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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto combinado de tres cepas de Trichoderma asperellum Samuels,
Lieckfeldt & Nirenberg (Ta. 13, Ta. 78 y Ta. 90) con Azofert® (Rhizobium leguminosarum cepa CF1) sobre el crecimiento y
desarrollo de plantas de frijol común Phaseolus vulgaris L. (cv. 'BAT-304') en condiciones semicontroladas. Las evaluaciones
se realizaron en plantas de 32 días, sembradas en dos momentos: 1) siembra e inoculación de Trichoderma en el suelo al
unísono; 2: siembra de las plantas siete días después de la inoculación del suelo con el hongo. Se determinó la altura de las
plantas, la longitud de la raíz, el número de hojas, flores, zarcillos y vainas, la masa fresca y seca del área foliar y radicular, la
capacidad endófita de Trichoderma en las raíces, la efectividad de nodulación de Rhizobium y la inducción de enzimas
peroxidasas (POD), polifenoloxidasas (PPO) y fenilalanina amonio liasas (PAL). Los resultados de los tratamientos, en
ambas formas de inoculación, se contrastaron según análisis de varianza simple seguido de la prueba de mínima diferencia
significativa. Se comprobó la capacidad de las cepas de T. asperellum estudiadas de colonizar endofíticamente las raíces de
P. vulgaris (cv. 'BAT-304') y su compatibilidad con Azofert®, en condiciones controladas. De manera general, los tratamientos
a los que se les aplicó T. asperellum desde el momento de la siembra presentaron los mejores valores de los parámetros de
crecimiento y desarrollo evaluados. La coinoculación de las cepas Ta. 13 y Ta. 78 con Azofert® tuvo un efecto sinérgico sobre
la estimulación del crecimiento y la expresión de enzimas de defensa PAL, PPO y POD de P. vulgaris.

enzimas vegetales, frijol, hongo endófito, promoción del crecimiento vegetal, Rhizobium.

The aim of this work was to evaluate the effect of Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg
(Ta. 13, Ta. 78 and Ta. 90) combined with Azofert® on growth and development of Phaseolus vulgaris L. (cv. 'BAT-304')
under semi-controlled conditions. Evaluations were carried out in 32-day-old plants sown at two times: 1) plant sowing and
soil inoculation with Trichoderma at the same time, 2) plant sowing seven days after soil inoculation with the fungus. The
plant height, root length, number of leaves, number of flowers, number of tendrils and pods, fresh and dry weight of plant
aerial parts and roots, Trichoderma endophytic capacity in roots, nodulation effectiveness by Rhizobium and the induction of
peroxidase enzymes (POD), polyphenoloxidases (PPO), and phenylalanine ammonium lyases (PAL) were determined. All
results were contrasted according to simple analysis of variance followed by the least significant difference test. The co-
inoculation of Ta. 13 and Ta. 78 with Azofert® had a synergist effect on growth and defense enzymes stimulation of
P. vulgaris. The ability of the T. asperellum strains studied to endophytically colonize the roots of P. vulgaris (cv. 'BAT-304')
and their compatibility with Azofert® were verified, under controlled conditions. In general, the treatments to which
T. asperellum was applied from the moment of sowing presented the best values of the growth and development parameters
evaluated. The co-inoculation of Ta. 13 and Ta. 78 with Azofert® had a synergistic effect on growth stimulation and
expression of defense enzymes PAL, PPO and POD of P. vulgaris.

plant enzymes, bean, endophyte fungus, plan growth promotion, Rhizobium.
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INTRODUCCIÓN

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) se consi‐
dera uno de los alimentos claves para la seguridad
alimentaria mundial por ser un cultivo de ciclo corto,
exquisito sabor y elevado valor nutricional. Este grano
forma parte de la dieta diaria del cubano y, por esta
razón, en Cuba se implementan estrategias para el
incremento de su rendimiento (1). No obstante, aún
la producción nacional no ha sido capaz de suplir las
necesidades de la población debido a las diversas afec‐
taciones por estrés abiótico o biótico que sufre esta
leguminosa (2).

La aplicación de bioproductos a los cultivos va
teniendo cada vez más importancia en la obtención
de alimentos con mejor calidad biológica, altos ren‐
dimientos, reducción de los costos de producción y
menores daños a los ecosistemas. Estos bioproductos
pueden actuar como biofertilizantes, bioestimulantes
y/o bioplaguicidas (3). En el proceso productivo del
frijol, usualmente se incorpora el biofertilizante Azo‐
fert®. Este inoculante, a base de bacterias del género
Rhizobium, es capaz de asociarse con las plantas legu‐
minosas y formar nódulos en sus raíces, dentro de los
cuales fijan el nitrógeno del aire y lo brindan directa‐
mente a la planta (4).

Por su parte, Trichoderma spp. se encuentra entre
los antagonistas más atractivos debido a su amplio
espectro de acción para el control de plagas. Este an‐
tagonista se reconoce por su elevada capacidad repro‐
ductiva, plasticidad ecológica y por actuar a través de
mecanismos directos e indirectos que proporcionan a
la planta mejor adaptabilidad en el medio y resisten‐
cia a diferentes patógenos (5). Durante el proceso de
colonización de las raíces, Trichoderma estimula los
mecanismos de defensa de las plantas contra numero‐
sos microorganismos fitopatógenos (6).

El cepario del laboratorio de Micología Vegetal del
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA)
dispone de cepas de T. asperellum que están caracteri‐
zadas morfofisiológica, patogénica y molecularmente
(7, 8). Estas cepas son endófitas de las raíces de P.
vulgaris, estimulan la germinación y el crecimiento
del cultivo y aumentan la actividad de algunos grupos
enzimáticos relacionados con la defensa vegetal (9).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de cepas seleccionadas de T. asperellum combinadas
con Azofert® sobre el crecimiento y desarrollo de P.
vulgaris.

MATERIALES Y MÉTODOS

El experimento se realizó en una casa de malla del
CENSA (22°59'29.1"N 82°09'12.3"W), a temperatura
de 25±2ºC, humedad relativa entre el 80-85 % y foto‐
periodo natural. Se usaron macetas que contenían co‐
mo sustrato 400 g de suelo (ferralítico rojo típico) (10)

y abono orgánico en proporción 3:1 (v/v), esterilizado
por un intervalo de 30 minutos en autoclave a 120ºC,
repitiendo la operación a las 24 horas.

Las cepas Ta. 13, Ta. 78 y Ta. 90 de T. asperellum,
provenientes del Laboratorio de Micología Vegetal del
CENSA, se conservaron en placas Petri de 9 cm de
diámetro (Ø) contentivas de Agar Malta (AM) (Bio‐
Cen) y se incubaron a una temperatura de 28ºC±2ºC
en una incubadora (Friocell) y oscuridad constante.
Posteriormente se sembraron en Papa Dextrosa Agar
(PDA) (BioCen) durante cinco días, tiempo para el
cual las placas se encontraron completamente esporu‐
ladas. A partir de estos cultivos puros, se prepararon
los inóculos de las cepas de T. asperellum en forma de
suspensión a una concentración de 107 conidios.ml-1

según cámara de conteo.
Para la siembra se usaron semillas de P. vulgaris cv.

'BAT-304', proporcionadas por el Instituto de Granos
(Cuba) con 100 % de viabilidad. Se evaluaron dos
momentos de siembra: 1) las semillas se sembraron in‐
mediatamente después de la inoculación del suelo con
T. asperellum y 2) la siembra de las semillas se realizó
siete días después de la inoculación de T. asperellum.

Para evaluar el efecto combinado de Azofert® con
las diferentes cepas de T. asperellum se estableció un
grupo control de plantas no inoculadas. Por su parte,
se consideraron tratamientos las plantas inoculadas
con Azofert®, las inoculadas con cada una de las cepas
de T. asperellum, así como las variantes combinadas
(Tabla 1).
 

Tabla 1. Tratamientos usados para evaluar los efectos de las
cepas de T. asperellum y Azofert® sobre P. vulgaris (cv.

'BAT-304')/ Treatments used to evaluate the effects of the T.
asperellum strains and Azofert ® on P. vulgaris (cv. 'BAT-304')

Tratamientos Descripción
Control Frijol sin inocular

F+A Frijol inoculado con Azofert®

F+Ta.13 Frijol inoculado con Ta. 13
F+Ta.78 Frijol inoculado con Ta. 78
F+Ta.90 Frijol inoculado con Ta. 90

F+A+Ta.13 Frijol inoculado con Azofert® y Ta. 13
F+A+Ta.78 Frijol inoculado con Azofert® y Ta. 78
F+A+Ta.90 Frijol inoculado con Azofert® y Ta. 90

 
La inoculación con Azofert® se llevó a cabo me‐

diante adición directa a las semillas a razón de 200 ml
del producto por cada 50 kg de semillas, cinco minu‐
tos antes de la siembra.

Se utilizó un diseño experimental completamente
aleatorizado. Para todos los análisis se realizaron tres
réplicas y tres repeticiones para cada tratamiento, in‐
cluido el control.

Durante el experimento, las plantas se regaron en
días alternos con 20 ml de agua potable. Las plantas
se retiraron de las macetas cuando alcanzaron el es‐
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tadio de la floración a los 32 días posteriores a la
germinación y se les midieron los siguientes indicado‐
res: longitud de la parte aérea (cm), longitud de la
raíz (cm), número de hojas, flores, zarcillos y vainas,
masa fresca foliar y radicular (g), masa seca foliar y
radicular (g). La longitud de la parte aérea y la raíz
se midió mediante regla milimetrada. Por su parte, las
masas frescas se determinaron en una balanza de pre‐
cisión (Kern), mientras, las masas secas se obtuvieron
mediante balanza infrarroja (Kern).

Para evaluar la colonización endofítica de las cepas
de T. asperellum, las muestras de raíces se lavaron con
agua corriente cuidadosamente y se secaron con papel
de filtro Whatman No. 4. Las raíces se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 1 % durante 30 segundos
y posteriormente con alcohol al 70 % durante un mi‐
nuto. Entre cada desinfección, las muestras se lavaron
con agua destilada estéril tres veces. Seguidamente se
cortaron con un bisturí estéril en secciones de 1 cm
y se homogenizaron. Por último, se seleccionaron
12 segmentos al azar de los cuales se sembraron tres
en placas Petri de 9 cm (Ø), contentivas con PDA,
y se incubaron a 28ºC±2ºC y oscuridad constante.
Se sembraron tres placas por cada tratamiento. Las
evaluaciones se realizaron hasta la aparición de las
estructuras del hongo.

Para evaluar la efectividad nodular de Rhizobium,
se analizó el porcentaje de nódulos efectivos (%) se‐
gún la coloración en el interior de los nódulos a través
del corte transversal de estos (11).

Por su parte, las actividades enzimáticas específicas
peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PPO), fenilalani‐
na amonio liasa (PAL) se analizaron según métodos
descritos por Peteira et al. (12).

Todos los análisis se realizaron mediante compara‐
ción con el Análisis de Varianza Simple y la prueba de
mínima diferencia significativa LSD Fisher (α=0.10)
usando el programa InfoStat versión 2017 (13).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las plantas tratadas germinaron al tercer día mien‐
tras que las plantas control lo hicieron al quinto día
después de la siembra. No se observaron diferencias
en los tiempos de germinación entre las plantas que
se trataron con las cepas de Trichoderma, Azofert®

o la combinación de microorganismos. Estos resulta‐
dos coinciden con los de Yadav et al. (14), quienes
observaron un incremento significativo de la germina‐
ción de semillas de Cicer arietinum L. y P. vulgaris
que se habían inoculado con T. asperellum T42 y/o
Rhizobium sp. RH4, pero no encontraron diferencias
significativas entre las plantas inoculadas. El momento
de siembra tampoco influyó en los tiempos de germi‐
nación de las plantas tratadas, debido a que en todos
los casos la germinación se evidenció al tercer día
posterior a la siembra.

En cuanto a la estimulación del crecimiento y desa‐
rrollo de las plantas de P. vulgaris, se observó que la
inoculación con ambos agentes biológicos produjo el
aumento del número de flores y zarcillos, así como
el incremento de las masas frescas foliar y radicular,
mientras que el resto de los parámetros evaluados
no mostraron diferencias significativas entre los trata‐
mientos. Estos cambios se produjeron, principalmente,
durante el primer momento de siembra (Tabla 2).

La inoculación con la cepa Ta.13 logró el incremen‐
to del número de flores y la masa fresca de la raíz
cuando se aplicó de forma independiente. Esto podría
deberse a la capacidad de solubilización de nutrientes
de algunas cepas de T. asperellum contribuyendo a la
asimilación de estos por la planta y/o al incremento de
las concentraciones del ácido giberélico en las hojas,
fitohormona relacionada con la floración (15).

En aquellas plantas inoculadas con Azofert® y Ta.
13, además del aumento en el número de flores, se
pudo apreciar un incremento significativo del número
de zarcillos y de la masa fresca foliar. Esto mostró
que R. leguminosarum, como bacteria fijadora de N,
incrementó la síntesis de proteínas y de la biomasa
foliar propiciando la formación de las estructuras re‐
productivas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no
coinciden con los de investigaciones previas las cuales
mostraron que la aplicación de Ta. 13, al momento de
la siembra, incrementó significativamente la altura de
las plantas de frijol de 15 días de edad (9). Estas dife‐
rencias sugieren que el incremento de la longitud en la
parte aérea de la planta producida con la inoculación
de Trichoderma pudiera ser más notable en estadios
tempranos del desarrollo del frijol. Por su parte, las
plantas inoculadas con Ta. 90 incrementaron significa‐
tivamente el número de zarcillos en las plantas, mien‐
tras que, las que se trataron con Azofert® combinado
con las cepas Ta. 78 y Ta. 90, mostraron aumentos
significativos en los números de flores y zarcillos con
respecto a las plantas control (Tabla 2).

La inoculación con Trichoderma y/o Rhizobium no
condujo a un incremento significativo de la biomasa
de las plantas. Estos resultados coincidieron con los de
Grabe et al. (16), quienes no apreciaron un incremento
significativo en las masas secas foliar y radicular en
plantas de P. vulgaris (en estadio R6 o floración) que
habían sido inoculadas con T. asperellum, Rhizobium
tropici y T. asperellum + Rhizobium tropici al momen‐
to de la siembra. Sin embargo, se observó que la apli‐
cación conjunta de la cepa Ta. 78 y Azofert® condujo
a la acumulación de biomasa de la raíz comparado con
las plantas que solo recibieron la inoculación con Azo‐
fert®. Este comportamiento pudiera estar relacionado
con que las plantas coinoculadas con estas cepas tam‐
bién mostraron la mejor efectividad de la nodulación
con respecto al control para ese momento de siembra
(Fig. 1).
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Tabla 2. Efectos de cepas de T. asperellum y Azofert® sobre el crecimiento y desarrollo de P. vulgaris
(cv. 'BAT-304') / Effect of T. asperellum strains and Azofert ® on growth and development indicators of P. vulgaris (cv. 'BAT-304')

Momento
de

siembra
Tratamiento

Longitud
parte aérea

(cm)

Longitud
Raíz (cm)

No.
Hojas

No.
Flores

No.
Zarcillos

No.
Vainas

Masa
Fresca

Foliar (g)

Masa
Fresca

Raíz (g)

Masa
Seca

Foliar (g)

Masa
Seca

Raíz (g)

I

Control
98,16 ±

6,51a

23,64 ±

2,25ab

24,67 ±

1,77a

1,56 ±

0,59c

0,00 ±

1,44b

0,33 ±

0,24ab

9,57 ±

2,10bc

3,97 ±

1,15b

1,69 ±

0,47a

0,53 ±

0,15ab

F+Ta.13
102,42 ±

6,51a

28,33 ±

2,25a

24,11 ±

1,77a

3,44 ±

0,59ab

0,00 ±

0,83b

0,44 ±

0,24ab

14,62 ±

2,10ab

7,23 ±

1,15a

2,54 ±

0,47a

0,60 ±

0,15ab

F+Ta.78
105,21 ±

6,51a

26,64 ±

2,25ab

19,44 ±

1,77b

2,33 ±

0,59bc

0,22 ±

0,83b

0,00 ±

0,24b

10,83 ±

2,10abc

5,90 ±

1,15ab

1,69 ±

0,47a

0,55 ±

0,15ab

F+Ta.90
93,29 ±

6,51a

24,66 ±

2,25ab

21,33 ±

1,77ab

2,44 ±

0,59bc

4,33 ±

0,83a

0,44 ±

0,24ab

10,82 ±

2,10abc

4,23 ±

1,15b

1,79 ±

0,47a

0,54 ±

0,15ab

F+A
106,73

6,51a

23,33 ±

2,25ab

24,33 ±

1,77a

2,00 ±

0,59c

0,22 ±

0,83b

0,44 ±

0,24ab

8,90 ±

2,10c

3,95 ±

1,15b

1,68 ±

0,47a

0,42 ±

0,15 b

F+A+Ta.13
101,54 ±

6,51a

25,29 ±

2,25ab

24,11 ±

1,77a

4,56 ±

0,59a

3,44 ±

0,83a

0,56 ±

0,24ab

15,53 ±

2,10a

6,56 ±

1,15ab

2,72 ±

0,47a

0,78 ±

0,15ab

F+A+Ta.78
92,01 ±

6,51a

21,99 ±

2,25b

19,56 ±

1,77b

4,11 ±

0,59a

5,00 ±

0,83a

0,56 ±

0,24ab

14,33 ±

2,10ab

5,97 ±

1,15ab

2,52 ±

0,47a

0,82 ±

0,15a

F+A+Ta.90
102,66 ±

6,51a

21,98 ±

2,25b

21,89 ±

1,77ab

4,00 ±

0,59a

4,44 ±

0,83a

0,67 ±

0,24a

13,04 ±

2,10abc

4,66 ±

1,15ab

2,72 ±

0,47a

0,59 ±

0,15ab

II

Control
114,82 ±

11,93a

26,22 ±

3,24ab

29,60 ±

2,78a

6,80 ±

1,26bc

5,20 ±

0,66a

1,40 ±

0,40ab

14,29 ±

2,30ab

4,89 ±

1,28abc

1,95 ±

0,30a

0,57 ±

0,13abc

F+Ta.13
94,26 ±

11,93abcd

26,24 ±

3,24ab

28,80 ±

2,78ab

6,60 ±

1,26bc

4,40 ±

0,66abc

1,00 ±

0,40abc

10,82 ±

2,30ab

2,66 ±

1,28bc

1,55 ±

0,30ab

0,35 ±

0,13bc

F+Ta.78
94,06 ±

10,08abcd

19,86 ±

2,74b

23,86 ±

2,35abc

8,14 ±

1,07ab

4,71 ±

0,56ab

0,43 ±

0,34c

15,24 ±

2,30ab

5,49 ±

1,28ab

1,59 ±

0,30ab

0,66 ±

0,13ab

F+Ta.90
72,38 ±

13,34cd

24,15 ±

3,63ab

22,25 ±

3,11bc

4,25 ±

1,41c

2,75 ±

0,73c

0,25 ±

0,45c

8,88 ±

2,81b

3,94 ±

1,57abc

0,62 ±

0,36c

0,29 ±

0,16c

F+A
98,34 ±

11,93abc

27,38 ±

3,24a

24,00 ±

2,78abc

7,00 ±

1,26bc

3,60 ±

0,66bc

1,80 ±

0,40a

11,79 ±

2,30ab

2,49 ±

1,28bc

1,25 ±

0,30abc

0,44 ±

0,13abc

F+A+Ta.13
83,03 ±

9,43bcd

25,18 ±

2,56ab

23,88 ±

2,20abc

8,50 ±

1,00ab

3,50 ±

0,52bc

1,00 ±

0,32abc

15,74 ±

2,30a

6,45 ±

1,28a

1,93 ±

0,30a

0,76 ±

0,13a

F+A+Ta.78
104,48 ±

13,34ab

25,88 ±

3,63ab

27,75 ±

3,11abc

11,00 ±

1,41a

2,75 ±

0,73c

0,50 ±

0,45bc

10,31 ±

2,81ab

3,06 ±

1,57abc

1,62 ±

0,36ab

0,51 ±

0,16abc

F+A+Ta.90
71,84 ±

8,89d

25,39 ±

2,42ab

21,56 ±

2,07c

10,11 ±

0,94a

3,00 ±

0,49c

0,33 ±

0,30c

9,74 ±

2,30b

2,17 ±

1,28c

1,08 ±

0,30bc

0,42 ±

0,13bc

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0,10)/
Media with a common letter are not significantly different (p> 0.10)
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Fig. 1. Efectividad de la nodulación en raíces de P. vulgaris (cv.
'BAT-304') inoculadas con Azofert® y cepas de T. asperellum.

Medias con una letra común no son significativamente diferentes
(p>0,10)/ Effectiveness of nodulation in P. vulgaris (cv. 'BAT-304')
roots inoculated with Azofert ® and T. asperellum strains. Means

with a common letter are not significantly different (p>0.10)
 

De manera general, los tratamientos a los que se les
aplicó T. asperellum desde el momento de la siembra
presentaron los mejores valores de los parámetros de
crecimiento y desarrollo evaluados. Este hecho indica
que el estadio fenológico de la planta pudiera influir
en su mejor asimilación a los microorganismos benéfi‐
cos, probablemente porque en estos primeros estadios
aún no se han desarrollado respuestas defensivas lo
suficientemente fuertes que limiten la colonización de
los mismos.

Se constató la capacidad de colonizar endofítica‐
mente las raíces de P. vulgaris (cv. 'BAT-304') por
parte de las cepas de T. asperellum utilizadas en este
estudio (Fig. 2). Se conoce que varias especies de
Trichoderma pueden crecer dentro de las raíces y fun‐
cionar como endófitos facultativos (17). La coloniza‐
ción por parte de microorganismos endófitos se ha
asociado con la supresión de una amplia variedad de
enfermedades en las plantas y con la promoción del
crecimiento vegetal (18).

La observación de nódulos en las raíces permitió
apreciar que la inoculación con Trichoderma no afec‐
tó totalmente la colonización de Rhizobium (Fig. 1).
Sin embargo, al menos durante el primer momento
de siembra, la efectividad nodular fue baja; la combi‐

nación de Azofert® y Ta. 78 fue el tratamiento que
mostró el mayor porcentaje (12 %). Freitas et al. ob‐
servaron que la aplicación Trichoderma spp. no inhi‐
bió el proceso de nodulación en Vigna unguiculata
(L.) Walp. cuando el hongo fue inoculado con rizo‐
bios (19). Se ha demostrado que algunas especies de
Trichoderma afectan la interacción entre las legumino‐
sas y las rizobacterias, y se han observado efectos
positivos, negativos o neutros (20).

En cambio, los nódulos presentes en las raíces
de aquellas plantas sembradas después de siete días
de la inoculación del suelo con T. asperellum, mos‐
traron mayores porcentajes de efectividad nodular,
aunque estos valores no tuvieron diferencias signi‐
ficativas con respecto al control. Además, para es‐
te momento de siembra, la coinoculación mostró
valores de porcentaje de nódulos efectivos signifi‐
cativamente superiores al tratamiento con Azofert®.
Hoyos-Carvajal et al. (21) plantearon que algunos ais‐
lamientos de T. asperellum, al solubilizar el fosfato a
partir de Ca3PO4 y/o roca fosfórica, aumentan su dis‐
ponibilidad para las plantas. Por lo tanto, el incremen‐
to en la efectividad de los nódulos en los tratamientos
coinoculados podría ser consecuencia del aumento de
fósforo, nutriente clave para el éxito de la nodulación
(22).

En ambos momentos de siembra se encontraron
nódulos en plantas provenientes de semillas que no
habían recibido la aplicación de Azofert®. Esto sugiere
presencia de rizobacterias endófitas en las semillas
usadas en el experimento. En este sentido, Mora et al.
(23) y Peralta et al. (24) informaron que varias cepas
de rizobios fijadoras de nitrógeno fueron capaces de
colonizar semillas de P. vulgaris, lo que podría expli‐
car la aparición de nódulos pequeños, en ocasiones
inefectivos, en las raíces de plantas no inoculadas.

Por otra parte, la aplicación combinada de
Azofert® y T. asperellum incrementó marcadamen‐
te la expresión de enzimas de defensa PAL,
PPO y POD en el primer momento de siembra
(Fig. 3). Las plantas tratadas con Azofert® y Ta.
78 mostraron las mayores actividades enzimáticas
en los tres complejos enzimáticos estudiados, con
diferencias significativas con respecto al control.

 

Fig. 2. Colonización de las raíces de P. vulgaris (cv. 'BAT-304') por T. asperellum (A, B y C: Ta. 13, Ta. 78 y Ta. 90, respectivamente) /
Endophytic colonization of roots of P. vulgaris (cv. 'BAT-304') by T. asperellum (A, B and C: Ta. 13, Ta. 78 and Ta. 90, respectively)
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Las plantas que fueron inoculadas con Azofert® y Ta.
13 expresaron elevadas actividades PAL y PPO, mien‐
tras que las que tenían Azofert® y Ta. 90 lo hicieron en
el caso de los complejos PPO y POD

Las plantas inoculadas con Azofert® y Ta. 78 por
separado, que se sembraron en el primer momento,
presentaron valores de actividad enzimática PPO y
POD superiores a las plantas control. En cambio, los
tratamientos que habían sido plantados en el segundo
momento mostraron niveles de actividades enzimáti‐
cas inferiores a los del primero. No obstante, algunos
tratamientos tuvieron incrementos significativos con
respecto al control; se destacó la combinación de la
cepa Ta. 13 con Azofert® por producir una elevada
expresión de PAL y PPO en las plantas.

La actividad de la PPO fue elevada para las tres
combinaciones de Rhizobium con T. asperellum lo que
coincidió con lo informado por Saber et al. (25), quie‐
nes observaron elevados niveles de la actividad de esta
enzima con la aplicación dual de R. leguminosarum
y Trichoderma en plantas de Vicia faba L. Esta enzi‐
ma cataliza la oxidación de fenoles a quinonas con
la consecuente formación de complejos de proteínas
que evitan la depredación de los tejidos vegetales por
parte de las plagas y propicia la formación de barreras
estructurales para patógenos invasores (26).

El proceso evolutivo de las plantas les permitió
desarrollar varios mecanismos para tolerar diferentes
estreses bióticos y abióticos (27). Durante el proceso
de colonización de las raíces de algunos microorganis‐

mos benéficos se produce la inducción de un estado
fisiológico único llamado cebado (de “priming” en
inglés), que activa un conjunto de respuestas defensi‐
vas de mayor magnitud y duración que las causadas
por microorganismos patógenos (28). Sarma et al. (26)
plantearon que la inducción de la resistencia puede
multiplicarse varias veces cuando este cebado se lleva
a cabo por un consorcio consistente en dos o más
cepas de microorganismos benéficos compatibles.

Los elevados niveles de actividad enzimática que
presentaron las plantas tratadas con la combinación
de las cepas de T. asperellum y Azofert® constatan el
planteamiento anterior. La aplicación de ambos micro‐
organismos de manera simultánea (primer momento
de siembra) propicia un mayor efecto sinérgico en la
expresión de actividad enzimática; mientras que, en el
caso de las inoculaciones desfasadas, esta sinergia fue
menos marcada.

Varias publicaciones justifican los beneficios de las
coinoculaciones de microorganismos para la obtención
de efectos sinérgicos que potencian el crecimiento y
la resistencia al estrés en los cultivos (29, 30, 31).
La mayoría de estos ejemplos se centran en las coino‐
culaciones con microorganismos promotores del creci‐
miento.

Aún son escasas las investigaciones donde se com‐
binan los hongos con efecto antagonista, como es
el caso de los hongos del género Trichoderma con
otros promotores del crecimiento. En este sentido,
Bécquer et al. hallaron efectos positivos en el creci‐

Fig. 3. Efecto de T. asperellum y Azofert® sobre la producción de enzimas defensivas en P. vulgaris (cv. 'BAT-304'), en dos momentos
de siembra de las semillas con relación a la aplicación del hongo al suelo. Medias con una letra común no son significativamente
diferentes (p>0,10)/ Effect of T. asperellum and Azofert ® on production of defence enzymes in P. vulgaris (cv. 'BAT-304') at two

moments respect to the application of the fungus into the soil. Means with letters in common are not significantly different (p > 0.10)
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miento Triticum aestivum L. con la coinoculación de
Bradyrhizobium sp. y Trichoderma harzianum en con‐
diciones de estrés por sequía (32). Por su parte, Freitas
et al. observaron que la aplicación combinada de rizo‐
bios y Trichoderma spp. incrementó la sobrevivencia
y eficacia de V. unguiculata contra Rhizoctonia solani
Kühn (19).

Bizos et al. (33) declararon, tomando como ejemplo
la coinoculación de rizobacterias promotoras del cre‐
cimiento vegetal y hongos micorrícicos arbusculares,
que probablemente esta sería más beneficiosa, debido
a que la rizobacteria puede mejorar el establecimiento
del hongo micorrícico mediante la producción de vita‐
minas y enzimas o aumentando la permeabilidad de la
pared celular de la epidermis de la raíz estimulando
el crecimiento de las hifas y, consecuentemente, el
crecimiento de las plantas y la absorción de nutrientes.
Por lo tanto, el éxito de las coinoculaciones podría
basarse en la compatibilidad de los microorganismos
coinoculados y en la especificidad microorganismo-
planta, así como en la relación cooperativa que puede
establecerse entre ellos para lograr la colonización y
coexistencia en el nicho que ocupan.

Los resultados del presente trabajo también des‐
tacan la importancia del momento de inoculación
de los microorganismos. Aportar ventaja a uno
de los microorganismos benéficos, en este caso a
Rhizobium, podría incrementar su competitividad fren‐
te a Trichoderma, así como generar cambios estructu‐
rales o fisiológicos en la planta que retarden su esta‐
blecimiento y, por lo tanto, limiten sus beneficios para
la planta. La interacción durante la coinoculación de
dos microorganismos benéficos requiere de estudios
que aclaren los mecanismos por los cuales dicha inte‐
racción se lleva a cabo.

La coinoculación de Trichoderma con Azofert® de‐
mostró un marcado efecto sinérgico en la estimula‐
ción de crecimiento y las respuestas defensivas de
P. vulgaris, fundamentalmente la aplicación combina‐
da de las cepas Ta. 13 y Ta. 78 con Rhizobium.
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