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RESUMEN  
El presente trabajo de investigación fue realizado con el objetivo de caracterizar y 

determinar el efecto antagónico de Trichoderma THT4 sobre Neurospora dictyophora 

MA_Nd20  en fresa (Fragaria ananassa) in vivo e in vitro, contrastado con dos fungicidas 

químicos, las variables analizadas en el estudio fueron: La TD (tasa de desarrollo), la VC 

(velocidad de crecimiento) y el PICR (porcentaje de inhibición de crecimiento radial). El 

experimento se realizó en el laboratorio de hongos y patología vegetal del Eco-Campus, 

Valsequillo del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla 

(BUAP).  

La identificación de la colonia fúngica asociada a Neurospora dictyophora corresponde con 

la caracterización reportada por Morales et al., 2020, misma que se realizó mediante la 

observación de estructuras reproductivas con ayuda de un microscopio. Mientras que para 

la variable VC, Trichoderma harzianum mostro superioridad que Neurospora dictyophora 

siendo los valores medios: 0.57 y 0.38 cm/día. Tomado los puntos RCF (radio de 

crecimiento final) del día 6 y RCi (radio de crecimiento inicial) del día 2 y T (tiempo) del 

día 6. En cuanto a la VC se mostró una superioridad en el valor promedio de la cepa THT4 

de T. harzianum sobre MA_Nd20 de N. dictyophora, siendo los valores: 34 y 15 mm/hora 

respectivamente, obtenidos de la fórmula de velocidad a partir de la curva de la cinética de 

crecimiento de cada hongo respectivamente. 

Palabras clave: caracterizar, fungicidas, estructuras, crecimiento.  
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ABSTRAC 
The present research work was carried out with the objective of characterizing and 

determining the antagonistic effect of Trichoderma THT4 on Neurospora dictyophora 

MA_Nd20 in strawberry (Fragaria ananassa) in vivo and in vitro, contrasted with two 

chemical fungicides, the variables analyzed in the study were: TD (developmental rate), VC 

(growth velocity) and PICR (percentage radial growth inhibition). The experiment was 

carried out in the laboratory of fungi and plant pathology of the Eco-Campus, Valsequillo 

of the Institute of Sciences of the Benemérita Universidad Autónoma de Puebla (BUAP). 

The identification of the fungal colony associated with Neurospora dictyophora 

corresponds to the characterization reported by Morales et al., 2020, which was carried out 

by observing reproductive structures with the help of a microscope. While for the variable 

VC, Trichoderma harzianum showed superiority than Neurospora dictyophora being the 

mean values: 0.57 and 0.38 cm / day. Taken the RCF points (final growth radius) of day 6 

and RCi (initial growth radius) of day 2 and T (time) of day 6. Regarding the VC showed a 

superiority in the average value of the THT4 strain of T. harzianum over MA_Nd20 of N. 

dictyophora, being the values: 34 and 15 mm / hour respectively, obtained from the 

velocity formula from the curve of the growth kinetics of each fungus respectively. 

Keywords: characterize, fungicides, structures, growth. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La fresa (Fragaria sp.) pertenece a la familia Rocaseae, es originaria de las regiones 

templadas del mundo y se caracteriza por tener tallos rastreros, nudosos y con estolones, 

hojas grandes trifoliadas, pecioladas, flores blancas y frutos rojos aromáticos, aunque 

nativas de Europa son frutas de gran apreciación a nivel mundial, por su aroma, color y 

textura (Khoshnevisan et al., 2013; SAGARPA, 2005). La mayoría de las bayas de jardín 

son nativas de América del Norte: moras, arándanos, fresas y frambuesas. Las regiones de 

América, tanto del Norte como del Sur, han proporcionado la fresa de jardín: Fragaria 

ananassa (Bailey 1894).  

 

Las fresas son una fuente importante de compuestos bioactivos como vitaminas C y K, 

filoquinona, folato y presentan constituyentes fenólicos con capacidad antioxidante, siendo 

consumidas principalmente en fresco o procesada, por ejemplo, mermeladas (Giampieri et 

al., 2012). Debido a su apreciación y alta demanda el cultivo de fresa representa un 

importante recurso económico a nivel mundial y nacional, tan solo en 2016 China y EE. 

UU aportaron 55.3% del volumen de producción total mundial, mientras que México se 

posicionó en 3er lugar con 458,972 t. (SIAP, 2018). Particularmente en México su 

producción ha aumentado considerablemente en la última década, siendo ahora el tercer 

mayor productor a nivel mundial, las principales regiones productoras son Michoacán y 

Guanajuato en el centro de México y Baja California en el noroeste (Wu et al., 2012).  

 

Sin embargo, tal como lo mencionan Mahmud et al., 2019, el cultivo de la fresa puede 

verse seriamente afectado por hongos fitopatógenos que se encuentran en el suelo y que 

dañan raíz, hojas y fruto. El impacto que tienen estas enfermedades fúngicas son de las 

principales limitaciones en su producción, además de que infligen pérdidas económicas 

significativas para las zonas dedicadas a este cultivo (Rubio et al., 2014). De manera 

convencional el manejo de estas patologías se controla mediante el uso de pesticidas, lo que 

ha generado que los productores se vuelvan cada vez más dependientes de los agroquímicos 

(Chen et al., 2016; Es-Soufil et al., 2020). Estos productos químicos generan alto riesgo 

para la salud humana y ambiental, además de afectar la inocuidad de la fruta e incrementar 

los costos de producción (Molina et al., 2006). Por esta razón, el uso de agentes químicos 

ha sido continuamente restringido debido al desarrollo de resistencia de los patógenos, la 

contaminación ambiental y el riesgo para la salud humana (Nava et al., 2012; Cano, 2013). 

 

Debido a las problemáticas ecológicas y ambientales antes mencionadas, actualmente el 

control biológico a través del uso de microorganismos que provengan del mismo ambiente 

de acción del fitopatógeno representa una alternativa viable (Gómez-De la Cruz et al., 

2018). Köhl et al., (2011) resaltan la importancia del uso de microorganismos antagónicos 

como parte de los diversos enfoques de control biológicos, donde dicha interferencia 

natural entre microorganismos beneficiosos y patógenos vegetales contribuyen al desarrollo 

de sistemas de cultivo a modo de tapones naturales, impidiendo o limitando así el 

desarrollo de la fitopatología. El mecanismo por el cual los antagonistas microbianos 

suprimen las enfermedades postcosecha incluye principalmente la competencia por los 

nutrientes y el espacio, la producción de antibióticos, el parasitismo directo y la resistencia 
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inducida (Droby et al., 2009). Actualmente se desarrollan formulados de agentes de control 

biológico, es decir, organismos vivos que reducen la población de insectos y patógenos 

plaga. Particularmente Romero et al., (2017), destacan la importancia de Trichoderma spp. 

por su capacidad para contener a las especies antagonistas más relevantes, y controlar un 

amplio número de hongos que afectan a las plantas de interés agrícola, entre ellas el cultivo 

de la fresa. 

1.1 JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años el uso irracional de agroquímicos para controlar enfermedades 

presentes en los cultivos agrícolas ha generado diversas problemáticas ecológicas, 

económicas y de salud pública, desafortunadamente en México aún prevalece su 

utilización, siendo los cultivos más afectados aquellos que suelen consumirse en fresco, 

como es el caso de la fresa. A esto se suma lo delicado de su cultivo y las exigencias en el 

manejo técnico previo y durante su producción, por esta razón resulta necesario identificar 

de manera precisa a los agentes bióticos involucrados en el desarrollo de las enfermedades 

más relevantes presentes en su ciclo de producción como es el caso de Neurospora 

dictyophora, y con ello proponer un control eficiente. El uso de Trichoderma harzianum 

como un agente de biocontrol para diversas enfermedades fúngicas en cultivos de 

importancia agrícola está cada vez más aceptado y comprobado, por tal motivo el presente 

trabajo plantea evaluar la efectividad de Trichoderma harzianum sobre Neurospora 

dictyophora, y contrastarlos con fungicidas químicos, para con ello proporcionar nueva 

información que promuevan métodos alternativos para el control de la enfermedad, de 

menor impacto al ambiente y a la salud humana. 
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II. HIPÓTESIS 

2.1 Trichoderma harzianum inhibirá el desarrollo de Neurospora dicthyophora. 

 

2.2 El antagonismo del filtrado de Trichoderma harzianum será superior al 

antagonismo de los fungicidas químicos (benomilo y captan).    

 

 

III. OBJETIVOS 

Objetivo general  

• Determinar el efecto antagónico de Trichoderma harzianum sobre Neurospora 

dictyophora en fresa (Fragaria ananassa) in vivo e in vitro.  

Objetivos específicos  

• Caracterización de Neurospora dictyophora como agente patógeno en los frutos.  

• Determinar la efectividad antagónica in vivo e in vitro del tratamiento biológico con 

la cepa THt4 de la cepa Trichoderma sp. contrastado con dos tratamientos químicos 

basados en fungicidas comerciales sobre el crecimiento de Neurospora sp.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material biológico 

Se utilizaron las cepas MA_Nd20(cb9) de N. dictyophora con número de acceso  

MW520112.1 en Genebank y la cepa THt4 de Trichoderma harzianum con numero de 

acceso MH127469 en Genebank. Las cepas fúngicas fueron proporcionadas por el 

laboratorio de hongos y patología vegetal del Eco-Campus, Valsequillo del Instituto de 

Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla (BUAP), ubicado en 

Independencia O 2 Sur No.50, San Pedro Zacachimalpa, Puebla.  

4.2 Análisis de secuencia y filogenia  

La secuencia se analizó y alineo con la base de datos del GenBank quien es parte de 

International Nucleotide Sequence Database Collaboration, que está integrada por la base 

de datos de ADN de Japón (DNA DataBank of Japan (DDBJ)), el Laboratorio Europeo de 

Biología Molecular (European Molecular Biology Laboratory (EMBL)), y GenBank en el 

National Center for Biotechnology Information. La filogenia se realizó con el software 

MEGA X (Kumar et al. 2018). 

Tabla 1. Secuencias del Gen-bank empleadas para corroborar la identidad de nuestro hongo. 

Especie Cepa Fuente de 

aislamiento 

País Número de acceso 

Genebanck 

nucleótidos 

analizados 

    ITS TEF
_1 

 

 

 

 

 

 
 

Neurospora 

dictyophora 

MA_Nd20(cb9) 

FC-3662 

CBS 656.70 

CBS 656.74 

CBS 529.95 
CBS 275.50 

CCTU A145 

CBS 529.95 
WH92 

FGSC7221 

KoRLI047144 
 

CBS 592.69 

KoRLI047142 
 

Fresa 

Haya-japonesa 

Colección 

Colección 

Colección 
Colección 

Encino 

Colección 
Zarzamora 

Desconocido 

Liquen 
 

Colección 

Liquen 
 

México 

Japón 

Holanda 

Holanda 

Estados Unidos 
Holanda 

Alemania 

Holanda 
Estados Unidos 

Suecia 

República de 
Corea 

Holanda 

República de 
Corea 

 

MW520112.1 

LC206595.0 

MH859888.1 

MH860885.1 

MH862538.1 
MH856623.1 

MK886745.1 

MH862539.1 
MN718948.1 

HF5976499.1 

MN341354.1 
 

MH859381.1 

MN341355.1 

- 

- 

- 

- 

- 
- 

- 

- 
- 

- 

- 
 

- 

- 

 

 

 

 

 
 

503 

 

4.3 Tasa de desarrollo micelial y velocidad de crecimiento 

Para la evaluación del desarrollo micelial se utilizó la metodología de Miguel-Ferrer et al. 

2021, que consistió en sembrar fragmentos de 5 mm de diámetro de T. harzianum y N. 

dictyophora en cajas Petri con PDA (Agar de Papa y Dextrosa), cada uno por triplicado y 

se incubaron en condiciones de oscuridad a 27± 2 °C por 7 días. Se midió el radio micelial 

cada 24 h para estimar la velocidad de crecimiento (mm/hora), el radio micelial se 

determinó con un vernier digital (CD-6 Mitutoyo) tomando la misma dirección por 

triplicado. La toma de lectura del radio se hizo en base a el crecimiento del frente de la hifa 

por el reverso de la placa Petri desde el borde del inóculo hasta la punta del micelio García-

Espejo et al., 2016.  
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Además, se calculó la TD con la fórmula propuesta por Romero et al., (2018). Se registró el 

crecimiento (radio en cm) de los aislados cada 24 horas, se tomaron 2 puntos de la curva de 

desarrollo micelial para usarlos en la formula: 

𝑇𝐷 =
𝑅𝐶𝑓 − 𝑅𝐶𝑖

𝑇
 

     

➢ TD = tasa de desarrollo   

➢ RCf = es el radio final en cm. 

➢ RCi = es el radio inicial en cm. 

➢ T = es el tiempo de incubación en días 

4.4 Prueba de patogenicidad  

Se utilizó la técnica de cultivos duales de Cherif y Benhamou (1990). En cajas Petri con 

PDA, para cada tratamiento se depositó en un extremo de la caja un disco de cinco mm de 

diámetro con micelio activo de Neurospora dictyophora de 10 días de edad. 

Posteriormente, en el otro extremo de la caja se depositó un disco de cinco mm de 

Trichoderma spp., con micelio activo de colonias de 10 días de edad.  

Se tomaron lecturas cada 24 horas para determinar el número de días al primer contacto 

entre las hifas del antagonista y el fitopatógeno, así como el comportamiento en general, 

midiendo el crecimiento de ambas colonias y el diámetro de la zona de traslape (Aceves, et 

al., 2013).  

Se midió el diámetro de la colonia en dos direcciones, en la mayor y menor longitud y el 

crecimiento micelial (CM) se obtuvo como el promedio de los valores en las dos 

direcciones.   

La competencia por nutrientes y espacio se valoró comparando la velocidad del 

crecimiento, para esto, se midieron los radios de crecimiento del patógeno (RCP) y de los 

antagonistas (RCA) con la ayuda de un calibrador “Pie de rey” según recomienda (Suárez 

et al., 2008). Conjuntamente, se evaluó el porcentaje de inhibición de crecimiento radial 

(PICR), empleando la fórmula de (Ezziyyani et al., 2004): 

 

PICR =
R1 − R2

R1
 (100) 

 

➢ PICR = porcentaje de inhibición de crecimiento radial. 

➢ R1 = radio (mm) del patógeno testigo. 

➢ R2 = radio (mm) del patógeno en enfrentamiento.  

 

Para evaluar el antagonismo se utilizó la escala de Bell et al., (1982), la cual consta de 

cinco niveles:  
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Tabla 2: escalas usadas para la clasificación de los antagonistas.  

Clase  Características  

 

Características  

I Crecimiento de Trichoderma spp., que cubrió toda la 

superficie del medio y redujo el crecimiento micelial del 

patógeno.  

Mutuamente 

entrelazado 

II Crecimiento de Trichoderma spp., que cubrió al menos 2/3 

partes del medio.  

Sobrepuestos  

 

III Trichoderma spp., y fitopatógeno crecieron ½ y ½ la 

superficie del medio, uno no se sobrepuso al otro.  

Inhibición leve  

IV Hongo patógeno creció al menos 2/3 partes del medio y 

resistió a la invasión de Trichoderma spp. 

Crecimiento alrededor  

V Crecimiento del patógeno que cubrió toda la superficie del 

medio.  

Inhibición a distancia  

 

 

 

Figura 1: Tipos de Inhibición determinada por Porter, (1923). A. mutuamente    

entrelazados, B. sobrepuestos, C. inhibición leve, D. crecimiento alrededor E. inhibición a 

distancia. 

4.5 Postulados De Koch  

Siguiendo la metodología de (Fraire-Cordero et al., 2003), se seleccionaron 10 fresas que se 

desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2% durante 5 min, se lavaron tres veces 

consecutivas con agua destilada estéril. Se colocaron en dos recipientes previamente 

esterilizados en la campana de flujo laminar con luz UVc durante 20 min evitando el 

contacto entre ellos. En cada recipiente se colocaron sanitas y un algodón en cada esquina 

humedecido con agua destilada, esto con el fin de crear una cámara húmeda mismo que 

mantuvo en el laboratorio a temperatura ambiente, con cinco fresas cada recipiente, cinco 

fueron inoculadas con N. dictyophora. Se hizo una herida mecánica en los frutos con una 

punta micológica de acero previamente esterilizada, posteriormente con la misma punta se 

recolecto micelio de N. dictyophora de una caja Petri y se procedió a inocular al grupo 

seleccionado. Cada 24 h se observó la presencia del hongo y sus síntomas. 

4.6 Solidos solubles totales (SST) 

De acuerdo con el protocolo de calidad de SENASA (Resolución N°85/98) establece que 

las frutillas para ser comercializadas deben tener un estado de madurez determinado por el 

color y el contenido de azucares. El color debe ser el rojo característico de la variedad y 

cubre como mínimo el 75% de la superficie del fruto, sin presencia de punta verde, 



 
17 
 

17 
 

determinado visualmente. Por otro lado, el contenido de SST (sólidos solubles totales) 

expresados en grados Brix debe ser ≥7°Bx Solórzano et al., (2015). Sin embargo, estas 

características se pueden ver totalmente afectadas por la presencia de algún fitopatógeno, 

con ayuda de un refractómetro Mano 0-53% MASTER53M se determinará el contenido de 

SST de los frutos sanos y enfermos.  

4.7 Medios líquidos para Trichoderma harzianum  

Para determinar el medio de cultivo liquido óptimo de Trichoderma harzianum se realizó 

una prueba de contraste con distintas fórmulas de composición del medio como se muestra 

en el cuadro 1. 

Cuadro 1: Medios líquidos de inoculados con T. harzianum. 

Tratamiento N° Código Composición 

1 T3 2.5 g Malta + 125 mL H2O + 0.5 mL C₆H₁₂O₆ + T. h 

2 T2 125 mL H2O + 0.5 mL C₆H₁₂O₆ + T. h 

3 T1 125 mL de H2O + T. h  

4 Tt 125 mL de H2O 

 

Otra manera por la cual se evaluó la interacción fue por medio de antibiogramas para lo 

cual se hicieron sensidiscos con papel filtro whatman con un diámetro estándar de 0.5 mm, 

se depositaron 10 sensidiscos en cada tubo de ensayo, con ayuda de la autoclave se 

esterilizaron, esto con la finalidad de verter el medio líquido ya filtrado del Tt, T1, T2 y T3.  

Bajo condiciones de esterilidad en la campana de flujo laminar se realizó la siembra, se 

depositará por placa cuatro discos de 0.5 mm de diámetro de medio PDA con micelio de 

Neurospora dictyophora con 15 días de antigüedad. Finalmente, en el centro de la placa se 

depositó un sensidisco de cada filtrado con cuatro repeticiones por tratamiento, este 

procedimiento se replicó con dos tratamientos químicos ver la tabla 3, esto con la finalidad 

de medir el antagonismo de cada uno.  

Cuadro 2: Benomyl 50 y captan 50, se evaluó la dosis comercial autorizada por la 

fabricante expresada en mg L-1.  

Fungicida (Nombre 

comercial) 

Ingrediente activo Formula molecular 

Captan 50 Captan C9H8CI3NO2S 

Benomyl 50 Benomyl C14H18N4O3 
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4.8 Determinación de proteínas totales 

Para la determinación de proteínas totales se utilizó el método de Biuret (Quiroga-Flores 

2011).  

1. Para la determinación de proteínas se utilizó el método de Biuret    

2. Se realizo una solución con la albumina de suero bovino (10mg/ml). Para esta se 

pesó 1g de tejido, se homogenizo en 9ml de solución salina, y luego se centrifugo a 

una velocidad máxima por 5min, para tomar el sobrenadante que fue el suero que 

utilizamos.  

3. Se colocaron en una gradilla 8 tubos de ensayos limpios y secos.   

4. Los tubos de ensayos fueron numerados del uno al seis   con un rotulador 

permanente, así como también los muestras problemas   

5. Seguidamente con las pipetas se adiciono cada uno de los volúmenes de la 

disolución patrón de albumina de huevo al 10mg/ml y de agua destilada, 

posteriormente se agregaron los reactivos en el siguiente orden: albumina, agua 

destilada, solución alcalina o biuret.   

6. ¿Cada uno de los tubos se agito suavemente y se dejaron reposar durante un periodo 

máximo de 20 minutos, luego se procedió a medir en el espectrofotómetro en la 

longitud de onda de 540 nm ajustando el cero de absorbancia con él? con la 

solución blanco-exenta de proteínas (tubo 1).   

7. A continuación, se midieron la absorbancia de los tubos 2 a 6, luego se procedió a 

medir la concentración de la muestra problema (tubo 7). 

Cuadro 3: La curva de calibración, método se realizó con Albumina de huevo preparando 

estándares de concentraciones de 1 a 10 g/mL Selva (2016). 

 

 

 

Tubo 

Albumina H2O Reactivo de 

Biuret 

Absorbancia 

mL (mL) (A) 

2.50% Muestra 

problema 
  mL mL 

1B 0 
 

1 4 0.17 

2S 1 
 

0 4 0.06 

3S 0.8   0.2 4 0.047 

4S 0.6   0.4 4 0.037 

            

5S 0.4   0.6 4 0.032 

6(H2O) - 1 0 4 0.02 

7(Malta) -   0 4 0.048 

8(Glucosa) -   0 4 0.031 

 

4.9 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete estadístico SPSS Statistics 

versión 25. Las variables analizadas en el estudio fueron: La TD (tasa de desarrollo), la VC 

(velocidad de crecimiento) y el PICR (porcentaje de inhibición de crecimiento radial). La 
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comparación de medias se hizo por medio de un ANOVA donde se le agrego la prueba 

post-hoc de Tukey-Kramer con una probabilidad p≤0,05. 

 

V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

5.1 Caracterización e identificación de Neurospora dictyophora  

La identificación de colonia fúngica asociada a Neurospora dictyophora se realizó 

mediante la observación de estructuras reproductivas al microscopio, comparando las 

características (textura, tipo de micelio, color, tipo de hifas) descritas por Morales et al., 

(2020). Para la observación microscópica se utilizaron cultivos de PDA, se observaron 

después de diez días de incubación a 28 °C, la morfología microscópica del hongo se 

examinó bajo un microscopio óptico.  

 

 

Figura 2. Morfología de la cepa MA_Nd20(cb9). A) Micelio de Neurospora creciendo 

sobre una fresa, B) Aspecto de la colonia creciendo en medio PDA, C) Peritecios vistos a 

4x, D) Peritecios vistos a 10x con presencia de hifas.  

La identificación de este patógeno es el primer paso importante para desarrollar estrategias 

de manejo para el control de esta enfermedad.  

5.2 Filogenia  

La secuencia correspondiente a la cepa MA_Nd20(cb9) mostraro un porcentaje de 

identidad de 100 y 97.11 % con regiones de ITS 1-2 (MW520112.1) y TEF-1α 

(FR774348.1) correspondientes a la especie Neurospora dictyophora. Posteriormente, la 

secuencia se analizó mediante el software Mega X, para ser concatenado y así obtener un 

árbol filogenético.  
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Figura 3. Filogenia de Neurospora dictyophora. El árbol se dibuja a escala, con longitudes 

de rama en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el 

árbol filogenético generado a partir de secuencias ITS. Talaromyces flavus se utilizó como 

grupo externo. La cepa MA-Nd20(c9b) obtenidas en este estudio se muestran en azul. 

5.3 Postulados de Koch  

Las pruebas de patogenicidad para Neurospora dictyophora sobre frutos de fresa dieron 

como resultado positivo a los agentes causales de la pudrición blanda en frutos maduros, 

los síntomas y signos de la enfermedad se presentaron similitudes a los descritos por 

Morales et al., (2020). Los frutos dañados presentan un ligero hundimiento sobre la lesión 

en la cual se inoculo, el micelio se observa a partir de las 24 horas con un color blanco, a 

los 15 días la fruta queda completamente cubierta con el micelio tomando un color rojo-

oxido, las frutas control no mostraron síntomas de la enfermedad. Los resultados mostraron 

que Neurospora dictyophora puede fungir como patógeno de los frutos de fresa, su 

desarrollo se ve influenciado por condiciones de humedad y temperatura no menores a los 

30° C con presencia de lesiones en el fruto.  
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Figura 4. Prueba de patogenicidad. A) Cepa de N. dictyophora creciendo en medio PDA, 

B) C) Fresa del grupo control, D) Fresa inoculada con micelio de N. dictyophora, E) Fresa 

con 5 días de inoculación, F) Fresa con 15 días de inoculación.  

5.4 Sólidos solubles totales (SST)  

Los    sólidos    solubles    totales (SST) mostraron    diferencias significativas entre las 

fresas sanas y las enfermas respectivamente (figura 4). Los frutos enfermos obtuvieron un 

valor de 4° Brix y los sanos mostraron un valor significativamente mayor con 8° Brix, 

mismo que se justifica debido a que la fresa tiende a incrementar la cantidad de SST 

durante la maduración del fruto Salamat et al., (2013).  

 

Figura 5. Resultados observados por un refractómetro Mano 0-53% MASTER53M. A) 

grados Brix de un afresa enferma y B) grados Brix de una fresa sana.  

 

5.5 Velocidad de crecimiento (VC) y tasa de desarrollo (TD) 

 

Tras el análisis y comparación de la VC y la TD (figura 7) del agente de control biológico 

(T. harzianum THT4) y el agente patógeno de postcosecha de la frutilla (N. dictyophora 

MA_Nd20) se presentó una superioridad en el promedio de la variable TD de MA_Nd20 

sobre Tht4, siendo los valores medios de TD; 0.57 y 0.38 cm/día para T. harzianum y N. 

dictyophora respectivamente. Tomado los puntos RCF (radio de crecimiento final) del día 6 

y RCi (radio de crecimiento inicial) del día 2 y T (tiempo) del día 6. En cuanto a la VC se 
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mostró una superioridad en el valor promedio de la cepa THT4 de T. harzianum sobre 

MA_Nd20 de N. dictyophora, siendo los valores: 34 y 15 mm/hora respectivamente, 

obtenidos de la fórmula de velocidad a partir de la curva de la cinética de crecimiento de 

cada hongo respectivamente. 

 

 

Figura 6. Observación de las colonias. A) colonia de Trihoderma harzianum creciendo en 

medio PDA y B) Colonia de Neurospora dictyophora creciendo en medio PDA. 

 

Figura 7. Tasa de desarrollo micelial (A) en comparación de la velocidad de crecimiento 

(B) promedio de T. harzianum y N. dictyophora durante 7 días de incubación en medio 

PDA a 30 °C.  
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Figura 8. En la gráfica se muestra el ritmo de crecimiento de Trichoderma harzianum (Th) 

y Neurospora dictyophora (Nd) por día, dicho crecimiento es de manera ascendente en 

ambos hongos, sin embargo, (Th) tiene un mayor aumento que (Nd).   

 

5.6 Porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR)  

Guigón et al., (2010) describió que la reducción en la tasa de crecimiento de los hongos en 

cultivos duales es un indicador de la capacidad antagónica de Trichoderma harzianum, se 

logro observar parasitismo para todos los casos. En un estudio realizado por Morales (2022) 

al estudiar a Trichoderma harzianum sobre Neurospora dictyophora obtuvieron una 

clasificación antagonista en los niveles 3 y 5, es decir que se considera deficiente 
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Figura 9. Antagonismo de la cepa T-H4 de Tricohoderma harzianum de acuerdo con la escala de 

Bell et al., (1982) y Neurospora dictyophora.  

Antagonismo de Trichoderma harzianum con Neurospora dictyophora en escala de Bell et 

al. (1982), a las 168 horas en cajas con medio PDA, incubados a 28 °C por 7 días, de 

acuerdo con la escala el antagonismo es de clase I para todas las cepas, esto significa que el 

agente de control biológico inhibe de manera eficiente al fitopatógeno. De acuerdo con 

nuestros resultados obtuvimos un PICR de 61.94 %, según lo reportado por García et al., 

(2016) Trichoderma harzianum inhibe el crecimiento del patógeno debido a la producción 

de compuestos, es decir metabolitos volátiles y no volátiles entre los cuales se encuentran 

pirones, isocianatos, pépticos y trichocinas; además, la producción de enzimas 

extracelulares difundibles tales como pectinasas, cutinasas, glucanasas y quitinasas. 

 5.7 Antibiogramas  

La tasa de desarrollo y la velocidad de crecimiento presentaron diferencias estadísticas 

significativas entre ambos hongos. Mismo resultado que se respalda al observar la figura 9, 

donde se presentan los alos de inhibición a los 7 días de confrontación. Los resultados 

mostraron que el tratamiento 1 (125 ml de H2O + T. harzianum) mostro el menor 

crecimiento del fitopatógeno seguido de Benomyl, resultados que se logra apreciar en la 

figura 8.  El PICR para el tratamiento 1 fue del 79.18 % de inhibición seguido de benomyl 

con un 49.89 % de inhibición.  

  

Figura 10. Se muestran una gráfica que ilustra el comportamiento del crecimiento de 

Neurospora dictyophora por día y por tratamiento.  
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Figura 11. Sensidiscos impregnados con tres diferentes medios de Trichoderma 

harzianum, sensidiscos impregnados con dos fungicidas y un tratamiento testigo, A) 

Tratamiento 1, B) Tratamiento 2, C) Tratamiento 3, D) Tratamiento testigo, E) Benomyl y 

F) Captan. 

 

5.8 Determinación de proteínas totales 

 

Se cuantifico el porcentaje de proteína solo para los tres filtrados de Trichoderma 

harzianum con diferentes medios líquidos.  

 

Figura 12. Preparación del reactivo de biuret, A) Termo-agitador disolviendo el reactivo de 

biuret, B) Reactivo de Biuret listo para usarse, C) Cubeta de cuarzo con la muestra 

problema dentro de la cámara del espectrofotómetro y C) Calibración del 

espectrofotómetro.  

 

En la cuantificación de proteínas utilizando el reactivo de Biuret, las muestras que 

contenían albumina de huevo cambiaron ligeramente su color a violeta, esto se debe a la 

presencia de proteínas, lo que corrobora que a mayor absorbancia mayor concentración de 

proteínas. Los resultados obtenidos muestran que el Tratamiento 1 obtuvo una contracción 
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de 0.138% de proteína, el tratamiento 2 una concentración de 0.85% de proteína y para el 

tratamiento 3 fue de 0.44% de proteína.    

 

Figura 13. Muestra la gráfica de medición de absorbancia y concentración de proteínas 

utilizando el método de Biuret.  

 

La grafica anterior muestra la línea de tendencia de la absorbancia y la concentración, la 

ecuación de la recta se encuentra en la parte inferior derecha, la cual demuestra que la línea 

de tendencia predice de buena manera la secuencia de puntos. La relación de la 

concentración con la absorbancia demuestra que hubo una buena relación entre la 

concentración de proteínas (Redmile et al., 2013), lo cual se justifica con el cambio de 

coloración de las muestras, que pasaron de un azul a violeta. Se sabe que la albúmina de 

huevo tiene 6 residuos de arginina, 25 de lisina y 8 de histidina (NCBI, 2015), los cuales 

como ya se comentó, son los que se unen al tinte azul de Comassie, esto quiere decir que la 

albúmina es buena opción para producir curvas de calibración confiables, según (Bradford, 

1976) la albúmina no genera variabilidad significativa en las lecturas. 

 

VI. CONCLUSIÓN 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación corroboraron que Neurospora 

dictyophora es el agente causal de la pudrición blanda en los frutos de fresa, las pruebas de 

patogenicidad arrojaron que la Trichoderma harzianum si inhibe el crecimiento de 

Neurospora dictyophora. Para el caso de los tratamientos con fungicidas se concluyó que 

estos inducen un mayor crecimiento del patógeno, situación que es alarmante debido al uso 

de estos agroquímicos en el campo agrícola.  
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Es importante mencionar que Neurospora dictyophora al ser una especie nueva, nos brinda 

la posibilidad de buscar nuevas alternativas en el campo de la investigación científica, 

haciendo un énfasis en la fitopatología vegetal, sin descartar que también se podrían buscar 

otros usos para esta especie.  
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