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El presente trabajo se desarrolló con el objetivo de evaluar la compatibilidad in vitro entre Rhizobium (CIAT
899) con cepas de Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg, y Pochonia chlamydosporia var. catenulata
(Kamyschko ex Barron y Onions) Zare y Gams. La compatibilidad se determinó mediante la antibiosis (previo al contacto; a
las 48 y 240 horas) y la competencia por espacio a través de la técnica del Cultivo Dual (según la escala de grados referida
por Bell y el cálculo del porcentaje de inhibición del crecimiento radial). Momento antes del contacto con la colonia de
Rhizobium, las colonias de T. asperellum y la de P. chlamydosporia, mostraron un efecto inhibitorio respecto al control; en el
caso de P. chlamydosporia, sin diferencias significativas. A las 96 horas, las cepas de T. asperellum se ubicaron en el grado 1
de la escala de Bell; mientras que, P. chlamydosporia se ubicó en el grado 2, a los 18 días. En este momento, las cepas de
T. asperellum no mostraron inhibición frente a Rhizobium, respecto al control; sin embargo, para P. chlamydosporia este
efecto fue disminuyendo, mostrado 2,5 % de inhibición a los 18 días. 

agentes de control biológico, biofertilizantes, interacción microbiana.

The present work was developed with the objective of evaluating the in vitro compatibility of Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg, and Pochonia chlamydosporia (Kamyschko ex Barron and Onions) Zare and
Gams with Rhizobium biofertilizer (CIAT 899). The dual culture technique was used to determine compatibility by evaluating
antibiosis (prior to their contact with the Rhizobium colony; at 48 hours and ten days) and competition for space (according to
the grade scale referred to by Bell and the calculation of the percentage of the radial growth inhibition). Prior to the contact,
the colonies of T. asperellum and P. chlamydosporia showed an inhibitory effect with respect to the control; with no
significant differences in the case of P. chlamydosporia. At 96 hours, the Trichoderma strains were in grade 1 on the scale
referred to by Bell, while Pochonia was in grade 2 at 18 days. Compared with the control, the evaluated strains of
Trichoderma did not show inhibition to Rhizobium at 96 hours; Pochonia showed a decreasing effect with 2.5 % inhibition at
18 days. 

biological control agents, biofertilizer, microbial interaction.

 
INTRODUCCIÓN

En las plantas, los indicadores de crecimiento, desa‐
rrollo y producción, se ven afectados por el déficit de
determinados nutrientes como el fósforo, el potasio, el
hierro y, fundamentalmente, del nitrógeno el que, aun‐
que se encuentra abundante en estado gaseoso en la
naturaleza (78 % de la atmósfera) (1, 2), no está siem‐
pre disponible para las plantas. Este último elemento

es determinante para el desarrollo y crecimiento de
las plantas, específicamente de las leguminosas, que
son afectadas cuando es pobre el contenido de nitró‐
geno en los suelos. Por ello, se realizan aplicaciones
de fertilizantes nitrogenados los que, a través del tiem‐
po, ocasionaron problemas irremediables de contami‐
nación, ya que muchos acaban en ríos, lagunas, océa‐
nos y hasta en agua potable (3, 4).
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Como resultado de las investigaciones para hallar
nuevas alternativas que permitan disminuir los costos
de las producciones agrícolas y las contaminaciones,
se cuenta en la actualidad con bioproductos que pue‐
den actuar como biofertilizantes que favorecen y es‐
timulan el crecimiento de las plantas, así como sus
respuestas de defensa (5, 6). 

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR), que nodulan en las raíces de las leguminosas
y fijan nitrógeno (Rhizobium spp.), constituyen una
opción natural de fertilización. Estas bacterias se pro‐
ducen a gran escala y se añaden como inoculantes a
semillas de diversos cultivos agrícolas hace más de
100 años, con resultados alentadores (3). 

En el suelo, la asociación de microorganismos, ase‐
guran un equilibrio ecológico estable. No obstante,
Sadowsky (7) demostró que Rhizobium compite por
sitios, en las raíces de las leguminosas, para iniciar
el proceso de nodulación, influenciado por una serie
de factores, entre estos la competencia por espacio
y/o nutrientes con otros microorganismos del suelo,
como pudieran ser algunos hongos de los géneros
Trichoderma y Pochonia. 

Estos hongos habitan comúnmente en la rizosfera
de las plantas, colonizan diversos sustratos y sobrevi‐
ven a condiciones adversas, a través de la producción
de metabolitos y clamidosporas (8, 9, 10, 11). Esos
organimos tienen la capacidad de colonizar endofíti‐
camente las raíces de diversos cultivos y poseen un
efecto estimulante sobre el crecimiento y desarrollo
de las plantas, mediante la inducción de respuestas
bioquímicas y estructurales de la planta o la biosínte‐
sis de fitohormonas (12, 13, 14). Esta promoción del
crecimiento podría ayudar a la planta a “escapar”, des‐
de fases tempranas, al ataque de agentes fitopatógenos
causantes de enfermedades (15) y nematodos fitopa‐
rásitos (16). Por otra parte, la capacidad endofítica
de estos agentes biológicos, puede conferirles a las
plantas resistencia para enfrentar situaciones de estre‐
ses bióticos o abióticos presentes en su hábitat natural
(17, 18). 

La antibiosis es uno de los mecanismos de acción
antagónica más conocido entre microorganismos pre‐
sentes en la rizosfera, al disputarse nutrientes o ubica‐
ción espacial (19, 20). Actualmente, para favorecer
los rendimientos agrícolas, y evitar costos de aplica‐
ción por plaguicidas se utilizan productos a base de
mezclas de microorganismos, luego de realizar estu‐
dios previos, sobre los efectos de sus mecanismos
frente a cada agente microbiano.

Por ello, la presente investigación tuvo como
objetivo evaluar la compatibilidad in vitro entre
Rhizobium (CIAT 899) y cepas de Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg, y
Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamysch‐
ko ex Barron y Onions) Zare y Gams.

MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo se realizó en el laboratorio de Micología
Vegetal (LMV) del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) (Latitud 22,991867 y
Longitud -82,153892), ubicado en el municipio San
José de las Lajas, provincia Mayabeque, Cuba.

Para la evaluación de la antibiosis y la competencia
por el espacio se desarrolló el método del Cultivo
Dual (CD), descrito por Martínez y Solano (21). Se
probaron cuatro cepas de T. asperellum y una de
P. chlamydosporia frente a Rhizobium.

Las condiciones de crecimiento de los hongos perte‐
necientes a la colección del LMV del CENSA, antes
del CD fueron las siguientes: las cepas Ta.13, Ta.78,
Ta.85 y Ta.90 de T. asperellum y de P. chlamydosporia
(IMI SD 187) se sembraron en placas Petri (Ø = 90
mm) con medio Agar Malta (AM, BioCen) y Papa
Dextrosa Agar (PDA, BioCen) y pH 5,6, e incubaron
a temperatura de 28±2°C y 25±1°C, respectivamente,
bajo régimen de oscuridad constante. Mientras que, la
cepa de Rhizobium (CIAT 899), donada gentilmente
por el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (IN‐
CA), se cultivó en Agar Nutriente (AN, BioCen) a
temperatura de 28±2°C y oscuridad constante.

El montaje de la técnica (CD) (21) se realizó en pla‐
cas Petri (Ø = 90 mm) que contenían medio de cultivo
PDA (BioCen) con pH 5,6. Para ello, se sembró, a
cinco mm del borde de la periferia de la placa Petri,
un disco (cinco mm de Ø) proveniente de la zona de
crecimiento activo en la periferia de las colonias puras
de T. asperellum, crecidas sobre AM durante tres días
y de P. chlamydosporia de 15 días en PDA; y diame‐
tralmente opuesto, se sembró una azada en estrías a
partir de un cultivo puro de la cepa bacteriana, crecida
en AN. Se realizaron cinco réplicas por tratamiento
(Trichoderma-Rhizobium y Pochonia-Rhizobium), y
se incluyeron controles de cada cepa, sembradas inde‐
pendientemente y en igual posición que en el CD. 

Las placas se incubaron durante siete días a
28±2°C, para la interacción de Rhizobium con las ce‐
pas de T. asperellum y sus respectivos controles y 18
días a 25±1°C, con P. chlamydosporia y sus controles,
bajo régimen de oscuridad constante. El crecimiento
de los hongos se midió con una regla milimetrada. Las
evaluaciones para Trichoderma se realizaron cada 24
h, después de la siembra; mientras que, el crecimiento
radial de P. chlamydosporia se comenzó a evaluar a
partir del tercer día y sucesivamente a los siete, diez y
18 días.

La antibiosis se evaluó al comparar el crecimiento
de los hongos (Trichoderma o Pochonia) en el CD,
con el de los respectivos controles, antes del momento
de contacto con la bacteria a las 48 y 240 horas, res‐
pectivamente (21).

La competencia de estos hongos sobre la bacteria se
realizó en las mismas placas donde fue evaluada la an‐
tibiosis. El antagonismo de los hongos frente a la cepa
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bacteriana se determinó, según la escala de grados re‐
ferida por Bell et al. (22) y se determinó el Porcentaje
de Inhibición del Crecimiento Radial (PICR) en cada
momento de evaluación, con el empleo de la fórmula
de Samaniego et al. (23): PICR= (R1-R2) / R1x100

Donde, R1 es el crecimiento radial del hongo en el
tratamiento control y R2 es el crecimiento radial del
hongo en el cultivo dual.

Transcurridas 168 horas, se extrajo un fragmen‐
to de la zona donde ocurrió la interacción entre
Trichoderma y Rizobium, y se depositó en placas Petri
con medio de cultivo PDA (BioCen) e incubó en igua‐
les condiciones a las descritas anteriormente. El efecto
de la bacteria sobre el crecimiento de Trichoderma o
viceversa se evaluó por la obtención de colonias de
ambos microorganismos, a partir de la muestra sem‐
brada de la interacción.

Los datos obtenidos, a partir de los ensayos, se pro‐
cesaron a través de un Análisis de Varianza simple
(ANOVA) y las medias se compararon por LSD Fisher
con un nivel de significación (p≤0,05), mediante el
paquete informático estadístico InfoStat Profesional
versión 2017 (24).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A las 24 horas, las cepas de T. asperellum mostra‐
ron un crecimiento más rápido en el CD respecto al
control, excepto Ta.85 (Fig. 1), lo que pudiera ser por
algún (nos) compuesto(s) excretado(s) por Rhizobium,
que estimule(n) las cepas de Trichoderma. En sus
estudios, Woo y Lorito (25) y Talibi et al. (26) decla‐
raron que las hifas de Trichoderma, en su crecimien‐
to hacia el hospedante, se estimulan por moléculas
procedentes del mismo, como aminoácidos y azuca‐
res. A las 48 horas, previo al contacto, las colonias
del hongo presentaron valores estadísticamente infe‐
riores, con respecto a las del control, excepto la cepa

Ta.13. En este sentido, algunos autores demostraron
que Rhizobium tiene el potencial necesario para produ‐
cir compuestos extracelulares (como la trifolitoxina)
con actividades antimicrobianas directas o moléculas
de alto peso molecular llamadas rizobiocinas (o bacte‐
riocinas medianas) las que, por sus propiedades bioci‐
das, desempeñan una función muy importante en la
competencia a nivel rizosférico (27). Esto pudiera ser
la respuesta al resultado en la antibiosis, donde partici‐
pa este tipo de compuesto que inhibe el crecimiento
de hongos en su microambiente, como parte de su
interacción por un nicho, lo que provocó inhibición en
el crecimiento de las cepas de T. asperellum. 

Estos resultados son similares a los informados por
Becker et al. (28), quienes encontraron inhibición del
crecimiento de Trichoderma frente a Sinorhizobium
respecto al control, a las 48 horas. 

A las 96 horas, las cepas de T. asperellum se ubi‐
caron en la clase 1 de la Escala de Bell et al. (22)
en el enfrentamiento con la cepa de Rhizobium;
Trichoderma sobrecrece completamente la colonia
bacteriana y cubre totalmente la superficie del medio
de cultivo, dado a su velocidad de crecimiento y adap‐
tación (29). Esto sugiere que, posiblemente, la excre‐
ción de metabolitos por parte de Rhizobium disminuyó
o las cepas de Trichoderma se adaptaron a estos du‐
rante el enfrentamiento (8) (Fig. 2B). 

En todos los casos evaluados, se evidenció un
incremento del área colonizada por las cepas de
T. asperellum con el aumento de la edad del cultivo,
frente a la cepa bacteriana, hasta cubrir totalmente la
superficie de la placa. 

Algunos autores (30, 31, 32) confirmaron que la
velocidad de crecimiento de Trichoderma también es
un atributo vital para su acción como biocontrolador
de agentes fitopatógenos de diversos cultivos ya que,
al colonizar con mayor rapidez la zona de la rizosfera
y los espacios del suelo, en general, limita o detiene
completamente su proliferación. 

Figura 1. Inhibición del crecimiento radial de T. asperellum en CD a las 24 y 48 horas /
Inhibition of the radial growth of T. asperellum in dual culture at 24 and 48 hours.
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El análisis de los resultados del PICR ratificó los
obtenidos con la aplicación de la escala de Bell
et al. (22) a las 96 horas, ya que las cepas de
Trichoderma no mostraron inhibición en su crecimien‐
to, en confrontación con Rhizobium, respecto al con‐
trol. A pesar de que Trichoderma cubrió completa‐
mente la placa y en algunos casos hubo sobrecreci‐
miento sobre la colonia bacteriana (Fig.2 B), al rea‐
lizar la siembra de varios puntos de la zona de inte‐
racción entre Trichoderma y Rhizobium, no se visua‐
lizaron efectos negativos sobre la fisiología de estos
microorganismos; es decir, dicho efecto solo se debió
a un fenómeno de competencia, mecanismos de acción
de especies cuando están en interacción.

Trichoderma es un excelente competidor con otros
microorganismos del suelo por sustratos y exudados
radicales; por tanto, este mecanismo es un elemento
a considerar en la interacción del antagonista y la ri‐
zobacteria, cuando se encuentren en un mismo nicho
ecológico. Este aspecto presupone que, para un mejor
establecimiento y función de ambos organismos en
la rizosfera de las plantas, pudiera considerarse la ino‐
culación de Rhizobium previa a la de T. asperellum,
aunque entre ellos no existan efectos adversos.

Para corroborar los efectos de combinaciones de
agentes biológicos, algunos investigadores, como Be‐
cker et al. (20), obtuvieron un aumento significativo
del rendimiento de materia seca (MS) y la producción
de biomasa (PB) total de la planta con las aplicaciones
de Bradyrhizobium sp. y a los 15 días Trichoderma
harzianum Rifai cepa A-34. Esto supone que no hubo
competencia ni efecto inhibitorio sobre los nódulos
por parte del hongo, ya que el periodo de formación de
los nódulos en la leguminosa transcurrió sin la presen‐
cia de T. harzianum; resultados constatados, además,
por Freitas et al. (33). Hoyos-Carvajal et al. (34) plan‐
tearon que T. asperellum, al solubilizar el fosfato a
partir de Ca3PO4 y/o roca fosfórica, aumentó su dispo‐

nibilidad para las plantas. Por lo tanto, el incremento
en los valores fisiológicos pudo deberse a la efectivi‐
dad de los nódulos en los tratamientos coinoculados,
ya que podría ser consecuencia del aumento de fósfo‐
ro, nutriente clave para el éxito de la nodulación (35).

Por su parte, Becker et al. (32), también en ino‐
culaciones mixtas, evidenciaron resultados inferiores
a los de la inoculación fraccionada con la cepa del
hongo, pero superiores a la inoculación única con
Bradyrhizobium y al control absoluto, lo cual indica
que Trichoderma no presentó un carácter competiti‐
vo. Además, constaron que los niveles de proteína no‐
dular detectados en los tratamientos donde se inoculó
solamente T. harzianum cepa A-34 y donde se aplicó
de forma fraccionada con Bradyrhizobium sp., fueron
superiores al resto de los tratamientos, lo cual indicó
que la actividad infectiva y de fijación de nitrógeno
de los nódulos no se afectó al interactuar con la cepa
A-34 de T. harzianum. En este sentido, Das et al. (36)
encontraron incrementos en el rendimiento de la bio‐
masa cuando se aplicaron Rhizobium y Trichoderma
en combinación. Por su parte, González-Marquetti et
al. (37) evidenciaron, con la aplicación combinada de
dos cepas de T. asperellum con Azofert®, al momento
de la siembra, un efecto sinérgico marcado sobre la
estimulación del crecimiento y la expresión de enzi‐
mas específicas de defensa, fenilalanina amonio liasa
(PAL), polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) de
Phaseolus vulgaris L.

Zaki y Ghaffar (38) indicaron que Rhizobium sp. y
T. harzianum, conjuntamente con otros microorganis‐
mos biocontroladores pueden coexistir, si evitan la
competencia directa mediante el uso de diferentes
fuentes de nutrientes en diferentes tiempos, así co‐
mo ejercer acción antagonista sobre fitopatógenos de
la rizosfera. Por su parte, Freitas et al. (33) eviden‐
ciaron mayor sobrevivencia y tolerancia de Vigna
unguiculata (L.) Walp., frente a Rhizoctonia solani

Figura 2. Enfrentamiento de T. asperellum y de Rhizobium sp. en CD a las 96 horas [A: control de Rhizobium, B: enfrentamiento de
T. asperellum y Rhizobium, C: control de T. asperellum] / Confrontation of T. asperellum and Rhizobium sp. in dual culture at 96 hours

[A: control of Rhizobium, B: confrontation of T. asperellum and Rhizobium, C: control of T. asperellum].
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Kühn, al aplicar Rhizobium y Trichoderma spp., de
manera combinada.

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 de interés agrícola
(39, 40, 41). Sin embargo, investigaciones donde se
combinen hongos antagonistas, como es el caso de es‐
pecies del género Trichoderma, con otros promotores
del crecimiento, aún son escasas. 

A las 240 horas, antes del contacto de
P. chlamydosporia con la cepa de Rhizobium, se ob‐
servó una disminución del crecimiento del hongo en
el CD, respecto al control; sin embargo, las diferen‐
cias no fueron significativas (Fig. 3). Esto pudiera
estar relacionado con la excreción de metabolitos al
medio por la bacteria, similar a lo observado con
Trichoderma (26).

El antagonismo de P. chlamydosporia (cepa IMI SD
187) mostró grado 2 a los 18 días, según la escala de
grado referida por Bell et al. (22) en el enfrentamiento
a Rhizobium. El hongo creció aproximadamente sobre
las dos terceras partes de la superficie del medio de
cultivo, posiblemente dado a su baja velocidad de cre‐
cimiento (42), sin descartar un posible efecto metabó‐
lico por parte de Rhizobium.

En los tratamientos, el crecimiento de la bacteria se
detuvo a partir de los 12 días; mientras que, el hongo
continuó creciendo hasta ponerse en contacto con la
misma a los 18 días, sin evidencias de sobrecrecimieto
sobre esta (Fig. 4B). 

El PICR del hongo frente a la bacteria fue mayor
en los primeros tres días de crecimiento con valor de
18,3 %; mientras que, en los diferentes momentos de
evaluación, la inhibición que ejerció la bacteria sobre
la cepa IMI SD 187 disminuyó con valores entre 2,5 y
4,1 %, en comparación al control.

Los resultados indican que Rhizobium sp. y
P. chlamydosporia, pueden coexistir en el mismo
tiempo y nicho. 

Estos resultados se corresponden con los referidos
por Puertas et al. (43), quienes encontraron compatibi‐
lidad de la cepa IMI SD 187 de P. chlamydosporia
var. catenulata y Rhizobium sp., ya que al combinar‐
se no se afectó su efectividad sobre nematodos y co‐
mo biofertilizante, respectivamente, aspecto importan‐
te para un manejo integrado. Se relacionan, además,
con los de Siddiqui (44) quien no evidenció efecto
inhibitorio de Rhizobium sp. sobre P. chlamydosporia
var. catenulata y viceversa. Por otra parte, se corres‐
ponden con los informados por Monteiro (45) quien
constató que la coaplicación del hongo nematófago y
Rhizobium no afecta su acción biorreguladora sobre
los nematodos agalleros ni la fijación de N2 en el
cultivo de soja (Glycine max (L.) Merr). Además, se
obtuvieron mayor producción de nódulos bacterianos
en las raíces y aumento del contenido de hierro (Fe) en
la parte aérea de las plantas.

Figura 3. Inhibición del crecimiento radial de P. chlamydosporia
en CD, a los tres, siete y diez días /Inhibition of the radial growth
of P. chlamydosporia in dual culture at three, seven, and ten days.

 

Figura 4. Enfrentamiento de P. chlamydosporia y de Rhizobium en CD a los 18 días [A: control de Rhizobium, B: enfrentamiento
de P. chlamydosporia y Rhizobium, C: control de P. chlamydosporia] / Confrontation of P. chlamydosporia and Rhizobium in dual

culture at 18 days [A: control of Rhizobium, B: confrontation of P. chlamydosporia and Rhizobium, C: control of P. chlamydosporia].
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Los resultados sugieren que P. chlamydosporia es
capaz de interactuar con diferentes organismos sin
perder su acción sobre los nematodos de agallas y de
promover el crecimiento de las plantas.

CONCLUSIONES

Los datos aportados en ambos experimentos tienen
efecto positivo para aplicaciones futuras en las que se
combinen estos microorganismos, ya que podría pro‐
ducir un efecto sinérgico en las plantas, lo cual favore‐
cería el crecimiento vegetal, así como la inducción de
respuestas de defensa para el manejo de plagas en cul‐
tivares de interés económico y, además, la reducción
de costos por aplicación de estos agentes microbianos. 
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