la parte aérea y radical de 17,5, 62.11, 44.02 y 46.51%, 

respectivamente. Para las diferentes concentraciones de salinidad ensayadas, también se observó 

una promoción del crecimiento de la planta en el peso seco de la parte aérea, que disminuyó a 

medida que aumentaba el contenido de sal en el agua (de 50.13% a 0.5 g·L-1 a 17.16% a 2 g·L-1).  

Sin embargo, hubo una disminución muy marcada en la raíz, pasando de un aumento del 5.4% en 

la raíz a 0.5 g·L-1 a una disminución del 20% a 2 g·L-1, en relación con la del control. 

 

La aplicación de TL también promovió el crecimiento de las plántulas de melón, 

aumentando el peso seco de la parte aérea en un 58.17, 87.94, 94.92, 27.10 y 12.12% en 

concentraciones de NaCl de 0-2 g·L-1, respectivamente. Asimismo, también se observó un 

incremento en el peso seco de la raíz para todos los tratamientos ensayados, alcanzando un 

máximo del 22% para una concentración a 1.5 g·L-1. 

 

En el caso de la aplicación de TA, se produjo un aumento tanto de la parte aérea como de 

la parte radical muy importante, respecto al control, en todos los tratamientos ensayados. Así, se 

obtuvieron incrementos del 48, 80.54, 93.90, 61.89 y 32.72% para el peso seco de la parte aérea, 

y aumentos de 41.80, 16.21, 56.92, 32.35 y 0%, para el peso seco de la raíz, para concentraciones 

de NaCl entre 0 y 2 g·L-1, respectivamente. 

 

4.4. Efectos de las cepas de Trichoderma sobre la severidad de Pythium ultimum en 

plántulas de melón bajo condiciones salinas 

 

La aplicación de cloruro sódico en el agua de riego no ha provocado un aumento 

significativo (p = 0.4699) de los síntomas causados por P. ultimum en las plántulas de melón en 

relación con el control (0 g·L-1). Tal y como se determinó en los experimentos de invernadero, 

tres cepas (TA, TS y TL) redujeron significativamente el índice de enfermedad de la podredumbre 

de la raíz de P. ultimum en las plántulas de melón, en comparación con el alcanzado por el control 

T0, para las diferentes concentraciones de NaCl ensayadas (Figura 4). 
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Figura 4. La incidencia de la enfermedad de P. ultimum en las plantas de melón se calificó 30 

días después de la inoculación en base a una escala de 0-4: donde 0 = sin síntomas visibles de la 

enfermedad y 4 = planta muerta. La desviación estándar media se expresa en la barra de error (n 

= 10). a, b, c Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes (LSD) según la 

prueba ANOVA (p < 0,05). 

 

Así, a 0 g·L-1, la severidad de la enfermedad se redujo en un 74% por el aislado marino TL, 

seguido de TS y TA, con lecturas de 51.85% y 62.96%, respectivamente, en relación con la del 

control (p = 0.0086). No hubo diferencias significativas en la capacidad de controlar la aparición 

de los síntomas en los tres aislados de Trichoderma ensayados. En general, al aumentar el 

contenido de sal en el agua de riego, no hubo diferencias significativas en el control de la 

enfermedad causada por P. ultimum para los tres aislados de Trichoderma ensayados, reduciendo 

significativamente los síntomas con respecto al control (T0). TL realizó un mayor control del 

desarrollo de la enfermedad, alcanzando una reducción del 44.11% para 2 g·L-1 de NaCl. 

 

2.5 Discusión 

 

La capacidad de utilizar aislados fúngicos para el control biológico de enfermedades o la 

promoción del crecimiento de las plantas en condiciones de cultivo puede estar condicionada por 

el manejo, las condiciones del suelo o la fertirrigación, la temperatura, la salinidad y la presencia 

de metales pesados o pesticidas, entre otros muchos factores. Las condiciones de salinidad, 

provocadas en muchos casos por la excesiva fertilización química en la horticultura intensiva, 

pueden poner en duda la eficacia de estos ACB. En este estudio, hemos analizado la capacidad de 

los aislados de Trichoderma obtenidos de diferentes ambientes para promover el desarrollo de 
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plántulas de melón y controlar la podredumbre de la raíz causada por P. ultimum en condiciones 

de estrés salino. Los aislados de Los sustratos de cultivo de setas y los rizomas de Posidonia 

oceanica se identificaron como T. aggressivum f. sp. europaeum y T. longibrachiatum, 

respectivamente. 

 

Con la excepción de TL, el crecimiento micelial de TA y TS se vio influenciado por la 

salinidad y la temperatura. La relación entre la temperatura y el desarrollo de Trichoderma 

depende en muchos casos de la especie y del origen del aislamiento. Así, TA mostró diferencias 

considerables en el crecimiento, dependiendo de la temperatura (25 y 35 ◦C). Resultados similares 

fueron obtenidos por Sobieralski et al. [24], cuyos aislamientos de T. aggressivum f. europaeum 

mostraron un crecimiento muy pobre a una temperatura de 35 ◦C. Tanto la TS como la TA 

redujeron drásticamente el crecimiento del micelio en un medio salino. Dado el origen del TA, es 

lógico suponer que tiene una baja tolerancia a la presencia de sal en el medio. Sin embargo, esto 

no es así para la TS, ya que fue aislada de la arena del fondo marino de la costa de Cádiz (España), 

que mostró supresividad frente a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi [25]. A 30 g·L-1, su 

crecimiento y esporulación fue óptimo tras su aislamiento (Diánez F., comunicación personal), 

aunque esta capacidad de crecimiento se redujo tras su crecimiento in vitro. De la Cruz et al. [26] 

consideran que no existe una correlación significativa entre el hábitat marino y la tolerancia a la 

sal de los hongos aislados, por lo que no está claro por qué los hongos marinos tienen diferentes 

grados de tolerancia a la sal, o por qué pierden esa tolerancia. 

 

Hemos demostrado que TA, TS y TL pueden inhibir el desarrollo de P. ultimum in vitro y 

son eficaces en la reducción de la gravedad de la enfermedad en las plántulas de melón, incluso 

en condiciones de estrés salino. Dada la capacidad de crecimiento de P. ultimum a 

concentraciones de 20 g-L-1, es necesario aplicar microorganismos tolerantes al estrés salino que 

no pierdan sus capacidades antagónicas contra los fitopatógenos. Migheli et al. [27] mostraron la 

capacidad de T. longibrachiatum CECT2606 para reducir la incidencia del damping-off en 

pepino, y el papel de las celulasas en el control de esta enfermedad. Recientemente, Yuan et al. 

[28] mostraron la capacidad de T. longibrachiatum H9 como promotor del crecimiento de las 

plantas de pepino y como ACB, reduciendo el índice de enfermedad del moho gris causado por 

Botrytis cinerea mediante la resistencia inducida. El TL ha sido denominado probiótico gracias a 

los múltiples beneficios que aporta a las plantas de tomate huésped asociadas y en el control de 

enfermedades [29]. Los microorganismos probióticos vegetales (MPP), también conocidos como 

bioprotectores, biocontroladores, biofertilizantes o bioestimulantes, son microorganismos 

beneficiosos que proporcionan una alternativa al uso de pesticidas y fertilizantes, reduciendo los 

problemas medioambientales y de salud pública [30]. 
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Trichoderma saturnisporum ha sido descrito como bioestimulante en plantas de pimiento, 

melón y Arabidopsis thaliana [18,19,31], así como ACB contra Phytophthora parasitica, P. 

capsici [18] y Fusarium oxysporum [31]. Recientemente se han descrito nuevos aislamientos de 

TS marinos de la esponja Dictyonella incisa, caracterizando nuevos metabolitos secundarios de 

esta especie implicados en el control de enfermedades [32]. 

 

En este trabajo se describe por primera vez la promoción del crecimiento de las plantas y 

el control de P. ultimum mediante Trichoderma aggressivum f. sp. europaeum. En Europa, este 

hongo produce disminuciones muy importantes en el rendimiento de los champiñones [33,34]. 

No existen referencias a este hongo como agente fitopatógeno. Su elevado crecimiento micelial 

y esporulación, así como su alto poder como patógeno, hacen de TA un prometedor ACB. 

 

Existen numerosas referencias basadas en el importante papel que desempeñan diferentes 

especies de Trichoderma tanto en la promoción de las plantas como en el control biológico de 

enfermedades. La caracterización de los mecanismos implicados está bien estudiada y en continuo 

desarrollo [35-37]. Sin embargo, en la horticultura intensiva bajo plástico, los beneficios de la 

aplicación de bioestimulantes o biofungicidas basados en Trichoderma u otros microorganismos 

están en entredicho, debido a la percepción que tienen los agricultores de la baja eficacia de estos 

productos como controladores de enfermedades cuando se comparan con la rápida respuesta que 

presentan los fertilizantes o fungicidas químicos. Los cambios actuales en la legislación en cuanto 

a la reducción de las materias activas [38] y la comercialización de bioestimulantes y 

bioplaguicidas, junto con la necesidad de aumentar la sostenibilidad de la agricultura en términos 

de salud pública y medio ambiente, requieren el uso de PPM como un elemento clave en la 

horticultura intensiva. 

 

2.6 Conclusiones 

 

Los tres aislados de Trichoderma estudiados han mostrado diferentes grados de tolerancia 

a la presencia de NaCl, demostrando antagonismo in vitro contra P. ultimum. El aislado marino 

T. longibrachiatum no perdió la actividad antagonista a altas concentraciones de sal (20 g·L-1). 

Los presentes resultados demuestran claramente que Trichoderma aggressivum f. sp. europaeum, 

T. saturnisporum y T. longibrachiatum fueron eficaces promotores del crecimiento de la planta y 

redujeron la tasa de putrificación radicular causada por P. ultimum en plántulas de melón bajo 

condiciones de estrés salino. Este trabajo es la primera descripción de Trichoderma aggressivum 

f. sp. europaeum como promotor de plantas y ACB. 
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3.1 Resumen 

 

El objetivo principal de este estudio fue determinar la capacidad de Trichoderma 

aggressivum f. europaeum para promover el crecimiento de plántulas de pimiento y tomate en 

comparación con la de T. saturnisporum, una especie recientemente caracterizada como 

bioestimulante. En consecuencia, se realizaron pruebas de germinación de semillas y crecimiento 

de plántulas in vitro en condiciones de semillero comercial. Además, se determinaron los efectos 

de diferentes dosis y de una mezcla de ambas especies sobre el crecimiento de las plántulas en 

vivero y, posteriormente, en condiciones de invernadero. Además, se determinó la producción 

masiva de esporas en diferentes sustratos, así como su producción de sideróforos y ácido 

indolacético y su capacidad de solubilización de Fósforo (P). La aplicación directa de 

Trichoderma aggressivum f. europaeum a las semillas in vitro no aumenta el porcentaje de 

germinación de las semillas de pimiento y tomate ni mejora su índice de vigor. Sin embargo, el 

riego del sustrato utilizando diferentes dosis en condiciones de vivero comercial aumenta la 

calidad de las plántulas de tomate y pimiento. Las raíces del tomate aumentaron en un 66.66% a 

dosis de 106 esporas por planta. La aplicación de T. aggressivum f. europaeum o T. saturnisporum 

en condiciones de vivero añadió valor a las plántulas porque su efecto promotor del crecimiento 

se mantiene en condiciones de invernadero hasta tres meses después del trasplante. La aplicación 

combinada de las dos especies no tuvo ningún efecto beneficioso en relación con la del control. 

El presente estudio demuestra la capacidad bioestimulante de T. aggressivum f. europaeum en 

plantas de pimiento y tomate en condiciones comerciales de vivero e invernadero. 

 

Palabras clave: Trichoderma; promoción del crecimiento vegetal; tomate; pimiento; 

bioestimulante. 

 

3.2 Introducción 

El éxito de la aplicación de Trichoderma en la agricultura se debe a los múltiples beneficios 

que genera en las plantas. Así, el género Trichoderma se caracteriza por su fuerte potencial 

competitivo y reproductivo, presentando altas tasas de supervivencia en condiciones de estrés 

desfavorables o abióticas, como la salinidad [1], el estrés hídrico [2], o la presencia de diversos 

productos químicos tóxicos, incluyendo fungicidas [3], entre otros. Asimismo, Trichoderma 

presenta una alta eficiencia en la promoción de la absorción de nutrientes [4], la capacidad de 

modificar la rizosfera y la estructura de la raíz en la que se establece el hongo [5,6], una alta 

agresividad contra hongos patógenos de las plantas, eficiencia en la promoción del crecimiento 

de las plantas [7-12], y la capacidad de inducir mecanismos de defensa de las plantas, entre otros 

muchos beneficios adicionales [8,9,13]. Las propiedades de Trichoderma han generado un 

considerable interés en la investigación de estos hongos para su uso en la agricultura, y se ha 
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desarrollado un gran número de productos comerciales utilizando diferentes especies de 

Trichoderma [10,14]. Muchas formulaciones contienen mezclas de diferentes especies que 

proporcionan una gama más amplia de efectos beneficiosos directos e indirectos para las plantas. 

Numerosos estudios han informado de los beneficios de la aplicación de Trichoderma para el 

crecimiento de las plantas e incluso el aumento del rendimiento de la producción. Así, la 

aplicación de especies de Trichoderma, tanto en el suelo como en las semillas, permite la 

multiplicación del hongo junto con el sistema radicular en desarrollo [15]. Su capacidad de 

colonizar las raíces de las plantas desde la estructura tipo apresorio mejora directamente el vigor 

de la semilla [16] y la germinación y promueve el crecimiento de las plántulas [10,11,17]; por lo 

que se sugiere que estos hongos se apliquen desde la etapa de vivero en el caso de especies 

hortícolas, ornamentales o forestales, lo que permitiría la colonización temprana de las raíces por 

Trichoderma, antes de trasplantar las plántulas en el campo. 

 

Se ha informado de que el crecimiento de las plantas aumenta en asociación con las especies 

de Trichoderma similar al de otros microorganismos promotores del crecimiento de las plantas 

(PGPM), pero los efectos son mayores con Trichoderma cuando las plantas están bajo 

condiciones de estrés biótico, abiótico o fisiológico [9,18-21]. Recientemente, se ha descrito que 

T. aggressivum f. europaeum es un promotor del crecimiento de las plántulas de melón en 

condiciones de estrés salino, además de su capacidad para controlar Pythium ultimum, 

disminuyendo la severidad de la enfermedad en las plántulas [1]. Trichoderma aggressivum 

Samuels & W. Gams es el agente causal de la enfermedad del moho verde, que causa pérdidas 

económicas en el cultivo de champiñones de botón blanco (Agaricus bisporus (J.E. Lange) 

Imbach) en todo el mundo.  Existen dos subespecies, T. aggressivum f. aggressivum y T. 

aggressivum f. europaeum que se encuentran en Norteamérica y Europa respectivamente [22]. 

Trichoderma aggressivum, un hongo filamentoso de rápido crecimiento, coloniza el compost y 

las tripas utilizadas como sustratos de crecimiento en el cultivo de hongos y produce densas 

colonias de micelio blanco que cambian de color a verde después de la esporulación [23]. Se sabe 

que este competidor agresivo produce metabolitos que son tóxicos para A. bisporus [24,25]. En 

las zonas colonizadas por T. aggressivum, la formación del cuerpo del fruto se retrasa, y los 

cuerpos del fruto pueden ser de mala calidad debido a los daños o a la decoloración [23]. Se han 

aislado numerosas especies de Trichoderma en sustratos de Agaricus y Pleurotus, como T. 

harzianum, T. longibrachiatum, Trichoderma ghanense, T. asperellu y T. atroviride, aunque no 

se ha determinado su agresividad [26]. Sánchez-Montesinos et al. [1] demostraron su alto 

crecimiento micelial y esporulación sobre las raíces. Por tanto, T. aggressivum f. europaeum es 

un potencial biofertilizante para diferentes cultivos. En nuestro estudio se ha analizado la 

capacidad promotora del crecimiento de esta especie en comparación con la de T. saturnisporum 

Ca1606, recientemente caracterizada como agente de biocontrol y promotor del crecimiento de 
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plántulas de diferentes plantas hortícolas [11,16,27]. Dado que la eficacia de los microorganismos 

como promotores del crecimiento dependerá del cultivo, la dosis y el método de aplicación, entre 

otros muchos factores, es necesario realizar más estudios sobre T. aggressivum f. europaeum para 

determinar su eficacia. En consecuencia, en el presente estudio, T. aggressivum f. europaeum 

Tae52481 y T. saturnisporum Ca1606, fueron probados para evaluar (a) los efectos de la 

aplicación directa a las semillas de una suspensión del hongo sobre la colonización de las raíces 

de tomates y pimientos y el posterior vigor de la planta; (b) la promoción del crecimiento y la 

calidad de las plántulas de pimiento y tomate bajo un sistema de producción convencional; y (c) 

los efectos de la aplicación de diferentes dosis y el efecto sinérgico de ambos aislados sobre las 

plántulas de tomate y sobre su posterior trasplante en condiciones de invernadero. 

 

3.3 Materiales y Métodos 

 

3.1. Aislados fúngicos 

 

El Trichoderma saturnisporum Ca1606 (TS), ya conocido por sus propiedades de 

promoción del crecimiento de las plantas, fue extraído de suelos supresivos. Los TS se cultivaron 

en agar papa dextrosa (PDA) durante 7 días a 25 ◦C en condiciones de ausencia de luz. Los 

resultados de crecimiento medidos se utilizaron para establecer un valor de comparación. 

Para este estudio se aisló Trichoderma aggressivum f. europaeum Tae52481 (TA) a partir 

de muestras de sustrato utilizadas para el cultivo de Agaricus bisporus en granjas de hongos. Estas 

muestras de esporas de hongos se cultivaron de forma similar en agar papa dextrosa (PDA) 

durante 7 días a 25 ◦C en condiciones de oscuridad. Se registraron los resultados de crecimiento 

correspondientes. Las suspensiones de esporas para ambas muestras se prepararon utilizando agua 

destilada estéril. Se alcanzó una concentración de 1 × 107 esporas/mL con un hemocitómetro 

Neubauer. 

 

3.2. Análisis de los atributos promotores del crecimiento de las plantas 

 

De acuerdo con el método de Louden et al. [28], mediante la transferencia de discos de 

micelio fúngico (5 mm) de cultivo activo al medio de agar Cromo-Azurol S (CAS), se determinó 

la producción de sideróforos. A las 24, 48 y 72 h se midió el diámetro de la colonia de sideróforos 

indicativo de halos anaranjados sobre azul. 

 

La producción de ácido indol-3-acético (IAA) se estimó según el procedimiento descrito 

por Diánez et al. [16]. Se analizaron cinco réplicas independientes de TA y TS. Este proceso se 

describe como sigue. Se preparó un caldo de peptona de glucosa (GPB) de 50 mL, enmendado 
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con o sin L-triptófano (Sigma-Aldrich) a una concentración de 100 mg L-1. Los frascos que 

contenían este caldo inoculado con TA y TS se incubaron en un agitador orbital a 150 rpm en 

condiciones de oscuridad durante 7 días a 25 ◦C. 

 

Posteriormente, los sobrenadantes de cada matraz, tras ser centrifugados durante 30 

minutos a 12,000×g y filtrados a través de membranas Millipore estériles (tamaño de poro 0.22 

µm), se recogieron en tubos de ensayo estériles. Para determinar la cantidad de IAA, se realizaron 

pruebas de densidad óptica y se compararon con una curva estándar de IAA. Tanto para la TA 

como para la TS, se utilizaron 3 mL del sobrenadante del cultivo y 2 mL (0.5 mol L-1 FeCl3 + 98 

mL de HClO4 al 35%) del reactivo de Salkowski y se dejaron durante 30 minutos. La intensidad 

de la densidad de pigmentación roja resultante se midió a 530 nm utilizando un espectrofotómetro 

de barrido para cada una de las muestras. 

 

Para determinar la estimación cuantitativa de la solubilización de fosfatos, se siguió una 

versión modificada del procedimiento de Lima-Rivera [29]. Para ello, frascos de 250 mL de 

capacidad que contenían 50 mL de caldo de fosfato del Instituto Nacional de Investigaciones 

Botánicas (NBRIP), inoculados con dos discos de agar de 5 mm de aislados de Trichoderma 

puros, fueron agitados a 100 rpm e incubados a 26 ◦C durante 3, 5, 7, 10 y 15 días. Como control, 

el procedimiento se llevó a cabo en frascos sin inocular que contenían el mismo caldo NBRIP. 

Los experimentos se realizaron por triplicado. 

 

Utilizando el método de Fiske y Subbarow [30] se estimaron las concentraciones de fosfato 

en los sobrenadantes del cultivo como fosfato equivalente (µg mL-1), se expresaron los valores 

medios y se analizó el pH. El P total (fosfato) en los frascos fue de 10 mg mL-1. 

 

3.3. Producción masiva de TA y TS en sustratos sólidos 

 

Se probó una mezcla de dos tipos de sustratos, uno que contenía cáscara de trigo sarraceno 

(BH) y avena (O), y el otro que contenía BH y arroz (R) para la multiplicación en masa de AT y 

TS [31]. Diferentes proporciones de BH-O (90-10%, 80-20% y 70-30% v/v) y BH-R (90-10%, 

80-20% y 70-30% v/v) se sumergieron en 30% v/v de agua durante 24 h. Cada mezcla se esterilizó 

durante 1 h a 125 ◦C dos veces en días consecutivos. Cada mezcla se colocó en una bandeja y se 

inoculó asépticamente pulverizando 5 mL de suspensión de esporas que contenía 1 × 107 esporas 

mL-1 de cada aislado. Las bandejas se mantuvieron a 25 ◦C en la oscuridad durante 15 días. En 

total, se extrajeron de las bandejas tres muestras (2 g) del sustrato colonizado por el hongo en 

cada tratamiento. Las muestras se diluyeron sucesivamente en agua destilada estéril + 0.01% de 

Tween 20® y se cuantificó el número de conidias g-1 del sustrato sólido para cada réplica 
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utilizando un hemocitómetro de Neubauer. Hubo tres réplicas por tratamiento. Las esporas 

recogidas se utilizaron en los diferentes experimentos realizados en este estudio. 

 

3.4. Análisis de los efectos de la TA y la TS en la germinación de las semillas en 

condiciones de laboratorio 

 

En este estudio se aplicaron tres tratamientos (control, TA y TS) y cuatro repeticiones 

siguiendo un diseño experimental de bloques al azar. Para cada repetición de los tres tratamientos 

se germinaron 50 semillas de tomate (Solanum lycopersicum 'Red Cherry') y de pimiento 

(Capsicum annuum 'Largo de Reus') en dos hojas de papel de filtro Whatman nº 1 humedecidas 

con agua destilada estéril en placas Petri (150 mm). Estas semillas se esterilizaron primero en la 

superficie durante 5 minutos con hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1,5%, se enjuagaron dos veces 

con agua destilada estéril y se secaron bajo flujo de aire laminar en papel estéril [16]. La 

germinación se logró tratando las semillas con 50 µl de suspensión de esporas (1 × 105 esporas 

mL-1) de TA, TS o 50 µl de agua estéril (control). Las bandejas se colocaron en una incubadora 

sin luz a 25 ± 1 ◦C, 7 días para el tomate y 10 días para las semillas de pimiento. Para cada caja 

de Petri tratada con una de las tres soluciones (control, TA y TS), se registró el porcentaje de 

germinación, la longitud de la raíz y la longitud del brote de las semillas de tomate y pimiento. 

Se calculó el índice de vigor de las semillas (IVS) de la siguiente manera IVS (longitud) = 

porcentaje de germinación de la semilla (longitud media de la raíz + longitud media del brote) 

[32]. 

 

3.5. Análisis de los efectos promotores de TA y TS en las plántulas de pimiento y tomate:  

 

Experimento 1 

 

El siguiente experimento se realizó en otoño utilizando un diseño completamente aleatorio 

en un vivero comercial (Almería, España). Las semillas de pimiento (Capsicum annuum 'Largo 

de Reus') y de tomate (Solanum lycopersicum 'Red Cherry') se sembraron en bandejas de 

poliestireno de vivero de 96 celdas llenas de mezcla de turba comercial (70 mL de volumen) y 

cubiertas con vermiculita. Las bandejas se trasladaron a un invernadero y se enjuagaron con agua 

destilada estéril (control), o con una suspensión de esporas de 5 mL (TA o TS) por celda a 105 

esporas por planta, después de un período de 2 días (tomate) o 4 días (pimiento) en una sala de 

germinación (humedad relativa (HR) = 95%; 25 ◦C). Se cultivaron cuatro bandejas de plántulas 

para cada tratamiento en condiciones estándar de cultivo en vivero (18-28 ◦C; 75.4 ± 6.7% HR). 

A continuación, se seleccionaron al azar 20 plantas por tratamiento y control de las cuatro réplicas 

a los 45 días de la siembra en las cuatro réplicas. Se midieron diferentes parámetros de 
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crecimiento: número de hojas, longitud del tallo, diámetro de la base del tallo, área foliar total y 

peso seco de las raíces, así como el área foliar utilizando el WINDIAS 3.1 de las plantas. La 

fórmula: DQI = TDW/((LS/D) + SDW/RDW)) donde TDW es el peso seco total (g), LS es la 

longitud del tallo (cm), D es el diámetro del tallo (mm), SDW y RDW son el peso seco del tallo 

y de la raíz (g), respectivamente; se emplearon para determinar el Índice de Calidad de Dickson 

(DQI) [33]. 

 

3.6. Análisis de los efectos de la aplicación de diferentes dosis de TA y TS a los tomates:  

 

Experimento 2 

 

El procedimiento experimental seguido para el experimento 2 fue similar al descrito para 

el experimento 1, aunque realizado en invierno. De nuevo, propagadas en sustrato adecuadamente 

regado según las necesidades climáticas y de cultivo en condiciones comerciales de vivero y 

suplementadas con un fertilizante comercial de nutrientes complejos, 96 plántulas de tomate por 

réplica de cuatro fueron tratadas con tres soluciones de suspensión de esporas, cada una con 5 mL 

de TA, conidias de TS y TA + TS (M) (TA D1, TS D1 y M D1: 105 esporas mL-1; TA D2, TS D2 

y M D2: 106 esporas mL-1; y TA D3, TS D3 y M D3: 107 esporas mL-1). Después de 30 días de la 

siembra, se seleccionaron al azar veinte plantas de cada uno de los tres lotes de tratamiento y del 

control para la cosecha. Se midieron las plantas y se registraron los datos de los mismos 

parámetros descritos en el experimento 1. A mediados de febrero se trasplantaron otras 25 plantas 

a un suelo arenoso y se analizaron a mediados de mayo. 

 

En todos los ensayos, las raíces inoculadas con aislados de Trichoderma se recogieron al 

final de los mismos. 

 

Las raíces se esterilizaron superficialmente en hipoclorito de sodio al 0.1% y se lavaron 

con agua esterilizada. Los fragmentos de raíz se colocaron en medio PDA para determinar la 

colonización de la raíz por el aislado fúngico. 

 

3.7. Análisis estadístico 

 

Los resultados experimentales se presentan como las medias y el error estándar (± SE) para 

las diferentes réplicas. La separación de medias se realizó mediante la prueba de la mínima 

diferencia significativa (LSD) de Fisher. Los datos se probaron mediante un análisis de la varianza 

(ANOVA) o una prueba t de Student con significación definida como valores p inferiores a 0,05 

(p < 0.05). Para el análisis estadístico se utilizó el software Statgraphics Centurion 18. 
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3.4 Resultados 

 

4.1. Producción en masa de aislados de Trichoderma en sustratos sólidos 

 

Los resultados se resumen en la Tabla 1. Ambos aislados crecieron y esporularon bien en 

todas las mezclas probadas. La proporción de 70 + 30% para la cáscara de trigo sarraceno y la 

avena (Figura 1), respectivamente, y de 80 + 20% para la cáscara de trigo sarraceno y el arroz, 

dio lugar a una producción de esporas significativamente mayor para ambas especies, seguida 

de 90 + 10% and 70 + 30% of BH + 10% R (Table 1). L a  t a s a  d e  p r o d u c c i ó n  d e  

e s p o r a s  m á s  b a j a  s e  o b s e r v ó  p a r a  8 0  B H  +  2 0 %  O .  

 

Tabla 1. Producción masiva de esporas en sustratos sólidos (UFC g-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

BH: cáscara de alforfón; O: avena; R: arroz; UFC: unidad formadora de colonias. Los datos se 

analizaron mediante ANOVA y las medias de los tratamientos se compararon según el 

procedimiento estadístico de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher (prueba F a p < 

0.05). Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba ANOVA de una vía (p 

= 0.05). 
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Figura 1. Producción en masa de (A) Trichoderma aggressivum f. europaeum y (B) 

Trichoderma saturnisporum en 70 + 30% para cáscara de trigo sarraceno y avena. 

 

 

4.2. Producción de sideróforos, IAA y solubilización de P 

 

La producción de sideróforos de TA y TS se observó en la formación de una zona de color 

naranja alrededor de las colonias fúngicas a las 24 y 48 h, y la producción de TA fue mayor, en 

ambos casos. No se detectó un aumento del diámetro del halo (mm) a las 72 h en ningún aislado 

(Tabla 2). 

 

Tabla 2. Producción de sideróforos y de IAA por los aislados de Trichoderma. 

Los valores son la media de cinco réplicas; los valores tras ± representan la desviación 

estándar. IAA: ácido indol-3-acético; +Trp: con L-triptófano; -Trp: sin L-triptófano. 

 

Aunque ambas cepas de Trichoderma mostraron una capacidad in vitro de producir IAA 

en medio suplementado con y sin 100 mg L-1 de triptófano durante un periodo de 7 días, la 

producción de T. saturnisporum fue mayor en ambas condiciones probadas (Tabla 2). Tanto en 

TA como en TS, la producción de IAA aumentó en el medio suplementado con triptófano. 
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Los efectos de la TA y la ST sobre la concentración de fosfato soluble se muestran en la 

Figura 2. La concentración inicial de P en el medio se utilizó para cuantificar la concentración de 

P solubilizada por ambos aislados. 

 

Como se muestra en la Figura 2, la solubilización de P fue significativa a partir del quinto 

día de incubación, sin que hubiera diferencias significativas entre los dos aislados. Además, no se 

detectó ningún cambio en el pH del medio, que se mantuvo aproximadamente en 6.5-7. 

 

 

 

 

Figura 2. Efectos de Trichoderma aggressivum f. europaeum (TA) y Trichoderma saturnisporum 

(TS) sobre la solubilización del fosfato en el caldo del Instituto Nacional de Investigación 

Botánica (NBRIP) que contiene fosfato cálcico tribásico (10 g). T0: caldo NBRIP sin aislados de 

Trichoderma. Los resultados se muestran como la media de las tres réplicas, en g L-1. La 

desviación estándar media se expresa en la barra de error (n = 3). Para cada aislado, las columnas 

marcadas con letras diferentes indican una diferencia significativa a p < 0.05. 

 

4.3. Efectos del tratamiento de TA y TS sobre la germinación y el índice de vigor 

 

Los resultados de la aplicación in vitro de las esporas de TA y TS a las semillas de tomate 

y pimiento se resumen en la Tabla 3. No se observaron efectos significativos sobre los porcentajes 

de germinación de las semillas de pimiento y tomate en ninguno de los dos tratamientos. Sin 

embargo, la aplicación de ambos aislados de Trichoderma provocó una disminución de los 
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parámetros de longitud de la radícula y del hipocótilo (crecimiento) y disminuyó 

significativamente el IVS en los pimientos. El índice de vigor de las semillas de tomate no se vio 

afectado por el tratamiento TA o TS (p = 0.1918). 

 

Tabla 3. Efectos de T. aggressivum f. europaeum y T. saturnisporum en la germinación de 

semillas de tomate y pimiento a los 7 y 10 días del tratamiento, respectivamente. 

 

Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba ANOVA de una vía (p=0.05). 

 

4.4. Efectos de la inoculación de Trichoderma en plántulas de tomate y pimiento 

 

Los efectos de la aplicación de TA y TS sobre los parámetros morfológicos y DQI se 

muestran en la Tabla 4. A diferencia de los resultados de la aplicación directa de ambos 

Trichoderma a las semillas, la aplicación al sustrato incrementó los parámetros de estudio en 

comparación con el control, y los resultados fueron mejores en pimientos que, en tomates, con 

plántulas de mejor calidad, según los valores de DQI (Figura 3). No hubo diferencias 

significativas tras la aplicación de TA y TS en ambas plantas hortícolas. El porcentaje de aumento 

evaluado en las plántulas de pimiento para cada especie (AT/ET) fue de 8%/8.5% para la longitud 

del tallo, 12.32/~0.01 para el diámetro del tallo, 7.77/5.5 para el número de hojas, 22.22/25 para 

el peso seco de los brotes, 36.36/63.63 para el peso seco de las raíces y 13.83/13.74 para el área 

foliar, respectivamente. En las plántulas de tomate, los porcentajes fueron 9/6 para la longitud del 

tallo, 0.5/1.5 para el diámetro del tallo, 6/8.8 para el número de hojas, 12.5/5.3 para el peso seco 

del brote, 0/-6.6 para el peso seco de la raíz y 8/9.2 para el área foliar. No se encontraron 

diferencias significativas en el DQI de las plántulas de tomate para ningún tratamiento aplicado 

con respecto al del control. 
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Figura 3. (A) Crecimiento diferencial de las plántulas de pimiento con T. aggressivum f. 

europaeum (TA), en comparación con el control. (B) Plantas de tomate cultivadas en condiciones 

de trasplante de campo (60 días). 

 

4.5. Efectos de la dosis de aplicación de T. aggressivum f. europaeum y T. saturnisporum 

 

Dado que no se encontraron resultados significativos de promoción del crecimiento vegetal 

en plántulas de tomate, se determinaron los efectos de la aplicación de tres dosis de ambas 

especies por separado, así como de forma conjunta. Los resultados se recogen en la Tabla 5, donde 

los valores significativamente superiores a los del control se destacan en verde, y los negativos 

en rojo, para su mejor visualización. 

El incremento de la dosis de ambas especies mejoró la calidad de las plántulas, aumentando 

todos los parámetros de estudio en los tratamientos TA D2 y TS D3, respecto al control. En el 

tratamiento TA D2, la longitud del tallo aumentó un 14.37%, el diámetro de la planta un 9.4%, el 

número de hojas un 21.58%, el peso seco de los brotes un 16.66% y el peso seco de las raíces un 

66.66%. En el tratamiento TS D3, la longitud del tallo aumentó un 39.05%, el diámetro de la 

planta un 15.22%, el número de hojas un 11.55%, el peso seco de los brotes un 12.5% y el peso 

seco de las raíces un 33.33%. Aunque la mayoría de los tratamientos favorecieron el desarrollo 

de los brotes de las plántulas, no se encontraron resultados favorables en las raíces; por lo tanto, 

la calidad de las plántulas no mejoró. La combinación o mezcla de las dos especies para las tres 

dosis ensayadas no mejoró los resultados respecto a su aplicación por separado. 

Los resultados de los parámetros de estudio tras el trasplante de las plántulas al suelo se 

recogen en la Tabla 5 (Figura 3). Los tres tratamientos, TA D1, TA D2 y TS D2, condujeron a 

una buena relación entre los brotes y las raíces del tomate, con una calidad de planta 

significativamente mayor, comparada con la del control, sin una nueva aplicación de 

Trichoderma. Así, el peso seco de los brotes aumentó un 43.20%, 22.84% y 29.58% y el peso 

seco de las raíces aumentó un 29.94%, 39.32% y 31.51% tras el tratamiento TA D1, TA D2 y TS 

D2, respectivamente. El establecimiento del hongo endofítico en la raíz (Figura 4) permitió que 

sus efectos persistieran después del trasplante.
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Tabla 4. Parámetros morfológicos e índice de calidad de plántulas de pimiento y tomate tratadas con T. aggressivum f. europaeum y T. saturnisporum a los 45 

días de la siembra. 

 

Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba ANOVA de una vía (p=0.05). DQI: Índice de Calidad de Dickson. 
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Tabla 5. Parámetros morfológicos y DQI de las plántulas y plantas de tomate tratadas con diferentes dosis (105, 106 y 107 esporas por planta): D1, D2 y D3, 

respectivamente de T. aggressivum f. europaeum (TA), T. saturnisporum (TS) y la mezcla (M) de las dos especies. 

 

Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba ANOVA de una vía (p=0.05). Verde: favorable, Rojo: desfavorable, Naranja: ningún efecto 

comparado con el control. DQI: Índice de Calidad de Dickson.
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Figura 4. (A) 

Colonización de raíces de pimiento y tomate por T. aggressivum f. europaeum. (C) Micelio en 

raíz de pimiento (100×). (B) Conidióforos y micelio en raíz de tomate (100×). (D) 

Clamidosporas en raíz de pimiento (200×). 

 

3.5 Discusión 

 

Se han descrito numerosas especies de Trichoderma como promotoras del crecimiento de 

las plantas, incluyendo T. harzianum, T. longipile, T. tomentosum, T. viride, T. koningii, T. 

asperellum, T. aureoviride y T. saturnisporum, entre otras [34]. Esta capacidad de promover el 

crecimiento depende de varios factores, como la existencia de aislados de la misma especie que 

pueden o no promover el crecimiento de la planta o, por ejemplo, el cultivo y/o la variedad a la 

que se aplica la especie [34]. Asimismo, se ha estudiado y comercializado ampliamente el uso de 

una mezcla de especies para aumentar esta actividad [10]. En este estudio se analizó la capacidad 

promotora del crecimiento vegetal de una nueva especie, T. aggressivum f. europaeum, que se 

caracteriza por su rápido crecimiento y esporulación, y se comparó con la de T. saturnisporum, 

especie caracterizada como promotora del crecimiento vegetal por Diánez et al. [16,18]. Aunque 

Allaga et al. [35] recomiendan no utilizar especies que produzcan la enfermedad del moho verde, 

estas especies no crean ningún problema en los cultivos hortícolas ni suponen ningún peligro para 

los cultivos de champiñón, siempre que se apliquen en zonas geográficas diferentes. Además, los 

hongos se producen en lugares cerrados y en condiciones completamente diferentes. Además, los 

restos de plantas en producción hortícola no se utilizan para preparar sustratos para el cultivo de 

hongos, como se ha demostrado en muchas especies comerciales; tampoco se utilizan restos de 

plantas estudiadas con promotores del crecimiento vegetal, que también pueden causar la 

enfermedad del moho verde, como T. harzianum [36] o T. longibrachiatum [37]. 

 

El primer objetivo era obtener esporas viables con un alto rendimiento en sustratos de bajo 

coste. Este productose utilizó para pruebas adicionales, que demostraron que la composición 

nutricional de los sustratos utilizados no afectaba a la capacidad bioestimulante de ninguna de las 

dos especies de Trichoderma. Lane [38] determinó que los nutrientes aportados en el medio 
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podían afectar a la capacidad biocontroladora o bioestimulante del agente. Se han utilizado 

diferentes sustratos para la producción de esporas de Trichoderma, incluyendo paja de cebada 

[39], trigo, arroz, granos de maíz [40] o una mezcla de sustratos, como paja de trigo, salvado, 

yuca, almidón de patata y remolacha azucarera [41,42], entre otros. En general, en nuestro estudio, 

se evaluaron altos rendimientos, expresados como unidad formadora de colonias (UFC) g-1, en 

todas las mezclas de sustratos probadas; los rendimientos aumentaron tanto en el 80% de cáscara 

de trigo sarraceno + 20% de arroz como en el 70% de cáscara de trigo sarraceno + 30% de avena. 

Aunque en las pruebas de laboratorio, la extracción pudo realizarse sin problemas en todas las 

mezclas, en el tanque extractor, las mezclas que contenían arroz se adhirieron a las paredes y a 

los tubos, complicando los procesos posteriores de extracción y filtración. Por esta razón, para 

desarrollar métodos de producción de bajo coste para el escalado industrial, se rechazó el arroz 

como constituyente del sustrato de producción de TA y TS. En nuestro estudio se demostró una 

alta producción de sideróforos e IAA y solubilización de P por parte de TA y TS en comparación 

con otras especies o aislados de Trichoderma. Estos tres componentes juegan un papel clave en 

la bioestimulación de las plantas al aumentar la disponibilidad de nutrientes para las plantas, como 

para la producción de hormonas [43,44]. Sin embargo, la relación directa entre la producción de 

IAA y la promoción del crecimiento de las plantas aún no está clara porque numerosas especies 

pueden producir IAA, pero no promueven el crecimiento de las plantas [45]. Hoyos et al. [45] 

concluyeron que la producción de IAA no es una calidad dependiente de la especie de 

Trichoderma y no encontraron ninguna correlación directa entre la bioestimulación y la 

producción de IAA y sideróforos o la solubilización de P. Por su parte, Vinale et al. [46] 

destacaron los efectos de la producción de sideróforos (ácido harziano) en la germinación de 

semillas de tomate y la mejora del crecimiento de las plántulas incluso en condiciones de 

deficiencia de hierro. Del mismo modo, Qi y Zhao [47] demostraron que la aplicación de T. 

asperellum mejoraba el crecimiento del pepino al inducir una protección fisiológica bajo estrés 

salino, y sus sideróforos desempeñaban un papel clave en la mitigación de los efectos negativos 

de la salinidad. 

 

Muchas especies de Trichoderma pueden producir IAA, y la alta secreción de IAA en 

presencia de triptófano indica la importancia del triptófano como precursor para la producción de 

IAA [48,49]. Gravel et al. [50] reportaron que la producción de IAA inducida por L-triptófano 

incrementó el peso fresco de los brotes y raíces de tomate. Nuestros resultados indican que el TA 

y el TS producen cantidades de IAA mucho mayores que las evaluadas por otros autores. Por lo 

tanto, Saber et al. [48] describieron la producción de IAA de los aislados de T. harzianum que 

eran 10 veces menores que los de T. aggressivum f. europaeum y T. saturnisporum evaluados en 

este estudio.  Bader et al. [51] informaron que la producción de IAA osciló entre 13.38 y 21.14 

µg mL-1 en T. brevicompactum, T. gamsii y T. harzianum.   Diánez et al. [16] describieron una 
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producción de IAA para T. saturnisporum; por tanto, la capacidad de producción in vitro de IAA 

se conservó a pesar de mantener el aislado en el laboratorio durante 10 años. Del mismo modo, 

la solubilización de fosfatos por parte de las especies de Trichoderma se ha descrito tanto in vitro 

como in vivo [52-54]. Recientemente, Tandon et al. [55] evaluaron la solubilización de P de 

diferentes aislados de Trichoderma koningiopsis bajo condiciones de estrés abiótico y 

determinaron un rango de 1.6 a 71 µg mL-1. Bononi et al. [12] encontraron que Trichoderma 

aislado de suelos de la selva amazónica demostró un alto potencial de solubilización de fosfato, 

que varió de 51.7 a 90.3% 10 días después de la inoculación. A pesar de su alta capacidad de 

solubilización de P, algunos de estos aislados inhibieron la germinación de las semillas de soja. 

En nuestro estudio, el rango de solubilización de P de ambos aislados fue el más bajo en el décimo 

día de incubación, con un 5.9% y un 6.16% para TA y TS, respectivamente. 

 

La aplicación de PGPM a las semillas permite utilizar una menor concentración de esporas, 

al tiempo que garantiza que los PGPM sean fácilmente accesibles en la germinación y durante las 

primeras etapas de desarrollo de la planta, estimulando un establecimiento sano y rápido y, en 

consecuencia, maximizando la producción del cultivo [43]. Sin embargo, la aplicación directa de 

diferentes aislados o especies de Trichoderma a las semillas (bioimprimación) no siempre ha 

tenido efectos beneficiosos. En este estudio, la tasa de germinación de las semillas no se vio 

afectada por T. aggressivum f. europaeum o T. saturnisporum. Azarmi et al. [18] obtuvieron 

resultados similares tras después de aplicar aislados de T. harzianum a las semillas de tomate. 

Hajieghrari et al. [56] demostraron que la exposición directa de las semillas de maíz a las esporas 

de Trichoderma disminuía el porcentaje de germinación de las semillas, así como la longitud de 

las radículas y los brotes. Sin embargo, You et al. [57] demostraron que los aislados de T. 

harzianum y T. koningiopsis mejoraban significativamente el índice de vigor de las semillas de 

tomate cuando se utilizaban para tratarlas. Nuestros resultados demostraron que la aplicación 

directa de T. aggressivum f. europaeum y T. saturnisporum disminuyó el vigor de las semillas, 

de forma significativa en pimientos pero no en tomates. Sin embargo, la aplicación de cualquiera 

de las dos especies en condiciones de vivero comercial, a través del riego del sustrato, mejoró de 

forma similar la calidad de las plántulas de pimiento de forma significativa, aunque de nuevo no 

fue significativa para los tomates. La optimización de la dosis de aplicación para cada especie es 

un factor que debería considerarse, entre otros, para que las empresas y los productores puedan 

adoptar esta tecnología con mayor seguridad [58]. El aumento de la dosis de T. aggressivum f. 

europaeum y T. saturnisporum aplicada a las plántulas de tomate aumentó la mayoría de los 

parámetros de estudio, así como el valor del DQI en los tratamientos TA D2, TA D3 y TS D3. El 

establecimiento endofítico de Trichoderma en los viveros puede asegurar su colonización una vez 

trasplantado. Así, en el tratamiento TA D2, las plantas de tomate siguieron mostrando una mejor 

calidad, sin ninguna aplicación adicional de Trichoderma, y la calidad de las plantas mejoró en 
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otros tratamientos con Trichoderma aplicado por separado. Los resultados más pobres se 

obtuvieron para las mezclas de ambas especies, sin que se produjera una mejora en los parámetros 

de estudio para ninguna de las dosis ensayadas, e incluso una reducción del 21.62%, 10.63% y 

25% en la longitud del tallo, el diámetro y el peso seco de los brotes de las plántulas de tomate en 

el tratamiento MD3, respectivamente. Resultados similares fueron encontrados por Liu et al. [59], 

quienes reportaron que la combinación de tres especies, T. afroharzianum, T. pseudoharzianum y 

T. asperelloides, disminuyó los efectos de biocontrol y de promoción del crecimiento en 

comparación con la aplicación de cada especie por separado. 

 

Aunque en la actualidad es difícil reducir de forma importante el uso de fertilizantes 

químicos sin que se produzcan pérdidas de producción en muchos sistemas agrícolas, su 

disminución gradual acompañada del uso de bioestimulantes o biofertilizantes es una herramienta 

que puede optimizar el uso de insumos químicos a la vez que reduce la contaminación ambiental 

y la de los cultivos alimentarios. 

 

3.6 Conclusiones 

 

El presente estudio ha demostrado, por primera vez, la capacidad bioestimulante de T. 

aggressivum f. europaeum en plantas de pimiento y tomate en condiciones de vivero comercial e 

invernadero, con resultados similares a los de T. saturnisporum. 
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4.1 Resumen 

 

 Nuestro propósito fue evaluar la capacidad de Trichoderma aggressivum f. europaeum 

como agente de control biológico contra enfermedades de fitopatógenos fúngicos. Se obtuvieron 

doce aislamientos de T. aggressivum f. europaeum se obtuvieron de varios sustratos utilizados 

para el cultivo de Agaricus bisporus procedentes de explotaciones de Castilla-La Mancha 

(España). Se determinaron las tasas de crecimiento de los 12 aislados y se analizó su actividad 

antagonista in vitro frente a Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani f. 

cucurbitae, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani y Mycosphaerella melonis, y todos los 

aislados presentaron altas tasas de crecimiento. T. aggressivum f. europaeum mostró una elevada 

actividad antagonista para diferentes fitopatógenos, superior al 80%, excepto para P. 

aphanidermatum, con un 65% aproximadamente. El aislado más eficaz, T. aggressivum f. 

europaeum TAET1, inhibió el crecimiento de B. cinerea, S. sclerotiorum y M. melonis en un 

100% en el ensayo de hojas desprendidas e inhibió la germinación de los esclerocios de S. 

sclerotiorum. La incidencia y la gravedad de la enfermedad en los ensayos de plantas para los 

patosistemas oscilaron entre el 22% para F. solani y el 80% para M. melonis. Este aislado redujo 

la incidencia de Podosphaera xanthii en las hojas de calabacín en un 66,78%. La alta 

compatibilidad de este aislado con los fungicidas podría permitir su uso en combinación con 

diferentes estrategias de manejo de plagas. En base a los resultados, T. aggressivum f. europaeum 

TAET1 debería ser considerado para estudios en invernaderos comerciales como agente de 

control biológico. 

 

Palabras clave: control biológico; Trichoderma; hongos fitopatógenos; enfermedades; 

fungicidas 

 

4.2 Introducción 

 

En las últimas décadas, el uso de microbios promotores del crecimiento de las plantas 

(PGPM) y de agentes de control biológico microbiano (MBCA) ha aumentado considerablemente 

en la agricultura, principalmente porque los consumidores y los productores están interesados en 

reducir los residuos de pesticidas orgánicos sintéticos y de fertilizantes químicos en los alimentos, 

y en reducir el impacto medioambiental de la producción agrícola. El amplio uso de plaguicidas 

sintéticos desde 1945 ha provocado problemas medioambientales a largo plazo [1] y altos riesgos 

para la salud de los seres humanos [2]. Cada año se utilizan entre 3 y 4.6 millones de toneladas 

de plaguicidas, y el uso intensivo mundial de fertilizantes químicos fue de unos 109.1, 45.5 y 37.6 

millones de toneladas de N, P2O5 y K2O, respectivamente, en 2017 (un aumento medio del 35.9% 

desde 2002) [3-5]; pone en peligro directamente el suelo y las fuentes de agua, causa 
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contaminación ambiental [6] e inflige enfermedades a niveles alarmantes [7]. Por lo tanto, la 

agricultura sostenible se logrará mediante estrategias de gestión biológica de plagas y 

fertilizantes; ambas son soluciones alternativas más naturales y respetuosas con el medio 

ambiente para gestionar la producción de cultivos con un uso reducido de pesticidas y 

fertilizantes. 

 

Entre los numerosos microbios utilizados como PGPM o MBCA (también denominados 

probióticos), las cepas bacterianas o fúngicas son las más utilizadas contra los agentes causales 

de las enfermedades aéreas y del suelo en las plantas. Sin embargo, Trichoderma sigue siendo el 

estándar de oro del control biológico. Numerosas especies de este género, como T. harzianum 

Rifai; T. viride Pers; T. atroviride P. Karst; T. virens J.H. Mill, Giddens y A.A. Foster; T. 

longibrachiatum Rifai; T. polysporum Rifai; T. stromaticum Samuels y Pardo-Schulth; T. 

hamatum Bainier; T. asperellum Samuels, Lieckf y Nirenberg; T. citrinoviride Bissett; T. 

saturnisporum Hammill; T. aggressivum Samuels y W. Gams han sido descritas como agentes de 

control biológico (ACB) contra fitopatógenos [8-24]. Varios estudios han demostrado que las 

especies de este género presentan la mayoría de los mecanismos identificados en el control 

biológico, a saber, la competencia por los recursos (espacio y nutrientes) [25], la producción y 

excreción de metabolitos (antibióticos, enzimas que degradan la pared celular, sideróforos) [26-

30], el micoparasitismo sobre los hongos fitopatógenos [31] y la inducción de respuestas de 

defensa (resistencia sistémica adquirida, resistencia sistémica inducida y respuesta hipersensible) 

[32-37]. Entre ellos, la competencia, el mico parasitismo y la producción de compuestos 

antifúngicos se consideran los mecanismos más importantes [38,39]. El micoparasitismo se basa 

en el reconocimiento, la unión y la ruptura de la pared celular del hongo hospedador por parte de 

numerosas enzimas, principalmente quitinolíticas y glucanolíticas [28,40]. Como resultado del 

micoparasitismo, muchas especies de Trichoderma, incluyendo las indicadas anteriormente, han 

sido identificadas como agentes causantes de la enfermedad conocida como moho verde en los 

cultivos de hongos en diferentes países [41-47]. Se han detectado T. pleurotum y T. pleuroticola 

en P. ostreatus [48], T. aggressivum en Agaricus bisporus [49], y T. harzianum, T. 

longibrachiatum, Trichoderma ghanense, T. asperellum y T. atroviride en sustratos de compost 

de Agaricus y Pleurotus, aunque no son particularmente agresivos [41]. Una de estas especies, T. 

aggressivum f. europaeum Samuels & W. Gams, anteriormente conocida como T. harzianum Th2 

biotipo, es responsable de los problemas de moho verde de Agaricus en Europa [50]. El 

enrollamiento de las hifas y la formación de estructuras similares a los apresorios se asocia 

normalmente con el micoparasitismo de las especies de Trichoderma [32]. Sin embargo, este tipo 

de interacción entre T. aggressivum y A. bisporus se ha observado raramente [51]. Su mecanismo 

de acción más exitoso es su tolerancia competitiva al efecto inhibidor de numerosas bacterias y 

hongos, lo que explica su rápido crecimiento y esporulación [52,53], aunque T. aggressivum 
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puede considerarse un micopatógeno dado su efecto sobre las hifas de A. bisporus, así como su 

inducción de una respuesta de estrés oxidativo [54]. O'Brien et al. [55] informaron de un cambio 

en la producción de proteínas intracelulares en presencia de A. bisporus directamente relacionado 

con la tolerancia al estrés, la señalización celular, la longevidad y la estructura. Estas funciones 

pueden ser parte de la capacidad de T. aggressivum para desplazar a A. bisporus y disminuir el 

rendimiento del hongo. Crece rápidamente (1 mm h-1) a 27 °C, produciendo una capa algodonosa 

de micelio aéreo. La esporulación comienza sólo después de 4 d y se produce en la zona central, 

en bandas verdes concentradas. Esta especie compite eficazmente por el espacio y los nutrientes, 

y produce enzimas extracelulares, metabolitos secundarios tóxicos y compuestos orgánicos 

volátiles, lo que provoca drásticas pérdidas en los cultivos. 

 

Al igual que otras Trichoderma, esta especie puede considerarse un agente de control 

biológico o un promotor del crecimiento de la planta. Así, Ordaz-Ochoa et al. [56] describieron 

la inhibición del crecimiento micelial en cultivos duales de diferentes aislados de Armillaria spp. 

del aguacate por parte de T. aggressivum. Recientemente, Sánchez-Montesinos et al. [24] 

destacaron la capacidad de T. aggressivum f. europaeum para promover el crecimiento de la 

planta de melón en condiciones salinas. Estos autores también informaron del control del 

damping-off causado por Pythium ultimum en plántulas de melón después de aplicar T. 

aggressivum f. europaeum, reduciendo la severidad de la enfermedad en un 63%. Rodríguez et 

al. [57] aislaron e identificaron a T. aggressivum como micoparásito de la roya del café causada 

por Hemileia vastatrix, que fue descrita por primera vez en los trópicos. Este beneficio también 

se ha observado en la germinación y el desarrollo de plántulas de tomate y pimiento, lo que ha 

supuesto un aumento del peso seco de las raíces en un 66.66% y un 36.36%, respectivamente 

[58]. Del mismo modo, Lee et al. [59] han informado de la promoción del crecimiento de 

Arabidopsis a través de los compuestos volátiles producidos por T. aggressivum, con un aumento 

del 37.1% en el peso fresco de los brotes y un 82.5% en clorofila. Sin embargo, se sabe poco 

sobre el papel que T. aggressivum puede desempeñar en la lucha contra diferentes fitopatógenos 

tanto in vitro como in vivo. 

 

Por lo tanto, los principales objetivos de este estudio son (a) aislar y seleccionar cepas de 

T. aggressivum f. europaeum (TAE), obtenidas de sustratos de cultivos de A. bisporus y de 

carpoforos con moho verde, (b) determinar la actividad antagónica in vitro de los aislados de TAE 

contra diferentes fitopatógenos de interés en la agricultura, (c) evaluar la capacidad in vivo para 

controlar el desarrollo de la enfermedad causada por los fitopatógenos en diferentes patosistemas 

en condiciones de invernadero, y (d) determinar la compatibilidad de TAE con diferentes 

fungicidas comúnmente utilizados para controlar las enfermedades fúngicas. 
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4.3 Materiales y métodos 

 

3.1. Aislamiento e identificación de los aislados de Trichoderma 

 

Se obtuvieron un total de 12 aislados de explotaciones de champiñón situadas en Castilla-

La Mancha (España) que presentaban síntomas de la enfermedad del moho verde (Figura 1). Los 

aislados se mantuvieron en medio de agar papa dextrosa (PDA) a 25 °C en la oscuridad y se 

caracterizaron taxonómica y molecularmente. La morfología de los conidióforos se examinó 

mediante microscopía óptica y fue consistente con el género Trichoderma (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Moho verde en la capa de envoltura y en el hongo (A, B). Aislado de T. aggressivum 

f. europaeum TAET1: Cultivo (C) y conidióforos (D). 

 

La identificación molecular se realizó siguiendo el procedimiento de Carrasco et al. [60]. 

La secuenciación de la región de ADNr, incluyendo los espaciadores ITS1 e ITS2 y el ADNr 

5.8S, se realizó mediante secuenciación automatizada de ADN con terminadores fluorescentes 

utilizando un secuenciador ABI 377 Prism (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) por el 

Servicio Técnico de la Universidad de Almería. Se utilizó el software de análisis ChromasPro® 

(Technelysium Pty. Ltd., Tewantin, Australia) para editar cada muestra de secuencia. Las 

secuencias obtenidas se compararon con las registradas en la base de datos GenBank (NCBI) 

mediante búsquedas MegaBLAST para su identificación [61,62]. Las secuencias se depositaron 

en la base de datos EMBL. 

 

3.2. Crecimiento de los aislados de Trichoderma en PDA 

 

El crecimiento de cada aislado se evaluó in vitro colocando un tapón de 5 mm del borde de 

un cultivo de PDA puro de 7 días, a 0.5 cm del borde de la placa de Petri. Los aislados se incubaron 
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en una cámara de crecimiento a 25 °C en la oscuridad. Los diámetros de las colonias fueron 

registrados cada día durante el cultivo. El experimento fue completamente aleatorio con cinco 

réplicas. 

 

3.3. Prueba de doble cultivo 

 

Los aislados de Trichoderma fueron examinados por su antagonismo contra B. cinerea 

Pers, S. scle- rotiorum (Lib.) de Bary, F. solani f. cucurbitae W.C. Snyder & H.N. Hansen, P. 

aphanidermatum (Edson) Fitzp, R. solani J.G. Kühn y M. melonis (Pass.) adoptando el ensayo de 

confrontación de Santos et al. [63]. Se prepararon cajas de Petri (9 cm de diámetro) que contenían 

17 mL de PDA (Bioxon, Becton Dickinson, México). A continuación, se cortaron tapones de 0.5 

cm de micelio de todos los hongos del borde de crecimiento de cultivos de siete días con 

crecimiento activo de cada aislado. Los tapones se colocaron en los extremos de las placas Petri 

con una distancia de 7.5 cm entre los dos hongos, antagonista-fitopatógeno. Todas las placas se 

sellaron con Parafilm® y se cubrieron en la oscuridad a 25 °C durante 3 a 10 días. Se midió 

diariamente el crecimiento radial de las colonias de hongos. Los resultados se transformaron en 

porcentajes de inhibición del crecimiento del micelio (PIRM: porcentaje de inhibición del 

crecimiento radial del micelio del patógeno, R1: crecimiento radial del patógeno en placas de 

control, R2: crecimiento radial del patógeno en placas de doble cultivo). Estas pruebas se 

realizaron por quintuplicado. Las zonas de encuentro entre el antagonista y el patógeno se 

observaron también mediante microscopía óptica y microscopía de barrido electrónico de 

criofractura (criosem) según el procedimiento de Diánez et al. [23]. Para las pruebas posteriores 

se seleccionó sólo un aislado, es decir, el que presentaba una mayor tasa de crecimiento, así como 

una mayor capacidad antagonista frente a un mayor número de fitopatógenos. 

 

3.4. Bioensayo de compuestos orgánicos volátiles antifúngicos 

 

Se determinaron los efectos de inhibición in vitro de los compuestos orgánicos volátiles 

producidos por T. aggressivum f. europaeum TAET1 contra diferentes hongos fitopatógenos. Para 

ello, se cortó un disco (de 0.5 cm de diámetro) de los bordes de crecimiento activo de las placas 

TAET1 y se colocó a una distancia de 0,5 cm del borde en una mitad de una placa dividida que 

contenía medio PDA. Tras un periodo de incubación de 48 horas a 25 ± 1 °C, se colocaron tapones 

de micelio de 0,5 cm para cada patógeno en la otra mitad de la placa dividida, que contenía PDA, 

y las placas se envolvieron inmediatamente en Parafilm®. Las mediciones del crecimiento radial 

del micelio se realizaron diariamente para los hongos de crecimiento rápido (B. cinerea, S. 

sclerotiorum, P. aphanidermatum y R. solani) y cada 2 días para los de crecimiento más lento (M. 
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melonis y F. solani) hasta alcanzar el borde de la placa [23]. El experimento se realizó cinco veces 

con cinco réplicas. 

 

3.5. Ensayo de hoja desprendida 

 

Los efectos supresores de T. aggressivum f. europaeum TAET1 sobre B. cinerea, S. 

sclerotiorum y M. melonis se evaluaron mediante un ensayo de hoja desprendida, tal y como 

describen Novak et al. [64] y Patial et al. [65]. Las hojas de las plántulas de pepino (variedad, 

Super Marketer, Mascarell), pimiento (var. Pimiento del Padrón, Mascarell) y tomate (var. Red 

Cherry, Fitó) se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 30 s y se lavaron dos veces 

para eliminar los residuos. Las hojas se sumergieron durante 3 minutos en una solución que 

contenía esporas TAET1 a una dosis de 106 esporas·mL-1 o se sumergieron en una solución acuosa 

que contenía el fungicida Switch (ciprodinil 37.5% y fludioxonil 25% (WG) p/p; Syngenta, 

Basilea, Suiza) a 600 ppm para comparar la eficacia. Las hojas enteras o los fragmentos se 

colocaron en papel de filtro húmedo en bandejas de plástico, y el centro de la hoja o del fragmento 

de hoja se pinchó cuidadosamente con una aguja esterilizada. En el lugar de la punción se colocó 

un disco de 0.5 cm que contenía el patógeno correspondiente. A continuación, se incubaron las 

placas de Petri a 25 °C y se contó el número de hojas con síntomas y se fotografió 72 horas 

después de la inoculación. Este experimento se repitió dos veces. 

 

3.6. Degradación de esclerocios de Sclerotinia Sclerotiorum por T. aggressivum f. 

europaeum 

 

Se evaluó la eficacia de TAET1 para colonizar y destruir esclerocios en el suelo. El suelo 

humedecido hasta su capacidad de campo se esterilizó a 120 °C durante 60 minutos dos veces en 

dos días consecutivos. Los esclerocios se desinfectaron con NaOCl al 1% durante 2 minutos. Se 

mezclaron cinco esclerocios (0.5-1 cm) con la tierra y se transfirieron a una placa de Petri. Los 

cultivos de TAET1 se cultivaron en PDA durante 7 d. El suelo se infestó con un tapón de 0.5 cm 

colocado en la superficie del suelo. Las placas se mantuvieron a 25 °C en la oscuridad. Después 

de 25 d, se recuperaron los esclerocios del suelo y se enjuagaron en agua del grifo. Se determinó 

el número de esclerocios recuperados y la presencia de micelio blanco en su superficie. El 

experimento se realizó dos veces con cinco replicados. 

 

3.7. Compatibilidad de T. aggressivum f. europaeum TAET1 con fungicidas 

 

La compatibilidad in vitro de TAET1 con diferentes fungicidas seleccionados (Tabla 1) 

para la inhibición del crecimiento micelial se estableció utilizando la técnica del alimento 
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envenenado [66,67]. La dosis mínima recomendada (D2), la dosis máxima recomendada (D3), 

0.5 × D2 y 1.5 × D3 (Tabla 1) de cada fungicida. Utilizando un sacabocados estéril, se cortaron 

discos de micelio (de 0,5 cm de diámetro) de cultivos fúngicos de siete días de edad que estaban 

en crecimiento activo y se colocaron en el centro de una placa de Petri que contenía PDA 

suplementado con varios pesticidas. Se utilizaron cinco réplicas por tratamiento. Los efectos 

fungicidas o fungistáticos de cada fungicida se determinaron transfiriendo el disco inicial de 

TAET1, que no creció con el fungicida, a una placa de PDA sin fungicida. 

 

La toxicidad, es decir, la compatibilidad de TAET1 y el fungicida, se clasificó utilizando 

la escala de la Organización Internacional de Control Biológico (OILB) [68]. Esta clasificación 

agrupa la compatibilidad entre los microorganismos y los fungicidas en función de la proporción 

de inhibición en comparación con un control (<30%: inocuo; 30-75%: ligeramente tóxico; 75-

90%: moderadamente tóxico; >90%: tóxico). 

 

3.8. Evaluación de T. aggressivum f. europaeum sobre la gravedad de siete fitopatógenos 

 

Se determinó el efecto de biocontrol de TAET1 sobre diferentes patógenos: B. cinerea- 

melón, S. sclerotiorum- pimiento, R. solani-tomate, F. solani-calabacín, P. aphanidermatum- 

melón, M. melonis-melón y P. xanthii-calabacín. 

 

Las semillas se desinfectaron con hipoclorito al 2% durante 3 minutos y se lavaron a fondo 

con agua del grifo para eliminar los residuos. Posteriormente, las semillas se sembraron en 

macetas de 500 mL con una mezcla de turba comercial, a razón de una semilla por maceta. 

 

A continuación, se añadieron 5 mL de suspensión de esporas de TAET1 en cada maceta a 

razón de 1-106 propágulos/planta; los tratamientos de control recibieron 5 mL de agua. Para 

evaluar las enfermedades de las partes aéreas, se realizó una pulverización foliar a la misma dosis 

para mojar toda la planta con la solución de TAET1. La pulverización se llevó a cabo tres días 

antes de la aplicación de conidios/micelios del patógeno respectivo. 
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Tabla 1. Efecto de diferentes fungicidas sobre el crecimiento micelial de T. aggressivum a diferentes dosis (D1-D4). Los valores medios (± desviación estándar) 

seguidos de letras diferentes (línea) indican diferencias significativas (p < 0.05) mediante la prueba de la mínima diferencia significativa (LSD). (1) Citoesqueleto 

y proteínas motoras, (2) transducción de señales, (3) biosíntesis de esteroles en las membranas, (4) síntesis de aminoácidos y proteínas, (5) respiración, (6) 

síntesis o transporte de lípidos/integridad o función de las membranas, (7) sustancias químicas con actividad multisitio, (8) inducción de la defensa de la planta 

huésped, (9) modo de acción desconocido, (10) metabolismo de los ácidos nucleicos y (11) biosíntesis de la pared celular. Acción fungicida/fungistática (letras 

rojas): F: Fungicida; f: fungistático. 
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Para preparar los inóculos de P. aphanidermatum se siguió el procedimiento descrito por 

Marin et al. [69]. Los inóculos de los demás fitopatógenos se prepararon por raspado y filtración 

subsiguiente, aparte de R. solani, S. sclerotiorum y P. xanthii. Los fitopatógenos se inocularon 

cuando las plantas mostraron una segunda hoja verdadera, y utilizando una micropipeta estéril, la 

inoculación se realizó aplicando uniformemente la suspensión de zoosporas/conidios (5 mL) a 

una concentración de 104 UFC·mL-1 de manera uniforme sobre la superficie de la turba. En el 

caso de B. cinerea y M. melonis, el patógeno se aplicó rociando la planta cinco veces a la misma 

concentración. Antes, se cortó la primera hoja verdadera para facilitar la entrada del patógeno. La 

inoculación con R. solani se realizó mezclando el micelio en el sustrato; la inoculación con S. 

sclerotiorum se realizó mediante el método de pulverización del micelio, tal y como describen 

Chen y Wang [70]. Se hirió el tallo para facilitar la entrada del patógeno. La severidad de los 

síntomas se registró continuamente y 30-60 días después de la inoculación, se estimó un índice 

final de severidad de la enfermedad de acuerdo con la siguiente escala: 0 = planta sana; 1= 

síntomas iniciales; 2 = síntomas moderados (25%); 3 = planta afectada (50%); 4 = planta 

gravemente afectada (75%); y 5 = planta muerta. 

 

Además, se realizó un segundo ensayo para comprobar el efecto de biocontrol de TAET1 

sobre el patosistema Fusarium solani f. cucurbitae-calabacín, utilizando dos dosis diferentes 105 

(F1) y 104 (F2) UFC·mL-1. 

 

Para determinar el efecto de control de TAET1 sobre el oídio, se preparó un inóculo de P. 

xanthii a partir de hojas de calabacín recogidas en el campo y afectadas por el oídio de las 

cucurbitáceas. Utilizando un pulverizador, se roció agua destilada estéril a presión para eliminar 

los conidios del hongo. Se recogió la suspensión y se inocularon inmediatamente las plantas 

experimentales a una concentración de 104 UFC·mL-1. Para determinar el efecto supresor de 

TAET1 sobre la enfermedad, se determinó el área foliar afectada por el oídio utilizando el 

software WinDIAS 3.1.lnk (Dynamax, Fresno, CA, USA) para calcular la proporción del área 

foliar afectada con respecto al área foliar total. Además, se contó el número de hojas y pecíolos 

afectados por planta. 

 

Todas las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo en condiciones de invernadero y en 

diferentes estaciones del año para proporcionar condiciones ambientales óptimas para cada 

patógeno. Las unidades experimentales consistieron en cuatro repeticiones con 24 plantas por 

sistema patológico. Se realizaron dos experimentos utilizando un diseño de bloques 

completamente aleatorizados. 
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3.9. Análisis estadísticos 

 

Los datos se analizaron mediante análisis de la varianza con el programa informático 

Statgraphics Centurion versión XVI. La separación de medias se realizó mediante la diferencia 

mínima significativa de Fisher prueba. Los datos se probaron mediante un análisis de varianza de 

una vía o una prueba t de Student; la significación estadística se indica con p < 0.05. 

 

4.4 Resultados 

 

4.1. Identificación morfológica y molecular 

 

Las observaciones macroscópicas y microscópicas de todos los aislados procedentes de las 

explotaciones de setas con- firmaron que los diferentes aislados pertenecían al género 

Trichoderma (Figura 1). Los resultados del análisis de identidad de las secuencias obtenidas para 

las 12 cepas permitieron confirmar que pertenecían a T. aggressivum f. europaeum. 

 

4.2. Crecimiento de los aislados de Trichoderma 

 

En la Figura 2, se muestran los resultados obtenidos del crecimiento micelial de 12 aislados 

de Trichoderma aggressivum f. europaeum. El crecimiento de la colonia de la mayoría de los 

aislados fue rápido, alcanzando el extremo opuesto de la placa de Petri en 96-120 h. Los aislados 

TAET1, TAE493 y TAE1409 fueron los más rápidos, con una tasa de crecimiento de 1.76, 1.74 

y 1.73 cm d-1, respectivamente. No se descartó ningún aislamiento para determinar la actividad 

antagonista de T. aggressivum contra los fitopatógenos. 
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Figura 2. Tasa de crecimiento (cm d-1) de diferentes aislamientos de T. aggressivum f. 

europaeum. Las letras diferentes indican diferencias significativas según el ANOVA de una vía 

(p = 0.05). (Número de acceso TAET1: MW751677.1). 

 

4.3. Efectos de los aislados de T. aggressivum f. europaeum sobre el crecimiento radial de 

los fitopatógenos 

 

Los resultados de la comparación de los 12 aislados de T. aggressivum f. europaeum (TAE) 

con los diferentes fitopatógenos se muestran en la Tabla 2. 

Todos los aislados de TAE mostraron una elevada actividad antagonista in vitro contra 

todos los hongos fitopatógenos ensayados. Los mayores porcentajes de inhibición se detectaron 

para F. solani y M. melonis, que alcanzaron valores cercanos al 90%. Por el contrario, los valores 

de inhibición más bajos se detectaron para P. aphanidermatum, con una inhibición que osciló 

entre el 53 y el 65%. Para los demás fitopatógenos, la inhibición del crecimiento micelial osciló 

entre el 70 y el 90%. Se observó un proceso de micoparasitismo de Trichoderma con 

enrollamiento de hifas alrededor de los fitopatógenos (Figura 3). 

 

Tabla 2. Potencial antagónico de los aislados de T. aggressivum f. europaeum contra seis 

fitopatógenos en cultivo dual en medio PDA. El porcentaje de inhibición del micelio se calculó 

como PIRM = (R1 - R2) ÷ R1 × 100, donde: PIRM: porcentaje de inhibición del crecimiento 

radial del micelio del patógeno, R1: crecimiento radial del patógeno en placas de control, R2: 

crecimiento radial del patógeno en placas de cultivo dual. Las medias con la misma letra no son 

significativamente diferentes (LSD) según la prueba ANOVA (p < 0.05). 

 

Los valores medios (±desviación estándar) seguidos de letras distintas (línea) indican diferencias 

significativas (p < 0.05) mediante la prueba de la mínima diferencia significativa (LSD). 
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Figura 3. Micoparasitismo por hifas de Trichoderma un enrollamiento alrededor de las hifas (A-

E). Formación de ganchos (C, E), enrollamiento (B, D) e hifalización (F). Las imágenes se 

tomaron con un objetivo × 40. 

 

Se seleccionó un aislado para las pruebas posteriores, TAET1, porque mostró la tasa de 

crecimiento y el porcentaje de inhibición más altos para algunos fitopatógenos. 

 

4.4. Efecto de los compuestos volátiles sobre el crecimiento micelial de los hongos 

fitopatógenos 

 

El efecto de los metabolitos volátiles sobre el crecimiento de los fitopatógenos se muestra 

en la Tabla 3. No se encontraron porcentajes de inhibición significativos para la mayoría de los 

hongos, excepto para F. solani y M. melonis, que mostraron una disminución del crecimiento en 

los últimos días, con porcentajes de inhibición micelial del 12.85 y 18.60%, respectivamente. 

 

Tabla 3. Crecimiento micelial (cm) de los fitopatógenos en medio PDA por exposición a los 

volátiles de Trichoderma aggressivum f. europaeum TAET1 frente al control de crecimiento. * 

Las medias son significativamente diferentes (LSD) según la prueba T de estudiantes (p < 0.05). 

Crecimiento del micelio (cm) de los patógenos de las plantas. 

 

Isolates B. cinerea S. sclerotiorum F. solani R. solani M. melonis P. aphanidermatum 

Control 4.26 ± 0.05 4.36 ± 0.11 4.26 ± 0.05 4.25 ± 0.05 4.20 ± 0.17 4.40 ± 0.10 

TAET1 4.20 ± 0.17 4.16 ± 0.23 3.50 ± 0.40 * 4.10 ± 0.23 3.66 ± 0.25 * 4.23 ± 0.11 

p 0.5614 0.2508 0.0303 0.2377 0,0390 0.2901 

 

 

4.5. Ensayo de hojas desprendidas 
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La aplicación de esporas de TAET1 en las hojas de pepino, pimiento y tomate previno el 

conjunto de síntomas causados por B. cinerea, S. sclerotiorum y M. melonis en el 100, 100 y 93% 

de las hojas, respectivamente, con la misma eficacia que el fungicida de control. Las hojas no 

inoculadas con TAET1 mostraron crecimiento micelial y síntomas evidentes de podredumbre en 

el 100% de las hojas para los tres fitopatógenos probados en este estudio (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Síntomas de B. cinerea (A-C), M. melonis (D-F) y S. clerotiorum (G-I), infección en 

hojas desecadas tratadas con TAET1 (A, D, G), fungicida (C, F, I) o control (B, E, H). 

 

4.6. Degradación de esclerocios de S. sclerotiorum 

 

La aplicación de T. aggressivum f. europaeum TAET1 produjo una marcada disminución 

de la viabilidad de los esclerocios (Tabla 4). Los esclerocios tratados con TAET1 no mostraron 

micelio blanco en su superficie o conidióforos TAET1. Del mismo modo, se detectó la 

esporulación de TAET1 en la superficie del suelo (Figura 5). 
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Tabla 4. Efectos de la aplicación de T. aggressivum f. europaeum TAET1 sobre los esclerocios 

de S. sclerotiorum. Número de esclerocios recuperados, porcentaje de germinación de 

esclerocios y colonización de TAET1 medidos tras 25 días de incubación. * Los valores 

representan las medias de cinco réplicas. Los datos se analizaron mediante la prueba t de 

Student (p < 0.05). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de TAET1 en la germinación de esclerocios. Control: esclerocios con micelio 

blanco en su superficie. TAET1: Observación de Trichoderma en la superficie del suelo (masa 

verde). 

 

4.7. Compatibilidad de T. aggressivum f. europaeum con los fungicidas 

 

Los efectos observados de 19 fungicidas sobre el crecimiento y el desarrollo de T. 

aggressivum f. europaeum TAET1 se presentan en la Tabla 1. Los resultados indicaron que el 

crecimiento micelial de TAET1 se vio afectado por las diferentes dosis de cada uno de los 

fungicidas probados in vitro, en comparación con el control. Según la escala OILB [68], la 

compatibilidad de los 19 fungicidas ensayados utilizando las dosis mínimas (D2) y máximas (D3) 

recomendadas en cultivos hortícolas fue la siguiente tres eran inofensivos (kresoxim-metilo, 

pencicurón y cymoxanil; inhibición <30%), cuatro eran ligeramente tóxicos (flutriafol, 

azoxystrobin, fenhexamid, fosetil-Al; 30-75%), uno era moderadamente tóxico (folpet + 

metalaxil-M; 75-90%), y cuatro eran tóxicos (tiofanato-metilo, pirimetanil, mancozeb y 

clorotalonil; >90%). La inhibición total del crecimiento a las dosis D2 y D3 sólo se observó en 

dos fungicidas (tiofanato-metilo y mancozeb) con efectos fungicidas. 



Capítulo 4 

150 
 

Siete fungicidas mostraron un comportamiento diferente según la escala a dosis máximas 

y mínimas; cuatro (iprodiona, triadimenol, propamocarb y dimetomorfo + mancozeb) fueron 

ligeramente tóxicos a las dosis máximas (D3) e inocuos a las dosis mínimas (D2); dos 

(miclobutanil y oxicloruro de cobre) fueron moderadamente tóxicos en (D3) y ligeramente tóxicos 

en (D2); y uno (ciprodinil + fludioxonil) fue tóxico en (D3) y moderadamente tóxico en (D2). 

 

4.8. Biocontrol de T. aggressivum f. europaeum contra enfermedades fúngicas 

 

T. aggressivum f. europaeum TAET1 disminuyó la gravedad de la enfermedad en todos los 

sistemas de cultivo estudiados (Figura 6). 

 

Figura 6. La gravedad de la enfermedad de los fitopatógenos en las plantas se calificó entre 30 y 

90 días después de la inoculación en base a una escala de 0 a 5: donde 0 = sin síntomas visibles 
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de la enfermedad y 5 = planta muerta. T0: control; TAET1: T. aggressivum f. europaeum 

TAET1; Bot: B. cinerea; Mym: M. melonis; Scle: S. sclerotiorum; Rz: R. solani; FSC: F. solani 

f. cucurbitae; Pya: P. aphanidermatum. La desviación estándar media se expresa mediante 

barras de error (24 plantas por repetición). Las medias con la misma letra no son 

significativamente diferentes (LSD) según el ANOVA (p < 0.05). 

 

El efecto más fuerte se observó en M. melonis, con una disminución del 80,55% en la 

incidencia de la enfermedad. En B. cinerea y S. sclerotiorum, la disminución de la gravedad de la 

enfermedad alcanzó el 62 y el 65.78%. También se observó la enfermedad en los controles no 

inoculados (T0) de algunos de los sistemas de cultivo, debido a la disposición aleatoria de los 

tratamientos. La gravedad de las enfermedades causadas por P. aphanidermatum, R. solani y F. 

solani f. cucurbitae disminuyó en un 58.69, 67.44 y 22.44%, respectivamente, después de aplicar 

las esporas TAET1 (Figura 6). Dos semanas después de la última evaluación, no se observaron 

cambios en el índice de severidad de los diferentes patosistemas, excepto para F. solani f. 

cucurbitae, en el que todas las plantas alcanzaron el índice de mortalidad 5. La repetición del 

ensayo para F. solani f. cucurbitae con dos concentraciones de inóculo confirmó el retraso en la 

aparición de la enfermedad, tras la aplicación de TAET1, aunque sin controlar la enfermedad 

(Figura 7). A pesar de la elevada presión del inóculo, cuando la incidencia de la enfermedad era 

superior al 75%, la aplicación de TAET1 redujo la gravedad de la enfermedad en un 77 y un 34%, 

con las dosis de inóculo F1 y F2, respectivamente (Figura 8). 

 

 

 

 

Figura 7. Comparación del estado de las plantas al final del ensayo: sin inóculo FSC (A) y los 

tratamientos con F1 (B) y con F2 (C), con TAET1. FSC: Control sin F. solani f. cucurbitae 

(FSC). F1: 105 UFC·mL-1; (F2): 104 UFC·mL-1. 
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Figura 8. Comparación del efecto de TAET1 en el porcentaje de severidad de la enfermedad tras 

aplicar dos dosis de FSC (F1: 105 UFC·mL-1; F2: 104 UFC·mL-1. 25, 50, 75 y 100%: 

porcentajes de severidad de la enfermedad superiores al 25%, 50%, 75% y 100% para F1 y F2. 

 

 

A su vez, la aplicación foliar de TAET1 suprimió considerablemente la enfermedad 

causada porP. xanthii (Figura 9), con una reducción del 66.78% en la proporción del área foliar 

que presentaba síntomas. Asimismo, el número de hojas y pecíolos con oídio se redujo en un 

31.42% y un 33.39%, respectivamente. 
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Figura 9. Control de P. xanthii mediante la pulverización de plantas de calabacín con TAET1. 

Proporción media de superficie foliar con síntomas de oídio por planta, porcentaje del número 

de hojas con síntomas por planta y porcentaje del número de pecíolos con oídio. Px: Aplicación 

de P. xanthii. Px- TAET1: aplicación de TAET1 3 días antes de la aplicación de P. xanthii. Los 

datos se analizaron mediante la prueba t de Student. * significativo a p < 0.05. 

 

4.5 Discusión 

 

Las especies del género Trichoderma son de gran interés por sus beneficios en la agricultura 

y en los ecosistemas naturales. Las especies de Trichoderma tienen actividad antagónica contra 

varios patógenos de plantas transmitidos por el suelo y por el aire, principalmente hongos como 

Fusarium oxysporum [31,71- 75], F. solani [76-78], B. cinerea [79-85], S. sclerotiorum [82,86], 

S. minor [87], Rhizoctonia solani [72,88-90], Phytophthora capsici [91,92], Phytophthora 

parasitica [85], Chondrostereum purpureum [93], Macrophomina phaseolina [94], Podosphaera 

xanthii [95], Alternaria alternata, [96], Pythium aphanidermatum [97] y Pythium ultimum 

[24,98], entre muchos otros. 

 

En el presente estudio, el aislado T. aggressivum f. europaeum TAET1 fue seleccionado 

para controlar diferentes fitopatógenos de interés en cultivos hortícolas, evaluando porcentajes de 

inhibición del crecimiento micelial y reducción de la severidad de la enfermedad superiores a los 

encontrados en otras especies de Trichoderma. Por ejemplo, Zhang et al. [99] reportaron un 75% 

y 82% de inhibición del crecimiento micelial in vitro de B. cinerea y R. solani por T. 

longibrachiatum, respectivamente. Fernandes et al. [100] también encontraron buenos resultados 

de inhibición del crecimiento micelial de S. sclerotiorum, R. solani y F. solani al utilizar diferentes 



Capítulo 4 

154 
 

especies de Trichoderma. Los mismos autores informaron de que T. tomentosum mostró un 

antagonismo eficaz contra S. sclerotiorum y R. solani y un antagonismo moderado contra F. 

solani. Además, Amin et al. [101] informaron de que T. viride inhibía en gran medida el 

crecimiento micelial de R. solani, S. rolfsii y S. sclerotiorum en comparación con T. harzianum. 

En general, los resultados de la comparación varían con el aislado de Trichoderma y con el 

fitopatógeno. Además, los resultados se ven afectados por el medio de crecimiento, la temperatura 

y otros factores. Se encontraron resultados similares en las pruebas in vivo y en el control de 

enfermedades aéreas o del suelo. Rini y Sulochana [102] lograron un control del 25% de la 

incidencia de la podredumbre de la raíz por Rhizoctonia tras aplicar T. harzianum o T. 

pseudokoningii. Por su parte, Hafez et al. [103] informaron de un control de aproximadamente el 

40% del oídio causado por P. xanthii en pepinos al utilizar T. harzianum y T. viride. Ambos 

porcentajes de control de la enfermedad son inferiores a los valores alcanzados en este estudio 

con T. aggressivum. Se han realizado muy pocos estudios utilizando T. aggressivum f. europaeum 

como agente de control biológico. Sánchez-Montesinos et al. [24] han informado de resultados 

muy similares a los encontrados en este estudio al analizar P. ultimun después de aplicar T. 

aggressivum f. europaeum, incluso en condiciones de estrés salino en plantas de melón. En F. 

solani f. cucurbitae, aunque la enfermedad no ha sido bien controlada, en contraste con los 

resultados in vitro, la aparición de la enfermedad se retrasó considerablemente. Khanzada et al. 

[104] informaron de una inhibición del crecimiento micelial in vitro cercana al 20% en 

comparación con T. harzianum. Este porcentaje fue mayor para otras especies, alcanzando valores 

cercanos al 70% para T. pseudokoningii. Pérez-Hernández et al. [105] reportaron que la aplicación 

de la cepa T22 de T. harzianum no tuvo efecto en el control de la enfermedad, en contraste con 

Roberti et al. [106], quienes detectaron un control de la pudrición de la corona y del pie de 

Fusarium al aplicar la misma cepa, T22, y otras formulaciones basadas en Trichoderma, en un 

rango inferior al 30%. 

 

Se han detectado interacciones entre las hifas de T. aggressivum f. europaeum TAET1 y 

diferentes patógenos. El hiperparasitismo y la fuerte competencia ejercida por el rápido 

crecimiento y esporulación han sido los principales mecanismos de inhibición reportados en la 

literatura [25]. En comparación con los resultados de otros autores, en este estudio se observó una 

escasa actividad antagonista a causa de los metabolitos volátiles. Recientemente, la producción 

de compuestos orgánicos volátiles (COV) del moho verde (T. aggressivum f. europaeum) en 

diferentes medios de cultivo ha sido descrita por Radványi et al. [107]. Asimismo, Krupke et al. 

[108] describieron la producción del metabolito 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metilisocumarina por T. 

aggressivum. Lee et al. [59] establecieron la relación entre la producción de COV por T. 

aggressivum f. europaeum y la promoción del crecimiento de Arabidopsis. Pandey et al. [109] 

informaron sobre la producción de enzimas y los efectos de los COV en el crecimiento del micelio 
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de Sclerotium rolfsii, R. bataticola, F. oxysporum, F. udum y Colletotrichum capsici, evaluando 

los porcentajes de inhibición que van del 8 al 55% in vitro. Diferentes estudios sobre T. harzianum 

han demostrado que la producción de metabolitos volátiles dio lugar a porcentajes de inhibición 

del crecimiento micelial in vitro superiores al 50% para F. oxysporum f. sp. dianthi [110]. 

Resultados similares fueron encontrados por El-Katatny et al. [111] por la sobreproducción de 

metabolitos volátiles contra Sclerotium rolfsii. 

 

Los estudios sobre la sensibilidad de T. aggressivum f. europaeum a los fungicidas se han 

centrado generalmente en los fungicidas utilizados para controlar el moho verde en los hongos 

cultivados, como el pro- cloraz y la metrafenona [112]. A diferencia de algunos resultados de este 

trabajo, las pruebas realizadas por Kosanovic et al. [42] informaron de que los aislados de T. 

aggressivum f. europaeum eran sensibles al clorotalonil y al carbendazim y menos susceptibles a 

la iprodiona, y algunos aislados eran resistentes al tiofanato-metilo y resistentes a la 

trifloxistrobina. Williams et al. [51] desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento de 

Trichoderma a partir de compuestos comerciales de Agaricus bisporus que contenían 

propamocarb y descartaban el captan para inhibir la esporulación. Otros estudios han analizado 

la sensibilidad a las sustancias químicas activas o a los agentes biológicos [49], y T. aggressivum 

f. europaeum se ha aplicado como agente de biocontrol sólo de forma esporádica; por lo tanto, no 

se han realizado estudios de compatibilidad de esta especie con los hongos comúnmente utilizados 

para controlar las enfermedades en los cultivos hortícolas. Nuestro estudio aporta información 

sobre la compatibilidad de T. aggressivum f. europaeum TAET1 frente a diferentes dosis de 

fungicidas in vitro. Sin embargo, deben realizarse nuevos estudios en planta para establecer mejor 

los límites de cada uno y permitir su uso en la gestión integrada de enfermedades. 

 

No hay consenso sobre el uso de patógenos derivados de hongos cultivados [113,114]. 

Numerosas formulaciones comerciales de biofungicidas se basan en especies que han sido 

descritas como agentes causales del moho verde. Del mismo modo, aunque se han descrito 

diferentes especies de Trichoderma como agentes patógenos para algunas especies vegetales, 

como las plántulas de pino [115], o como patógeno causante de la enfermedad de la podredumbre 

de la mazorca en el maíz [116], e incluso como causante de enfermedades en humanos tras la 

ingesta de alimentos contaminados [117,118] o en pacientes inmunodeprimidos [119,120], el uso 

de Trichoderma en la agricultura puede considerarse una de las mejores alternativas al control 

químico porque sus beneficios superan con creces cualquier desventaja fitosanitaria. 

 

 

4.6 Conclusiones 
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En consecuencia, basándonos en los resultados de nuestro estudio, consideramos que T. 

aggressivum f. europaeum TAET1 debería ser estudiado en invernaderos comerciales para futuros 

propósitos. Las aplicaciones como prevención y/o control de enfermedades fúngicas de las plantas 

pueden ser una alternativa viable al uso de compuestos sintéticos convencionales. La alta 

compatibilidad de este aislado con los fungicidas podría permitir su uso en combinación con 

diferentes estrategias de control de plagas. 
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Conclusiones Generales  

 

Capítulo 1. 

 

1. En el análisis bibliométrico realizado, sobre la tendencia de investigación a nivel mundial 

sobre el genero Trichoderma, se obtuvo información relevante sobre las directrices de 

exploración, relacionadas con las principales aplicaciones de este hongo, siendo las de mayor 

importancia la producción y aplicación de enzimas en diferentes ámbitos industriales.  

 

2. Se expuso la predisposición de investigación de los científicos a lo largo de seis décadas, 

en la evaluación de las diferentes cepas de Trichoderma, para la aplicación de en la agricultura 

por su capacidad de promoción de crecimiento vegetal y como agente de control biológico.  

 

3. No obstante, son pocas las cepas de las que se ha obtenido más información en concreto 

cuatro, derivada de la investigación en su producción y aplicación enzimática como (PGPM y 

MBCA); además de ser un pequeño número los países e instituciones con el mayor porcentaje de 

la publicación científica (India, Estados Unidos y China con un 37.8%, con 8 de las 16 

instituciones). 

 

Capítulo 2. 

 

1. La evaluación de la promoción del crecimiento vegetal y el biocontrol, por varias cepas 

de Trichoderma, en diferentes condiciones de temperatura y salinidad, permitió demostrar que 

todos los aislados analizados eran capaces de realizar ambas acciones. 

 

2. La evaluación de la tolerancia estrés salino, informaba las mejores condiciones de 

crecimiento micelial a diferentes temperaturas y concentraciones salinas, así como el potencial 

antagónico de Trichoderma aggressivum f. europaeum con porcentaje de inhibición de 55% 

contra Pythium ultimum. Se obtuvo una reducción en la enfermedad a las diferentes 

concentraciones salinas evaluadas, con un mayor porcentaje de 62.96% a 0 g·L-1 de NaCl. 

 

3. Se describió por primera vez en este capítulo a Trichoderma aggressivum f. europaeum 

como ACB y promotor del crecimiento, contrario a lo descrito en la bibliografía, que se tenía 

reportada como un patógeno para cultivos de champiñón. 
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Capítulo 3. 

 

1. Al comparar la promoción del crecimiento vegetal en tomate y pimiento, dos de los 

cultivos más importantes en la zona del estudio en condiciones similares de producción de 

plántula y siembra a las realizadas por los agricultores, se logró demostrar la capacidad 

bioestimulante de Trichoderma aggressivum f. europaeum en condiciones de semillero e 

invernadero comerciales, así como la producción de metabolitos de importancia agrícola.  

 

2. Los tratamientos de dosis de esporas aplicados tras el trasplante de las plántulas, 

generaron una buena relación en el desarrollo de los brotes y las raíces, promoviendo una mejor 

calidad en las plantas de tomate; se observo en el caso de los brotes para las dosis (TA D1 y TA 

D2) un aumento de 43.20%, 22.84% respectivamente, para el peso seco de las raíces un aumento 

de 29.94% con (TA D1) y 39.32% para (TA D2)  

 

3. El análisis de los sutratos para la producción masiva de esporas fue mayor en las 

combinaciones de 80% trigo sarraceno + 20 % de arroz y en la proporción 70% trigo sarraceno y 

30% avena, a fin de obtener el costo más bajo de producción. 

 

Capítulo 4. 

 

1. El ensayo de antagonismo in vitro de las principales enfermedades de interés, en los 

cultivos hortícolas por Trichoderma aggressivum f. europaeum, permitió apreciar altos 

porcentajes de inhibición del crecimiento miceliar cerca del 90% para Fusarium solani y 

Mycospharella melonis. Para los demás patógenos evaluados se obtuvo entre un 70 y 90%. 

 

2. Para la evaluación de la reducción de la severidad de los daños causados por la 

enfermedad en aplicación preventiva en el ensayo de hojas desprendidas en las hojas de pepino, 

pimiento y tomate se previnieron los síntomas en un 100% para Botrytis cinerea, 100% 

Sclerotinia sclerotiorum y 93% para Mycospharella melonis. 

 

3. La incidencia de la enfermedad fue reducida en mayor porcentaje en el caso de 

Mycospharella melonis con un 80.55%, 62% Botrytis cinerea y 65.78% Sclerotinia sclerotiorum. 

La gravedad de la enfermedad fue reducida con un 67.44% para el patógeno Rhizoctonia solani, 

58.69% Pythium aphanidermatum y 22.44% Fusarium solani f. cucurbitae. Se redujo en 66.78% 

la gravedad de la enfermedad causada por P. xhantii. 
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4. Se obtuvieron datos de la alta compatibilidad con fungicidas químicos, en diferentes 

dosis. Sin embargo, hace falta realizar más estudios con plantas para establecer las mejores dosis 

para su uso en el manejo integrado de plagas. 

 

5. Los resultados obtenidos permiten concluir como positiva la caracterización de 

Trichoderma aggressivum f. europaeum, como promotor del crecimiento vegetal y agente de 

control biológico, recomendando continuar con la investigación de las mejores condiciones de 

aplicación de este hongo en producciones comerciales.  
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General conclusions 

Chapter 1. 

 

1. In the bibliometric analysis carried out on the global research trend on the Trichoderma 

genus, relevant information was obtained on the exploration guidelines related to the main 

applications of this fungus, with the most important being the production and application of 

enzymes in different industrial fields.  

 

2. The research predisposition of scientists over six decades in the evaluation of the 

different strains of Trichoderma for application in agriculture for their capacity to promote plant 

growth and as a biological control agent was presented.  

 

3. However, there are few strains for which more information has been obtained, 

specifically four, derived from research on their production and enzymatic application (PGPM 

and MBCA); in addition to being a small number of countries and institutions with the highest 

percentage of scientific publication (India, United States and China with 37.8%, with 8 of the 16 

institutions). 

 

Chapter 2. 

 

1. Evaluation of plant growth promotion and biocontrol by various Trichoderma strains 

under different temperature and salinity conditions showed that all isolates tested were able to 

perform both actions. 

 

2. The evaluation of salt stress tolerance reported the best mycelial growth conditions at 

different temperatures and salt concentrations, as well as the antagonistic potential of 

Trichoderma aggressivum f. europaeum with an inhibition percentage of 55% against Pythium 

ultimum. A reduction in the disease was obtained at the different salt concentrations evaluated, 

with a higher percentage of 62.96% at 0 g-L-1 NaCl. 

 

3. Trichoderma aggressivum f. europaeum was described for the first time in this chapter 

as a CBA and growth promoter, contrary to what was described in the literature, which had been 

reported as a pathogen for mushroom crops. 
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Chapter 3. 

 

1. By comparing plant growth promotion in tomato and pepper, two of the most important 

crops in the study area under similar seedling and sowing conditions to those of farmers, the 

biostimulant capacity of Trichoderma aggressivum f. europaeum was demonstrated under 

commercial seedbed and greenhouse conditions, as well as the production of agriculturally 

important metabolites.  

 

2. The spore dose treatments applied after transplanting the seedlings, generated a good 

relationship in the development of shoots and roots, promoting a better quality in tomato plants; 

it was observed in the case of the shoots for the doses (TA D1 and TA D2) an increase of 43.20%, 

22.84% respectively, for the dry weight of the roots an increase of 29.94% with (TA D1) and 

39.32% for (TA D2).  

 

3. The analysis of substrates for mass spore production was higher in the combinations of 

80% buckwheat + 20% rice and in the ratio 70% buckwheat and 30% oats, in order to obtain the 

lowest cost of production. 

 

Chapter 4. 

 

1. The in vitro antagonism test of the main diseases of interest in horticultural crops by 

Trichoderma aggressivum f. europaeum showed high percentages of inhibition of mycelial 

growth of around 90% for Fusarium solani and Mycospharella melonis. For the other pathogens 

evaluated, between 70 and 90% were obtained. 

 

2. For the evaluation of the reduction of the severity of disease damage caused by 

preventive application in the test of detached leaves on cucumber, pepper and tomato leaves, 

symptoms were prevented by 100% for Botrytis cinerea, 100% for Sclerotinia sclerotiorum and 

93% for Mycospharella melonis. 

 

3. Disease incidence was reduced in higher percentage for Mycospharella melonis with 

80.55%, 62% Botrytis cinerea and 65.78% Sclerotinia sclerotiorum. Disease severity was 

reduced by 67.44% for the pathogen Rhizoctonia solani, 58.69% Pythium aphanidermatum and 

22.44% Fusarium solani f. cucurbitae. Disease severity caused by P. xhantii was reduced by 

66.78%. 
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4. Data were obtained on high compatibility with chemical fungicides, at different doses. 

However, further studies with plants are needed to establish the best doses for use in integrated 

pest management. 

 

5. The results obtained allow us to conclude that the characterisation of Trichoderma 

aggressivum f. europaeum as a plant growth promoter and biological control agent is positive, 

recommending further research into the best conditions for the application of this fungus in 

commercial production. 

 


