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RESUMEN

A fin de controlar sosteniblemente la Podredumbre de Raíz y Corona de la Fresa (PRCF), 
causada por Fusarium solani, hemos realizado un estudio de biocontrol con aislados de 
Trichoderma spp. recuperados de suelo y plantas de fresa, así como de aguacate, para 
confirmar los posibles mecanismos involucrados y el potencial control de PRCF.

En un total de 32 aislados, se caracterizaron las especies  T. harzianum, T. virens y T. aspe-
rellum como posibles agentes de biocontrol in vitro en cultivos duales (CD) o sobre discos 
de celofán estéril (DCE) que permiten flujo de metabolitos antagonistas al medio de cul-
tivo PDA, donde se transfirieron a continuación cuatro aislados de F. solani patogénicos 
en plantas de fresa. T. harzianum formó un halo de inhibición frente al crecimiento dual 
con aislados de F. solani, pero no redujo el crecimiento del mismo en el ensayo con DCE. 
T. virens y T. asperellum redujeron el crecimiento de los F. solani en DCE y limitaron los 
síntomas de la enfermedad. 

Las plantas de fresa vegetando durante 2 semanas a 25ºC en sustrato inoculado con gra-
nos de trigo esterilizados y luego colonizados por los aislados de Trichoderma, se inocu-
laron con los citados aislados de F. solani. En estos experimentos de patogenicidad eva-
luamos los síntomas en plantas (cv. Fortuna) incubadas a 25±3ºC, óptimas para ambos, 
los agentes de biocontrol y los patógenos. Tras 3 meses de incubación, los pesos frescos 
medios de las plantas de fresa inoculadas con F. solani, así como de la parte aérea de las 
mismas, se incrementaron respecto a sus testigos, cuando se aportaron las Trichoderma. 
Así demostramos la eficacia de las antagonistas frente a la enfermedad. 

En plantas no inoculadas, los aportes de T. harzianum y T. virens supusieron mejoras de 
los pesos de las plantas respecto a los observados tras el mero aporte de T. asperellum. 
Los efectos netos de las inoculaciones con los aislados de F. solani fueron escasos, aun-
que más acusados con uno de ellos.

Palabras clave: Cultivos duales, Fragaria x ananassa, Fusarium solani, metabolitos fún-
gicos inhibidores del crecimiento miceliar, Trichoderma asperellum, T. atroviride, T. har-
zianum, T. virens.
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INTRODUCCIÓN

La Podredumbre de Raíz y Corona de las plantas de Fresa (PRCF) es una enfermedad 
emergente de los cultivos de fresa en España, causada por Fusarium solani. Afecta a los 
esquejes enraizados propagados vegetativamente en viveros de altura (provincias de Ávi-
la, Segovia y Valladolid), así como a los cultivos de producción de frutos en túneles de 
plástico en el sur de la provincia de Huelva, donde se han detectado pérdidas importan-
tes en cultivares como ‘Fortuna’(Pastrana et al., 2014). 

Entre las 200 especies de Trichoderma reconocidas molecularmente (Atanosova et al., 
2013), hay muchas que producen metabolitos antibióticos y/o enzimas extracelulares que 
degradan celulosa y quitina, pudiendo así reducir la invasión de las plantas por los agen-
tes fitopatógenos. Además, tienen capacidad de incrementar el desarrollo de las raíces y 
el crecimiento de las plantas. Así se lograría el control biológico de cultivos hortícolas y 
extensivos, y algunos efectos beneficiosos sobre ellos, habiéndose conseguido formula-
ciones de uso comercial común (Harman, 2000; Harman and Björman, 1998; Harman et 
al., 2004; Howell, 2003).

Son muy útiles los aislados de Trichoderma que crecen en asociación con las raíces de 
plantas (competencia en la rizosfera). Otros mecanismos de biocontrol incluyen la induc-
ción de resistencia sistémica en plantas (que implica al ácido salicílico y a la formación 
de proteínas PR) y el micoparasitismo mediante estructuras análogas a los apresorios 
(Harman, 2006; Zaidi and Singh, 2013). 

Los aislados de  Trichoderma suelen ser eficaces en el control de hongos (Rhizoctonia, Bo-
trytis, Colletotrichum, Fusarium…), oomicetos (Phytophthora) y bacterias (Pseudomonas 
y Xanthomonas) fitopatógenos (Howell, 2003; Hjeljord and Tronsmo, 1998; Harman et al., 
2004; Harman, 2006; Zaidi and Singh, 2013). Los tratamientos de plántulas de fresa con 
un producto comercial basado en el aislado de T18 de Trichoderma asperellum logró un 
buen efecto frente a la enfermedad PRCF, análogo al que se obtuvo con un formulado 
comercial compuesto de dos especies de  Bacillus, que resultaron también potenciales 
agentes de biocontrol respecto a  la podredumbre carbonosa (cuyo agente causal es Ma-
crophomina phaseolina), importante patógeno de fresa en las áreas de cultivo de fresa en 
España (Pastrana et al., 2017).

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos duales (CD) 

Se transfieren discos de margen de colonias de cada uno de los cuatro aislados de F. sola-
ni con crecimiento activo en placas con medio de cultivo PDA que se incuban a 25ºC. Tras 
2 días, se transfieren cada uno de los diferentes aislados de Trichoderma enfrentándose 
a 3 cm de los discos anteriores de Fusarium y, cuando ambos se encuentran, se miden 
los radios de crecimiento y se anota el tipo de interacción entre las Trichoderma spp. y F. 
solani. 
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Cultivos sobre Discos de Celofán Estériles (DCE)

Se cortan discos de celofán para cubrir toda la superficie de cada placa de PDA. Se sumer-
gen estos en agua y se esterilizan en autoclave, depositándolos sobre el medio estéril. A 
continuación, se sitúan discos de colonias de los aislados de Trichoderma en el centro de 
las placas y se incuban durante 3 días a 25ºC para que los metabolitos generados por el 
micelio fluyan al medio, retirando el celofán antes de que se inicie la esporulación. En el 
centro de dichas placas (sin celofán) se transfieren discos de colonias de los aislados de 
F. solani. 

Se vuelven a incubar y, determinando la velocidad de su crecimiento lineal, se evalúa la 
inhibición atribuible a los metabolitos previamente generados por las Trichoderma.

Para los tres experimentos, con un total de 34 aislados de Trichoderma, se compararon 
estadísticamente las áreas bajo las curvas de crecimiento linear de los cuatro aislados de 
F. solani evaluados.

Inoculaciones de plantas de fresa

Para los experimentos de patogenicidad se incubaron los aislados de F. solani en hidroli-
zado de caseína + solución AZ estéril, en agitador orbital (137 rpm) durante una semana 
a 25ºC. A partir de las 2 semanas de la inoculación se aportaron en torno a la corona de 
cada planta de fresa (cv. Fortuna) inoculada, 20 granos de trigo colonizados con los aisla-
dos de Trichoderma spp. (Foto. 3), que fueron cubiertos por el sustrato. 

Este proceso de aporte de posibles agentes de control biológico se repitió al cabo de un 
mes, observando secuencialmente los síntomas hasta que las plantas se extrajeron a los 
3 meses. 

Los sistemas radicales se lavaron cuidadosamente para anotar síntomas y se determina-
ron los pesos frescos de las plantas completas, así como los de sus partes aéreas. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cultivos duales (CD) 

Se observaron tres tipos de interacciones entre los aislados de Trichoderma spp. y Fusa-
rium solani. Solapamiento de colonias: los micelios crecen sobre el espacio disponible en 
las placas, sin interacción entre ellos. Halo de inhibición: se muestra un espacio que sepa-
ra ambas colonias, que frenan sus crecimientos y Línea de inhibición: los micelios llegan 
a contactar y crean una línea de mayor coloración con posible inhibición leve (Foto. 1).

Cultivos sobre Discos de Celofán Estériles (DCE)

En el primer experimento de DCE, tres de los 12 aislados evaluados, procedentes de cul-
tivos de fresa, T7 (T. harzianum), T19 y T23, no se diferenciaron significativamente del 
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testigo, para los aislados FsABG, Fs614 y Fs725 de F. solani transferidos a PDA con los 
metabolitos (Fig. 1). Por contra, T1 resultó muy efectivo en reducir el crecimiento miceliar 
de Fs614 y Fs725, y T13 frente a los otros dos aislados de F. solani. Además, T10 y T11 solo 
resultaron efectivos frente a FsABG (Fig. 1).

En el segundo experimento se ensayaron 12 nuevos aislados de cultivos de fresa, y el 
aislado T30 (T. asperellum) redujo significativamente el crecimiento miceliar de los ais-
lados Fs614 y Fs725. El aislado T33 fue muy efectivo frente a Fs614, mientras que T36 y 
T41 fueron significativamente efectivos restringiendo el crecimiento de FsAGB y Fs393, 
respectivamente. Por contra, T24 se asemejaba más al testigo con cualquiera de los F. 
solani (Fig. 2). 

En el tercer experimento se evaluaron 10 aislados de Trichoderma procedentes de cultivos 
de aguacate ubicados en las zonas costeras de Málaga y Granada. Los crecimientos linea-
res de colonias de Fs393 y FsAGB se redujeron cuando se realizaron en PDA con CH273 (T. 
atroviride) y CH303 (T. virens), en tanto que CH312 redujo el crecimiento de FsABG y Fs614, 
posiblemente por la difusión de metabolitos de estos aislados  al medio de cultivo (Fig. 3).

En la Foto 4 se contrastan los síntomas en un testigo no inoculado y la severidad en plan-
tas de fresa a los 3 meses de haberlas inoculado con F. solani.

Tras ese periodo de incubación, los respectivos promedios de los pesos total (PT) y de 
sus partes aéreas de las plantas de fresa inoculadas con los aislados de F. solani se incre-
mentaron respecto a sus testigos sin Trichoderma (Tabla 1), mostrándose la eficacia anta-
gonista frente a la enfermedad. En concordancia con el halo de inhibición entre colonias 
de F. solani y Trichoderma observado en CD (Foto 1), un efecto análogo ocurrió para el PT 
de plantas inoculadas con Fs174 y con T. harzianum (T7), pero no se mostró con T. virens 
(CH303).

Los testigos inoculados con F. solani que no tuvieron aportes de Trichoderma también 
disminuyeron PT y el peso de la parte aérea de las plantas (Ppa), aunque no significativa-
mente, respecto al testigo no inoculado (Tabla 1).

En ausencia de F. solani, aumentó levemente el Ppa con los aportes de T. harzianum y T. vi-
rens, mientras que solo con T. asperellum observamos el efecto contrario para PT (Tabla 1).

Para un control sostenible de la enfermedad, hemos evaluado el biocontrol con aislados 
monoconídicos de Trichoderma spp., indagando los posibles mecanismos de acción, y 
el potencial control de PRCF. Se caracterizaron tres especies como posibles agentes de 
biocontrol in vitro en CD, o sobre DCE (que permite el flujo de metabolitos antagonistas al 
medio PDA), donde se transfirieron posteriormente cuatro aislados de F. solani patogéni-
cos en plantas de fresa. 

El aislado de T. harzianum formó un halo de inhibición (Foto 2) frente al crecimiento dual 
con F. solani, pero no redujo el crecimiento del mismo en el ensayo DCE. Por contra, los 
aislados de T. asperellum y T. virens redujeron el crecimiento de los F. solani en DCE.
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La efectividad de bioconrol de estos aislados ha sido también 
demostrada previamente en el patosistema Rosellinia neca-
trix-aguacate (Ruano-Rosa y López-Herrera, 2009; Ruano-Rosa et 
al., 2010; Arjona-Girona et al., 2014).

CONCLUSIONES

Con aislados de tres especies de Trichoderma, se ha mostrado 
control biológico de la PRCF ocasionada por F. solani en cultivos 
de fresa, tanto por los metabolitos liberados in vitro que restrin-
gen su crecimiento, como en pruebas de patogenicidad en plan-
tas inoculadas con en sustratos a los que aportaban micelios de 
T. harzianum, T. virens y T. asperellum. 

Parece oportuno continuar una línea de investigación para pro-
fundizar en el conocimiento de los mecanismos de actuación de 
las especies antagonistas (Howell, 2003). 

Asimismo, habría que confirmar los resultados obtenidos y de-
terminar la frecuencia de aislados con esa propiedad frente al 
patógeno y a la PRCF, así como en relación a otros importantes 
hongos patógenos de dicho cultivo, como la Podredumbre car-
bonosa, levemente

Cabría, posteriormente, optimizar las metodologías para su aplicación en cultivos de fre-
sa en campo.
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FOTOGRAFÍAS
Fotografía 1: 1A) Solapamiento de colonias (SC): Los micelios crecen sobre el espacio disponible en las placas, sin 
interacción entre ellos; 1B) Halo de inhibición (HI): Se muestra un espacio que separa ambas colonias, que frenan sus 
crecimientos; 1C) Línea de inhibición (LI): los micelios llegan a contactar y crean una línea de mayor coloración con 
posible inhibición leve.
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Fotografía 2. 2A) Inoculación de esquejes enraizados de plantas de fresa con suspensiones de conidias de F. solani:  
2B) tras lo que se prepararon suspensiones acuosas concentradas (a 106 conidias/ml) en las que se sumergían los 
sistemas radicales de los esquejes, durante 30 min a temperatura ambiente; 2C) trasplantándolas luego en macetas 
con sustrato estéril que se regaba con dichas suspensiones inoculantes y se mantuvieron en invernadero climatizado 
(25±3ºC).
Fotografía 3. Colonización de granos de trigo estériles con Trichoderma spp.
Fotografía 4. Síntomas en plantas testigo (izda) e inoculadas con F. solani (dcha).
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TABLAS

FIGURAS

Figura 1. Áreas bajo la curva de crecimiento lineal de cuatro aislados de F. solani.
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Figura. 2. Áreas bajo la curva de crecimiento lineal de cuatro aislados de F. solani.

Figura 3. Áreas bajo la curva de crecimiento lineal de cuatro aislados de F. solani.
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