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Resumen

Se realizaron aislamientos de Trichoderma spp. y Bacillus spp. con potencial antagonista para el control
de Phytomatotrichopsis omnivora, patógeno del suelo que causa pudrición de raíz en varias especies
vegetales conocida como “pudrición texana”. Los objetivos de este trabajo fueron seleccionar e iden-
tificar a nivel de especie, cepas de Trichoderma spp. y Bacillus spp. recolectadas en el noroeste de Mé-
xico, que permitan tener un eficiente control de Phymatotrichopsis omnivora. Se seleccionaron tres ais-
lados de Trichoderma por su capacidad antagónica y comportamiento in vitro contra P. omnivora. La
identificación molecular de los aislados obtenidos (TB = aislado de bugambilia, TM = aislado de mango
y TF = aislado de ficus) y de la cepa control (TN = aislado de nogal), arrojaron los siguientes resultados:
las cepas TB y TM correspondieron a la especie asperellum y las cepas TF y TN a la especie virens. Las tres
cepas evaluadas mostraron un alto potencial antagónico al compararse con la cepa control (TN) y se-
rán consideradas en posteriores evaluaciones en invernadero. Todas las cepas mostraron las Clases 1 y
2 de antagonismo contra el patógeno (valores de 1,0 a 1,5), según la escala Baker & Cook. Adicional-
mente, se obtuvieron 32 aislados de Bacillus spp., de los cuales cuatro fueron seleccionados por su ma-
yor halo de inhibición contra Phymatotrichopsis omnivora (B6 = aislado de jatropha; B14 = aislado de
mango; B18 = aislado de maíz; B21 = aislado de maíz). Los resultados de la identificación molecular a
los aislados nos indicaron que las cepas B6, B14 y B18 pertenecen a la especie cereus sensu lato, mien-
tras que la cepa B21 a la especie subtillis. Estos resultados contribuyen al control biológico de Phyma-
totrichopsis omnivora que afecta gran diversidad de plantas cultivadas.
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Introducción

Entre los patógenos radiculares que afectan
a las plantas se encuentra Phymatotrichopsis
omnivora (Duggar) Hennebert, agente causal
de la pudrición de raíz conocida como pu-
drición texana, que afecta a más de 2300 es-
pecies de plantas dicotiledóneas (Watson et
al., 2000).

Phymatotrichopsis omnivora se distribuye am-
pliamente en las principales regiones agríco-
las de México, particularmente en los estados
de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango y
Sinaloa (Samaniego-Gaxiola y Herrera-Pérez,
2003; Ramírez-Villapudúa et al., 2006). En es-
tos estados de la República Mexicana este
patógeno es un factor limitante en la pro-
ducción en cultivos de algodón (Gossypium
herbaceum), alfalfa (Medicago sativa), nogal
pecanero (Carya illinoinensis Koch), frutales y
ornamentales (Olsen y Jeffrey, 1999; Ramí-
rez-Villapudúa et al., 2006). Phymatotrichop-
sis omnivora es capaz de sobrevivir en el suelo

por un largo tiempo mediante estructuras de
resistencia llamadas esclerocios. Se ha de-
mostrado que el esclerocio y los cordones mi-
celiales son el inicio de la infección de las ra-
íces vegetales (Watson et al., 2000).

Este patógeno es difícil de controlar debido
a que es resistente contra los principales fun-
gicidas y fumigantes utilizados en el mer-
cado, al largo tiempo que puede permanecer
en estado latente y a la profundidad del
suelo en la que se forman y permanecen sus
esclerocios.

El control químico es una práctica insuficiente
en la mayoría de los cultivos, además de con-
taminar el suelo y agua y producir resistencia
en el patógeno, aumenta los costos de pro-
ducción, haciendo este método inútil e in-
costeable para controlar la pudrición texana
(Uppalapati, 2010). Por lo tanto es necesario
buscar alternativas que permitan controlar o
disminuir los efectos negativos que genera
esta enfermedad. El control biológico es una
alternativa útil, que ha sido utilizada con éxito
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contra patógenos del suelo que afectan la
agricultura actual (Korsten et al., 1997).

Es importante utilizar cepas de microorganis -
mos antagonistas que sean nativas y que per-
mitan tener mayores posibilidades de éxito
por su probada adaptación al medio ambiente
donde fueron obtenidas. Cervantes-Martínez
et al. (2010) evaluaron in vitro la acción anta-
gónica de 13 aislamientos de Trichoderma
nativos de la Comarca Lagune ra, México,
frente a una cepa de P. omnivora e identifi-
caron con análisis morfológico las especies de
estos aislamientos, donde encontraron que
las tres especies identificadas T. harzianum, T.
koningii y T. pseudokoningii presentaron un
efecto antagónico marcado sobre el fitopa-
tógeno, y concluyen que el género Tricho-
derma es una alternativa en los métodos de
control para dar un manejo integrado a la
pudrición texana y de ésta manera reducir el
uso de productos químicos contaminantes
de suelo y medio ambiente. Así mismo, De los
Santos et al. (2003), aislaron cepas de Tri-
choderma nativas de la Provincia de Huelva,
España, las evaluaron como biocontroladores
de patógenos en el cultivo de fresa (Fragaria
xananassa Duchesne) por un periodo de tres
años, en lotes de la región donde las cepas
fueron obtenidas, encontrando un control
significativo comparado con el control quí-
mico, logrando bajar las poblaciones de los
patógenos que afectan al cultivo. La principal
estrategia para el biocontrol ha sido la iden-
tificación de microorganismos del suelo que
sean antagonistas efectivos y que su uso bio-
lógico sea seguro. Alabouvette y Steinberg
(2006) reportaron 32 cepas de actinomicetos
simbiontes de hormigas con efecto inhibi-
dor contra diversos fitopatógenos. Martínez
et al. (2008) probaron el efecto antagónico
de 59 aislamientos de Trichoderma spp. sobre
el aislamiento (304-11) de Rhizoctonia sp. eva -
luando a nivel in vitro la competencia por el
sustrato, la interacción hifal y la antibiosis, re-
portando que un 85,31% de sus aislados mos-

traron una alta capacidad antagónica contra
el patógeno, según la escala de Bell et al
(1982). Microorganismos del suelo como Tri-
choderma spp. y Bacillus spp. han sido am-
pliamente estudiados y se han propuesto
como agentes de control biológico, especial-
mente contra fitopatógenos del suelo (Ver -
ma et al., 2007).

Trichoderma spp. utiliza diferentes mecanis-
mos de acción antagónica como: micopara-
sitismo, lisis, antibiosis, competencia por nu-
trientes y espacio y/o inducción de resistencia
en el hospedero (De la Garza, 1996). Bacillus
spp. posee características como la formación
de endosporas que le confieren mayor resis-
tencia a condiciones adversas como la dese-
cación, radiación y a los desinfectantes quí-
micos (Butt et al., 1999). Estas características
hacen que Bacillus sea considerada una bac-
teria promotora de crecimiento vegetal, ade-
más de tener un efecto protector contra pa-
tógenos del suelo (Butt et al., 1999). Se han
demostrado las potencialidades de las espe-
cies del género Bacillus para la producción de
antibióticos, enzimas, la solubilización de
fosfatos (Chen et al., 2006) y la fijación bio-
lógica del nitrógeno (Ooi et al., 2008). En es -
te sentido, se han realizado estudios de pro-
moción del crecimiento vegetal (Figueiredo y
Martinez, 2008) y control biológico de pató-
genos (Yoon et al., 2005).

Hasta la fecha, se ha demostrado que muchas
cepas del género Trichoderma son utilizadas
como biocontroladores de patógenos de suelo
en varias especies cultivadas (Guigón et al.,
2010; Samuels, 1996). Guigón et al. (2010) ob-
tuvieron una inhibición in vitro de 28 a 37%
en Phymatotrichopsis omnivora con Tricho-
derma asperellum. Sin embargo, Trichoderma
harzianum y Trichoderma virens (Miller, Gid-
dens & Foster) son las especies más reportadas
en control biológico de fitopatógenos del
suelo y son efectivas contra Rhizoctonia solani,
Colletotrichum spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii Sacc., Fusarium oxysporum,
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Phytophthora parasítica Dastur, Phytium ulti-
mum, Verticillium spp. y Thielaviopsis spp., en -
tre otros (Samuels, 1996).

También Bacillus cereus inhibe el crecimiento
de Fusarium oxysporum y Pythium ultimum
(Chan et al., 2003). Osorio-Hernández et al.
(2009) reportaron a Bacillus spp. como bio-
controlador in vitro de Fusarium, determi-
nando la efectividad de la bacteria al provo-
car el deterioro morfológico del micelio,
disminuyendo significativamente el desarro-
llo y afectando las estructuras reproductivas
del hongo fitopatógeno.

Los factores clave que contribuyen al efecto
antagónico de estos organismos son su rápido
crecimiento, producción de metabolitos anti-
microbianos y sus características fisiológicas.
Sin embargo, para una adecuada compren-
sión de las propiedades bioquímicas, genéti-
cas y fisiológicas se requiere de la acertada
ubicación taxonómica de estos organismos
(Kullnig et al., 2001). La variabilidad de las ca-
racterísticas morfológicas en las especies de
Trichoderma y Bacillus hace que su clasifica-
ción sea difícil. Sin embargo, las técnicas mo-
leculares han ayudado a una clasificación
mejor entre las diferentes especies que con-
forman estos géneros. (Kullnig et al., 2001;
Druzhinina et al., 2006).

Una herramienta útil y confiable para cono-
cer el potencial como agente de biocontrol de
cepas de Trichoderma y Bacillus son los ensa-
yos in vitro para determinar su antagonismo
(Larralde et al., 2008) los cuales se utilizan
principalmente como herramienta predictiva
para determinar la capacidad de inhibición
del crecimiento, antes de efectuar estudios
que requieren más tiempo y costo económico
(Lo et al., 1998). Guigón y González (2004) en-
contraron un alto control micoparasítico con-
tra Phytophthora capsici en 6 cepas aisladas
de Trichoderma nativas de Chihuahua, Mé-
xico, probadas como antagonistas in vitro.
Sin embargo, la identificación de sus cepas la
realizaron sólo a nivel de género.

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo
fueron recolectar, seleccionar in vitro e identi-
ficar morfológica y molecularmente a nivel de
especie, aislados de Trichoderma spp. y Bacillus
spp. nativos, obtenidos de distintos tipos de
suelo y provenientes de la rizosfera de diversas
especies de cultivos establecidos en el Norte de
Sinaloa, México, con la finalidad de ser apro-
vechados en el control biológico de Phymato-
trichopsis omnivora, patógeno que afecta di-
versos cultivos de importancia agrícola.

Material y métodos

Recolecta de microorganismos para
el control biológico

Se recolectaron 30 muestras de suelo de la ri-
zosfera para realizar el aislamiento de Tricho-
derma spp. y 42 muestras para el aislamiento
de Bacillus spp. de plantas de cultivos estable-
cidos en jardines, huertos y campos agrícolas
del norte de Sinaloa. Los datos geográficos de
los sitios de colecta se obtuvieron mediante
GPS (Tabla 1). Las muestras embolsadas se co-
locaron sobre hielo para trasladarse a labora-
torio y se mantuvieron en refrigeración (4 °C)
para su posterior procesamiento.

Aislamiento e identificación
de Trichoderma

Para el aislamiento de Trichoderma se utilizó
el medio de cultivo reportado por Papavisas
y Davey (1959). Se mezcló dextrosa, peptona,
extracto de levadura, NH4NO3, K2HPO4,
MgSO4 7H2O, extracto de bilis de buey, pro-
pionato de sodio, agar y agua destilada hasta
completar 1 L. El medio fue esterilizado a 20
N/m2 durante 15 minutos a 120 °C, y poste-
riormente se añadió amoxicilina como anti-
biótico. Cuando el medio estuvo a una tem-
peratura de 40 a 45 ºC se transfirió a placas
Petri. Antes de que se solidificara, se sem-
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braron 50 mg de suelo en cada placa y se in-
cubaron hasta crecer el micelio característico
del género Trichoderma.

Los aislados del género Trichoderma fueron
sembrados en placas Petri en medio de cultivo
PDA (patata dextrosa agar), y se identificaron
morfológicamente mediante el reconoci-
miento de sus estructuras macroscópicas (co-
lor de micelio, forma de micelio y crecimiento).
Posteriormente, se prepararon muestras fres-
cas de micelio sobre portaobjetos y se añadió
un marcador WGA (no. Cat. W11261, Life
Technologies, Eugene, OR, EE. UU.) para ob-
servar sus estructuras microscópicas (hifas, es-
poras, clamidosporas) en un microscopio epi-
fluorescente (LEICA TCS SP5X, BIO-OPTIC,
Argentina). Las características macro y mi-
croscópicas fueron comparadas con las claves
taxonómicas de Barnett y Hunter (1972); Bis-
set (1991) y Von Arx (1981). Los aislados (mo-
noconidiales) puros se crioconservaron a -20 °C
en tubos con PDA más CaCO3 y glicerol al 15%
para su posterior análisis de identificación mo-
lecular a nivel género y especie.

Aislamiento e identificación de Bacillus

El aislamiento de cepas bacterianas se realizó
mediante el método utilizado por Ohba y
Aizawa (1986) con algunas modificaciones.
Se pesó 1 g de cada muestra de suelo obte-
nida del rizoplano de raíces de cada planta y
se le adicionó solución salina estéril (NaCl
0,85%). Se agitó en vortex durante 1 minuto
y se pasteurizó a 80 ºC en baño maría du-
rante 20 minutos; posteriormente se sembró
1 ml de inóculo en 9 ml de infusión de patata
(IP) estéril. Se incubó a 37 ºC durante 24 ho-
ras; después se pasteurizó de nuevo a 80 ºC
durante 20 minutos y se sembró de inme-
diato en placas de Petri conteniendo agar nu-
tritivo (AN); las placas se incubaron a 37 ºC
durante 24 horas.

Para identificar morfológicamente a Bacillus,
se sembraron los aislados en placas con medio
de cultivo AN. Se incubaron a 37 °C durante
24 horas. De las placas con crecimiento se to-
maron muestras seleccionando las colonias
con características del género Bacillus de
acuerdo al Manual de Clasificación de Bergey
(Claus y Berkeley, 1986). Posteriormente se

Tabla 1. Datos geográficos de ubicación de las cepas de Trichoderma y Bacillus seleccionadas
Table 1. Geographic location data of selected Trichoderma and Bacillus strains

Aislado Latitud Longitud Altitud (m.s.n.m)

Trichoderma

TB, aislado de bugambilia 25°49’15,6’’ N 109°02’06,9’’ O 8

TF, aislado de ficus 25°34’25,0’’ N 108°27’54,2’’ O 16

TM, aislado de mango 25°35’14,0’’ N 108°31’49,8’’ O 4

Bacillus

B14, aislado de mango 25°55’28,8’’ N 109°17’13,0’’ O 10

B06, aislado de jatropha 25°32’48,2’’ N 108°29’04,3’’ O 16

B18, aislado de maíz 25°56’57,6’’ N 109°08’37,7’’ O 15

B21, aislado de maíz 25°49’33,7’’ N 109°01’23,4’’ O 14
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pasaron a placas por agotamiento para su
purificación. Los aislados se sometieron a una
prueba de tinción de Gram y se observaron
con un microscopio biológico para comprobar
la pureza y determinar las características mi-
cromorfológicas y tintoriales de los mismos,
así como la presencia de esporas. Además se
realizó una prueba hemolítica bacteriana. Los
aislados puros se crioconservaron a -20 °C en
tubos con LB (Luria Bertani) y glicerol al 15%.

Tinción de Gram y prueba de hemólisis
bacteriana

La prueba de tinción se hizo mediante la téc-
nica de Hans Christian Gram (1884) al total de
los aislados (López-Jácome et al., 2014). La
prueba de hemólisis se hizo con la técnica uti-
lizada por Cowan y Steel (1993).

Selección de Trichoderma spp. para el
control de P. omnivora in vitro

Se evaluaron cuatro tratamientos (tres aisla-
dos y una cepa identificada de Trichoderma

como control), con cuatro repeticiones, en un
diseño experimental completamente al azar.
Cada repetición consistió en una placa Petri.
La cepa de Trichoderma utilizada como con-
trol, ha sido utilizada con éxito en el control
biológico de P. omnivora en el cultivo de no-
gal pecanero (Carya illinoensis Koch) en Co-
ahuila, México (datos sin publicar). Se realizó
una prueba de antagonismo mediante con-
frontaciones duales de ambos microorganis-
mos en placas Petri con medio de cultivo
PDA. Se tomaron discos de 5 mm de diáme-
tro con micelio del antagonista (Trichoderma)
y del patógeno (P. omnivora) y se colocaron
en los extremos de la placa Petri aproxima-
damente 6 cm de separación uno de otro. Los
discos con el micelio se incubaron a 23±4 °C.
Para evaluar el efecto antagónico de las ce-
pas contra el patógeno, se midió el creci-
miento de cada organismo durante 7 días
con un calibrador Vernier. Los datos obteni-
dos se transformaron en una escala de capa-
cidad antagónica (Bell et al., 1982) (Tabla 2)
de Trichoderma spp. in vitro.

Tabla 2. Escala de capacidad antagónica in vitro para Trichoderma spp.
de Baker y Cook, utilizada por Bell et al. (1982)

Table 2. Scale capacity in vitro antagonistic Trichoderma spp.
Baker and Cook, used by Bell et al. (1982)

Grados de la Escala Características de cada grado de la escala

Grado 1 Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patógeno y cubre
la superficie del medio de cultivo.

Grado 2 Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la superficie
del medio de cultivo

Grado 3 Trichoderma spp. y el patógeno cubren aproximadamente la mitad de la su-
perficie del medio de cultivo

Grado 4 El patógeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo li-
mitando el crecimiento de Trichoderma spp.

Grado 5 El patógeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando toda la su-
perficie del medio de cultivo.



Selección de Bacillus spp. contra
P. omnivora in vitro

Se efectuaron dos ensayos para seleccionar los
aislados bacterianos con capacidad antagó-
nica. En el primer bioensayo se probaron los
32 aislados bacterianos en placas Petri en los
medios de cultivo patata dextrosa agar (PDA)
y agar nutritivo (AN). Se colocaron cuatro ais-
lados distintos tomados al azar en una placa
Petri y se incubaron a 37 °C. Se hicieron cua-
tro réplicas de cada combinación de aislados.

En el segundo ensayo se utilizaron los 20 ais-
lados que presentaron halo de inhibición con-
tra el patógeno. Los medios de crecimiento
fueron los mismos utilizados en el primer en-
sayo. La siembra de los aislados bacterianos se
hizo en confrontación dual con el patógeno.
Se utilizaron 5 repeticiones en un diseño ex-
perimental completamente al azar.

Análisis estadístico

Los resultados para la selección de cepas nati-
vas de Trichoderma se sometieron a un análi-
sis de varianza no paramétrico mediante la
prueba Wilcoxon/Kruskal-Wallis (Rank sums)
empleando el Sistema de Análisis Estadístico
(Programa JMP and SAS software versión 6.1,
2004) y para la comparación de medias se uti-
lizó la prueba de Duncan (P < 0,05) del mismo
programa. En la selección de Bacillus se realizó
un análisis de varianza de dos vías empleando
el Sistema de Análisis Estadístico (SAS versión
9.1, 2003) y para la comparación de medias se
realizó una prueba de Duncan (P < 0,05).

Identificación molecular

Extracción de ADN

Los aislados bacterianos y fúngicos se cultiva-
ron en 5 ml de LB y PD Broth, respectivamente,
y se incubaron a 28 °C en agitación (200 rpm)
durante 24 h. Se centrifugó 1 ml de cada cul-

tivo y la biomasa obtenida se utilizó para rea-
lizar la extracción de ADN con el kit DNeasy
Blood and Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
calidad del ADN se determinó por electrofo-
resis en un gel de agarosa al 1% y a través de
la relación de absorbancia A260/A280 en un es-
pectrofotómetro Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, DE).

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la identificación molecular de los aislados
bacterianos se amplificó el gen 16S emple-
ando los oligonucleótidos F2C y C. En el caso
de los aislados fúngicos, se amplificaron las re-
giones ITS con el juego de oligonucleótidos
ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen final de
25 µl conteniendo 1 µl de ADN molde (apro-
ximadamente 10 ng), 1,5 mM MgCl2, 0,5 mM
de cada dNTP, 0,4 µM de cada uno de los oli-
gonucleótidos y 1,25 U de Taq polimerasa (In-
vitrogen, Brasil, Cat. No. 11615-050). El pro-
grama utilizado para la amplificación del gen
16S consistió en una desnaturalización inicial
a 95 °C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalización a 95 °C durante 1 mi-
nuto, alineamiento a 55 °C durante 1 minuto,
extensión de 1 minuto a 72 °C y una extensión
final a 72 °C durante 5 minutos. El programa
utilizado para la amplificación de las regiones
ITS consistió en una desnaturalización inicial a
94 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalización a 94 °C durante 30 se-
gundos, alineamiento a 56 °C durante 30 se-
gundos, extensión de 30 segundos a 72 °C y
una extensión final a 72 °C durante 5 minutos.
Los productos de PCR fueron visualizados en
un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro
de etidio. Posteriormente los productos de
PCR se purificaron con el kit QIAquick PCR
purification (QIAGEN, Cat. No. 28106), si-
guiendo las instrucciones del fabricante y fi-
nalmente se cuantificaron utilizando un es-
pectrofotómetro Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, DE).
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Secuenciación y análisis filogenéticos

Los productos de PCR amplificados se secuen-
ciaron bidireccionalmente en un secuencia-
dor ABI 3730xl (Applied Biosystems, EE. UU.).
El gen 16S se secuenció con los oligonucleóti-
dos U1 y C, mientras que las regiones ITS se se-
cuenciaron con los oligonucleótidos ITS1 e
ITS4. Las secuencias fueron editadas en el soft-
ware CHROMAS Pro 1.6 (Technelysium Pty
Ltd, South Brisbane, Queensland, Australia) y
comparadas en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Informa-
tion) utilizando el software BLAST-N y el al-
goritmo Megablast.

Para realizar el análisis filogenético se utilizó el
software MEGA 6,0 (Tamura et al., 2013). Las
secuencias fueron alineadas utilizando el ali-
neador MUSCLE (Edgar, 2004) implementado
en MEGA 6,0. El alineamiento resultante fue
sometido a una prueba de ajuste de modelos
de sustitución nucleotídica en MEGA 6,0, con
el fin de seleccionar el modelo con mejor ajuste
a los datos. Los árboles filogenéticos se cons-
truyeron usando el modelo de sustitución nu-
cleotídica de Kimura 2 parámetros y el método
de Neighbour-joining. La tasa de variación en-
tre sitios fue modelada por una distribución
gamma (cuatro categorías). La robustez de la
topología de los árboles se evaluó con 1, 000

réplicas bootstrap. Las secuencias de Geoba-
cillus kaustophilus y Gibberella zeae se utili-
zaron para enraizar los árboles.

Resultados y discusión

Aislamiento, selección e identificación
de Trichoderma spp.

De las 30 muestras de suelo colectadas para el
aislamiento de Trichoderma spp. se aislaron
tres cepas (TB = Trichoderma aislado de bu-
gambilia, TF = Trichoderma aislado de ficus,
TM = Trichoderma aislado de mango). No hu -
bo diferencias entre las tres cepas en su capa-
cidad antagónica contra Phymatotrichopsis
omnivora (X2 = 4,2304; P = 0,2376). Al final de
la evaluación (7 días) el 100% de las cepas ais-
ladas se ubicaron en los grados 1 y 2 de la es-
cala de Bell et al. (1982) (Tabla 2), mostrando
valores de efectividad de 1,0 a 1,5 (Tabla 3). Lo
anterior coincide con lo encontrado por Mar-
tínez et al. (2008), quienes evaluaron in vitro
59 cepas de Trichoderma spp. contra Rhizoc-
tonia sp. y obtuvieron que el 81,35% de las ce-
pas en estudio se ubicaron en los grados 1 y 2
de la misma escala de referencia, al igual que
Bell et al. (1982) al obtener in vitro resultados
similares con más del 65% de diferentes cepas

Tabla 3. Capacidad antagónica de Trichoderma contra P. omnivora in vitro
Table 3. Antagonistic capacity of Trichoderma against P. omnivora in vitro

Aislado, escala Baker y Cook (Grado 1-5)1 Capacidad antagónica

TB, aislado de bugambilia 1,0 a

TF, aislado de ficus 1,5 a

TM, aislado de mango 1,0 a

TN, aislado de nogal (control) 1,25 a

1 Según Bell et al. (1982).

Letras iguales no son diferentes (Duncan P ≤ 0,05).
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de Trichoderma spp. nativas ubicadas en el
grado 1 frente a R. solani. Los resultados ob-
tenidos en este estudio, coinciden con lo en-
contrado por De los Santos et al. (2003), quie-
nes encontraron un potencial antagónico en
cepas de Trichoderma nativas de la Provincia
de Huelva, España, para controlar poblaciones
de patógenos que afectan el cultivo de fresa
(Fragaria xananassa Duchense).

Las tres cepas de Trichoderma spp. evaluadas
en este estudio mostraron un alto potencial
antagónico al compararse con la cepa control
(TN), lo que indica que los aislados nativos del
noroeste de México son potencialmente una
fuente importante para el control biológico
de P. omnivora (Figura 1).

Figura 1. Las 3 cepas de Trichoderma (TB = aislado de bugambilia, TF = aislado de ficus,
TM = aislado de mango) (disco = T) seleccionadas in vitro contra P. omnivora

(disco = P.O) + (TN = aislado de nogal = cepa-control).
Figure 1. The 3 strains of Trichoderma (TB = isolated from bugambilia, TF = isolated from ficus,

TM = isolated from mango) (disc = T) selected in vitro against P. omnivora
(disk = PO) + (TN = isolated from walnut = strain-control).

Identificación morfológica y molecular
de Trichoderma spp.

El análisis morfológico efectuado con el mi-
croscopio biológico mostró que los cuatro
aislados utilizados en nuestro experimento
pertenecen al género Trichoderma. Los cua-
tro aislados presentaron micelio septado, co-
nidióforo hialino muy ramificado, fialides in-
dividuales o en grupos, conidios ovoides o
subglobosos en racimos de color verde fuerte
a verde olivo y clamidosporas intercalares o
solitarias verdes (Figura 2), estructuras típicas
del género Trichoderma. Sin embargo du-
rante su desarrollo, la colonia del aislado TM
pigmentó el medio de cultivo PDA de color
amarillo-café. Esto sugiere que el aislado TM
puede pertenecer a la especie asperellum.

Las secuencias obtenidas de los aislados fún-
gicos se compararon en la base de datos Gen-
Bank. Los resultados indicaron que los aislados
TB y TM registraron porcentajes de identidad
entre 99 y 100% con Trichoderma asperellum
y Trichoderma viride, respectivamente. Mien-
tras que los aislados TN y TF registraron por-
centajes de identidad de 99 y 100% con Tri-
choderma virens, respectivamente. El árbol
de distancia generado con éstas secuencias
confirmó la identidad de los aislados TB y TM
como Trichoderma asperellum, mientras que
los aislados TF y TN fueron confirmados como
Trichoderma virens (Figura 3). Estos resultados
indican que el género Trichoderma presenta
variación interespecífica en la región del nor-
oeste de México. Otros estudios que han co-
lectado aislados de Trichoderma para eva-
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Figura 2. Estructuras morfológicas de los aislados: A) TB = Trichoderma aislado de bugambilia,
B) TF = Trichoderma aislado de ficus, C) TM = Trichoderma aislado de mango y D) TN = Trichoderma

aislado de nogal. Imágenes tomadas en Microscopio biológico con objetivo 10X.
Figure 2. Morphological structures of isolates: A) TB = Trichoderma isolated of bougainvillea,

B) TF = Trichoderma isolated of ficus, C) TM = Trichoderma isolated of mango and D) TN =
Trichoderma isolated of walnut. Pictures taken in biological microscope with 10X objective.

luarlos como control biológico de patógenos
del suelo no han detallado la identificación a
nivel de especie (Guigón y González, 2004).

Aislamiento, selección e identificación
de Bacillus spp.

Se obtuvieron un total de 32 aislados bacte-
rianos. En las pruebas de inhibición 12 aisla-
dos no presentaron efectividad antagónica
contra el patógeno P. omnivora. Por lo tanto,
se seleccionaron los 20 aislados que mostra-
ron efecto antagónico y con ellos se efectua -
ron las pruebas de antagonismo en los me-
dios de cultivo PDA y AN.

En el análisis de varianza de dos vías mostró di-
ferencias entre los 20 aislados (X2 = 1,98, P =
0,014). No hubo diferencias entre los dos me-
dios de cultivo ni en la interacción (X2 = 1,96, P
= 0,163) lo que indica que los aislados se com-
portaron de manera similar en los dos medios.

Las medias del halo de inhibición, conside-
rando los dos medios de cultivo, varió entre
los aislados desde 2,43 (B14) hasta 1,67 cm
(B32) (Tabla 4). El tratamiento B14 presentó
un halo de inhibición mayor que las cepas

B17, B22, B12, B33, B20 y B32 (P < 0,05; Tabla 4).
Con la intención de probar el efecto de con-
trol biológico se seleccionaron los primeros
cuatro aislados de Bacillus (B14 = Bacillus ais-
lado de mango, B21 = Bacillus aislado de maíz,
B6 = Bacillus aislado de jatropha y B18 = Ba-
cillus aislado de maíz) para posteriores tra-
bajos de investigación.

Tinción de Gram y prueba de hemólisis
bacteriana

Para corroborar la posible pertinencia al gé-
nero Bacillus, se efectuó una prueba de tin-
ción. En esta prueba, los 20 aislados bacte-
rianos seleccionados mostraron resultados
de tinción violeta indicando que son Gram
positivas (+), relacionadas con distintos gru-
pos bacterianos incluyendo los del género
Bacillus. En la prueba de hemólisis, todas
mostraron lisis hemolítica tipo gamma (γ),
lo que nos indica, que no son patogénicas
para el humano y no se corre riesgo alguno
de causar daño al ser liberadas al medio
ambien te y utilizarlas como inóculo para el
control de enfermedades en plantas.
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Figura 3. Árbol de distancia (Neighbour-Joining) derivado de las secuencias del ADN ribosomal
(ITS1, 5.8S e ITS2) de cuatro aislados de Trichoderma y 16 secuencias de referencia. TB: aislado de

bugambilia; TF: aislado de ficus; TM: aislado de mango; TN: aislado de nogal (cepa-control).
Figure 3. Distance tree (Neighbour-Joining) derived from ribosomal DNA sequences (ITS1, 5.8S,

and ITS2) four Trichoderma isolates and reference 16 sequences. (TB = isolated from bugambilia;
TM = isolated from mango; TF = isolated from ficus and the TN = isolated from walnut = strain-control).
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Identificación morfológica y molecular
de los aislados bacterianos

Los 20 aislados bacterianos se identificaron
morfológicamente, y de acuerdo al Manual
de Clasificación de Bergey (Claus y Berkeley,
1986), mostraron las características típicas del
género Bacillus, como son: colonias blanque-
cinas, opacas, aplanadas de bordes irregula-
res y características microscópicas típicas: for-
mas bacilares y formadoras de endosporas.

Los cuatro aislados seleccionados (B6, B14,
B18 y B21) se analizaron con técnicas molecu-
lares. Las secuencias obtenidas de los aislados
bacterianos se compararon en la base de da-
tos GenBank. Tres de los aislados bacterianos
(B6, B14 y B18) presentaron altos porcentajes
de similitud (99-100%) con varias especies del
género Bacillus, especialmente aquellas que
son más cercanas filogenéticamente (B. ce-
reus, B. mycoides, B. thuringiensis y B. anth-
racis). Esta separación no muy clara entre es-
tas cuatro especies coincide con la propuesta
de que todas estas especies puedan agruparse
en una sola denominada B. cereus, sin em-
bargo, la discusión en la comunidad investi-
gadora de B. cereus sugieren que es poco pro-
bable que la clasificación de organismos del
grupo B. cereus sensu lato sean agrupados
dentro de una sola especie en el futuro previ-
sible (Maughan y Van der Auwera, 2011).

El aislado B21 registró 99% de similitud con
Bacillus subtillis y Bacillus tequilensis. Con el
análisis filogenético se logró confirmar la
identidad del aislado B21 como Bacillus sub-
tillis, mientras que los aislados B6, B14 y B18
no pudieron identificarse hasta nivel de es-
pecie, sin embargo se les pudo asociar al gru -
po Bacillus cereus sensu lato (Figura 4). Estos
resultados indican la presencia de variación
interespecífica del género Bacillus en el noro -
este de México.

Tabla 4. Medias del halo de inhibición de los
aislados de Bacillus vs. P. omnivora en
los dos medios de cultivo utilizados

Table 4. Means test zone of inhibition of the
isolates of Bacillus vs. P. omnivora in the two

culture media and different isolates of Bacillus

Aislado Halo de inhibición (mm)

14 2,43 a

21 2,42 ab

6 2,40 ab

18 2,27 abc

15 2,23 abc

42 2,20 abc

13 2,10 abc

23 2,03 abc

27 2,00 abc

40 1,97 abc

1 1,95 abc

8 1,87 abc

7 1,87 abc

31 1,85 abc

17 1,82 bc

22 1,76 c

12 1,75 c

33 1,75 c

20 1,68 c

32 1,67 c

F 1,98

P 0,014

Letras iguales no son diferentes
(Duncan, P α ≤ 0.05).
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Conclusiones

Las dos especies identificadas en los tres ais-
lados de Trichoderma mostraron altos y simi-
lares niveles de antagonismo contra Phyma -
totrichopsis omnivora. La especie Trichoderma
asperellum predominó en el control de cre-
cimiento de P. omnivora, aunque no es de las
especies más reportadas en el control bio -
lógico contra fitopatógenos. La eficiencia de
las cuatro cepas de Bacillus probadas en el
control biológico de P. omnivora fue similar
en los dos medios de cultivo (PDA y AN) es-

tudiados. Las cepas de Trichoderma y Bacillus
nativas del noroeste de México, mostraron
efectividad antagónica en el control de pu-
drición texana (P. omnivora) a nivel in vitro,
por lo tanto, prometen ser potenciales mi-
croorganismos de control biológico contra
este patógeno en evaluaciones posteriores a
nivel invernadero o campo ya que al ser na-
tivas de la región donde serán evaluadas,
pueden tener mayores posibilidades de éxito
por su probada adaptación al medio ambien -
te en el que fueron obtenidas.

Figura 4. Árbol de distancia (Neighbour-Joining) derivado de secuencias parciales del gen 16S
de cuatro aislados de Bacillus y 21 secuencias de referencia. (B14: aislado de mango;

B06: aislado de jatropha; B18: aislado de maíz; B21: aislado de maíz).
Figure 4. Distance tree (Neighbour-Joining) derived from partial sequences of the 16S
gene of four isolates of Bacillus and reference 21 sequences. (B6 = isolated jatropha;

B14 = isolated mango; B18 = isolated corn; B21 = isolated corn).
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