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El uso de agroquímicos en la producción agrícola ha generado resistencia de los 

fitopatógenos, alteración del suelo, así como también el deterioro de la salud de los 

seres vivos; en el presente estudio se formuló un biofungicida, para lo cual se inició con 

la toma de muestras de un cultivo de papa, ubicado en el cantón El Tambo de la provincia 

de Cañar, se aislaron las siguientes cepas fúngicas: Phytophthora infestans, 

Cladosporium sp. y Epicoccum sp., con las cuales se realizaron pruebas de antagonismo 

frente a Trichoderma harzianum; la calidad de la bioformulación se valoró con base en 

la metodología establecida por el INIAP; para determinar la concentración del 

bioformulado en el laboratorio,  se consideran cuatro tratamientos con tres repeticiones  

frente a P. infestans, se evaluó bajo un Diseño Completo al Azar y una prueba de Tuckey 

al 0.5%; los resultados de la prueba de antagonismo según la escala de Bell, T. harzianum  

frente a P. infestans corresponde a la clase II, Cladosporium sp. a la clase I y Epicoccum 

sp. a la clase II, la concentración del bioformulado fue de 1 x 109 conidios/ml, el cual 

cumplió con las pruebas de calidad; según Tuckey los ensayos presentaron diferencia, 

donde la concentración más efectiva fue 5 x 106 conidios/ml la cual mostró un  PICR de 

94.12%; adicional a las pruebas de calidad, el bioformulado se conservó refrigerado a 

4°C durante un mes, donde finalmente mantuvo la concentración de 9,47 x 108 

conidios/ml con una geminación del 96,86%.  

Palabras clave:  Trichoderma harzianum, antagonismo, biofungicida, fitopatógenos, 

control biológico. 
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The use of agrochemicals in agricultural production has generated resistance of 

phytopathogens, soil alteration, as well as the deterioration of the health of living 

beings; in the present study a biofungicide was formulated, for which began with the 

sampling of a potato crop, located in the canton El Tambo of the province of Cañar, the 

following fungal strains were isolated: Phytophthora infestans, Cladosporium sp. and 

Epicoccum sp, with which antagonism tests were carried out against Trichoderma 

harzianum; the quality of the bioformulation was evaluated based on the methodology 

established by INIAP; to determine the concentration of the bioformulation in the 

laboratory, four treatments were considered with three repetitions against P. infestans, 

it was evaluated under a Complete Randomized Design and a Tuckey test at 0.5%; the 

results of the antagonism test according to the Bell scale, T. harzianum against P. 

infestans corresponds to class II, Cladosporium sp. to class I and Epicoccum sp. to class 

II, the concentration of the bioformulation was 1 x 109 conidia/ml, which complied with 

the quality tests; according to Tuckey the tests showed a difference, where the most 

effective concentration was 5 x 106 conidia/ml which showed a PICR of 94. 12%; in 

addition to the quality tests, the bioformulation was kept refrigerated at 4°C for one 

month, where it finally maintained the concentration of 9.47 x 108 conidia/ml with a 

gemination of 96.86%.  

Key words: Trichoderma harzianum, antagonism, biofungicide, phytopathogens, 

biological control. 
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La demanda de productos libres de residuos agrotóxicos ha motivado la búsqueda 

de alternativas ambientalmente amigables, económicas y sostenibles para el 

control fitopatógeno, en este ámbito,  se demanda obtener producciones de calidad 

que obedecen al interés mundial de consumir productos denominados verdes, sin 

olvidar la necesidad de un margen razonable de rentabilidad utilizando tecnologías 

ecológicas (Encalada, 2016).  

El uso  de agentes biológicos para el control de fitopatógenos en agricultura 

sostenible recae de manera exigente sobre investigaciones relevantes en cultivos 

económicamente importantes (Castro et al., 2015). En este contexto, los hongos 

con cualidades antagónicas se presentan como alternativa para el control biológico 

de fitopatógenos, varios estudios realizados con el género Trichoderma  confirman 

su potencial antagónico frente a numerosos agentes causantes de enfermedades 

en varios cultivos, empleando diferentes mecanismos de acción,  al mismo tiempo, 

que estimula el sistema inmunológico de la planta mediante el aumento de la 

actividad enzimática en la misma (Martínez et al., 2013), (Companioni González et 

al., 2019); además, funciona como promotor de crecimiento debido a su capacidad 

de producir fitohormonas ya que favorece la disponibilidad de fosfatos y minerales 

requeridos para el metabolismo de las plantas, mejorando así el rendimiento de los 

cultivos y la calidad de los frutos (Ruiz-Cisneros et al., 2018).  

Los bioformulados se forman a partir  de microorganismos beneficiosos o sus 

metabolitos (Mahoma et al., 2022), éstos productos son cada vez más difundidos y  

(Ritika & Utpal, 2014) se promocionan como alternativa al uso de agroquímicos 

(Glare et al., 2012) que como es sabido son ecológicamente inaceptables, debido a 

sus efectos contaminantes en el suelo, agua y aire, formando parte de la cadena 

alimentaria y por ende en contacto con todos los seres vivos ocasionándoles daños 

a la salud (Ritika & Utpal, 2014), como indica (Ribas, 2010) en un estudio realizado  
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con la descendencia de los soldados de la guerra de Vietnam (1961-1972) que 

estuvieron expuesto al herbicida denominado agente naranja y que 

estructuralmente está conformado por dioxinas y compuestos clorados del ácido 

fenoxiacético, presentaron afecciones a los sistemas vascular, nervioso central, 

óseo y malformaciones, también generaron detrimento en los ecosistemas; de igual 

modo (Wright & Welbourn, 2002) manifiesta que en 1980 se descubrió la presencia 

de residuos de compuestos clorados y bifenilos policlorados en los animales de las 

zonas árticas, éstos fueron transportados a través de la atmósfera ya que en éstas 

regiones no se utilizaban pesticidas, constituyendo la fuente de contaminación no 

puntual más importante del agua subterránea (Márquez, 2021), a esto se suma el 

hecho de que son bioacumulables (Compuestos Orgánicos Persistentes, COPs) lo 

que los vuelve altamente tóxicos; en cuanto al suelo, son los microorganismos y su 

actividad los que presentan alteraciones que afectan  la fertilidad y productividad 

del mismo, la distribución y persistencia de los pesticidas va a  depender de sus 

propiedades físicas y químicas, y las condiciones climáticas (Cycoń et al., 2010); 

(Hernández-Soriano et al., 2007); por tanto el presente trabajo de investigación 

pretende obtener un biofungicida para el control de enfermedades fitopatógenas 

que permita disminuir el uso de agroquímicos en la producción de alimentos; para 

ello debe cumplir con los parámetros microbiológicos y fisicoquímicos requeridos. 
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Las enfermedades fitopatógenas son de gran interés para los seres humanos ya que 

dependemos de los productos de la tierra, por tanto, éstas inciden de forma directa 

entre una vida saludable y la muerte por hambruna (Agrios, 1998). Por el año de 

1840 el hongo fitopatógeno P. infestans fue causante de la denominada hambruna 

irlandesa, provocando la muerte de aproximadamente 250 000 personas por 

inanición (Grünwald & Flier, 2005); como consecuencia se produce el uso abusivo 

de pesticidas en la producción de alimentos, causando daños al medio ambiente, 

entre los cuales tenemos: la resistencia desarrollada por los fitopatógenos, 

salinización de los suelos, inhibición de polinizadores y comunidades microbianas 

benéficas del suelo, así como también el deterioro de la salud de todos los seres 

vivos(Encalada, 2016); (Morales-Mora et al., 2020a). 

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) constituye uno de los cultivos más 

importantes en Ecuador (Racines et al., 2021); mundialmente ocupa el tercer lugar  

luego de los cereales y su producción podría duplicarse en los siguientes 10 años y 

de esa manera contribuir positivamente con la seguridad alimentaria de los pueblos 

(FAO, 2022); (Majeed et al., 2022), por otra parte, la lancha o tizón tardío (P. 

infestans) es la enfermedad más importante del cultivo debido a su efecto 

devastador si no se ejecuta un tratamiento efectivo (Cuesta & Monteros, 2020). 

Los hongos antagonistas inhiben los efectos negativos de los fitopatógenos (Vinale 

et al., 2008) , además  estimulan el sistema inmunológico de la planta previo a una 

infección (Kamble et al., 2021; Majeed et al., 2022; Vinale et al., 2008). Cuesta y 

Rivadeneira (2021) determinan que los biofungicidas se presentan como una 

alternativa ecológica a la utilización de agroquímicos; por ello en la presente 

investigación se propone la formulación de un biofungicida a base de organismos 

antagonistas. 
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En este apartado se presentan conceptos e investigaciones relacionadas con el 

objetivo de la investigación, además se da a conocer la importancia del cultivo de la 

papa, los principales problemas fitosanitarios, los hongos antagonistas y las 

bioformulaciones. 

 

En el Ecuador el cultivo de papa se desarrolla en la zona andina en el rango de altitud 

que va desde los 2.800 msnm hasta los 3.500 msnm (Cuesta & Monteros, 2020), 

según datos del INEC en el año 2020  se obtuvo un rendimiento de 14 ton/ha, donde 

la mayor producción se ubicó en la zona norte del país en las provincias de Carchi, 

Chimborazo y Tungurahua con un 56.7% de la producción nacional, de lo cual el 10% 

es destinada a la industria alimentaria (Cuesta & Monteros, 2020; INEC, 2020). 

 

Las principales plagas y enfermedades que afectan al cultivo de papa son:  lancha 

tardía (P. infestans), rhizoctonia  (Rhizoctonia solani), nematodos (Globodera 

pallida),  sarna (Spongospora subterránea), gusano blanco (Premnotrypes vorax) 

(Cuesta & Monteros, 2020; Racines et al., 2021); el nivel de daño producido a las 

plantas depende de las condiciones ambientales favorables para dicho agente 

patógeno, por ejemplo en la tabla 1 se presenta las condiciones que favorecen el 

desarrollo del P. infestans (Agrios, 1998; Manawasinghe et al., 2021), la principal 

manifestación de este patógeno se presenta en los bordes de las hojas como 

manchas necróticas (Arora et al., 2014), pudiendo ocasionar importantes pérdidas 

económicas (Majeed et al., 2022). 
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Tabla 1. Condiciones que favorecen el desarrollo de P. infestans 

Humedad relativa elevada. 

Temperatura entre 12°C a 21°C. 

Días lluviosos, neblina, encharcamientos 

Utilización de semilla infectada. 

Siembras estrechas y continuas 

Fuente: (Cuesta & Monteros, 2020) 

Actualmente  la aplicación de agroquímicos mantiene controlado el tizón tardío, sin 

embargo en el transcurso del tiempo ocasiona resistencia en los fitopatógenos 

(Cuesta & Monteros, 2020; Mahoma et al., 2022; Majeed et al., 2022), cabe 

mencionar que además provocan problemas de salud en las personas  por 

exposición a principios activos como el  clorotalonil y mancozeb; entre los 

problemas de salud que se presentan está la dermatitis e irritación de las mucosas  

(Márquez, 2021), estos agentes xenobióticos tienen la capacidad de acumularse en 

el suelo, con una alta probabilidad de causar  malformaciones y cáncer por una 

exposición crónica (Mena-Espino & Couoh-Uicab, 2015). 

 

Los hongos antagonistas suprimen el crecimiento y desarrollo de los fitopatógenos, 

el 90 % de bioformulados  se los ha realizado a base del género Trichoderma (Adnan 

et al., 2019; Cruzat G. & Ionannidis N., 2008; Cubillos, 2014; Dukare et al., 2019), las 

especies más importantes en el área agrícola son T. harzianum, T. viride, T. Koningii 

y T. hamatum (Companioni González et al., 2019); además, mediante la interacción 

planta-hongo antagónico, los hongos antagonistas pueden estimular el sistema 

inmunológico de las plantas(Companioni González et al., 2019), mediante la 

producción de proteínas con función enzimática, homólogos de proteína, 

oligosacáridos, otras sustancias de bajo peso molecular que son liberadas por la 

planta al momento de un ataque  (Centro de educación y tecnología, 2004). 
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El género Trichoderma se clasificó en 1996 (Adnan et al., 2019), actualmente se sabe 

que existen más de 100 especies (Companioni González et al., 2019). 

 

Tabla 2. Clasificación taxonómica 

 

Categoría Clasificación 

Reino Fungi 
División Ascomycota 
Clase Sordariomycetes 
Orden Hypocreales 
Familia Hypocreaceae 
Género Trichoderma 

Fuente: (Adnan et al., 2019). 

 

Tabla 3. Capacidad controladora de Trichoderma spp. sobre diferentes fitopatógenos 
en distintos cultivos. 

 

Especie Vegetal 
Tipo de 

Aplicación 
Lugar de la 

investigación 
Variable evaluada 

Reygrass (Lolium 
perenne) y Trébol 
blanco (Trifolium 
repens) 

Drench Campo Promueve el crecimiento, 
reduce hasta un 40% el 
requerimiento de fertilizante 
nitrogenado.(Acurio 
Vázconez & España 
Imbaquingo, 2017)    
 

Banano (Musa 
AAA) 

Foliar Casa de cultivo Sigatoka negra 
(Mycosphaerella fijiensis 
Morelet), eficacia antagónica 
del 68,8%.(Castro et al., 
2015)    
 

Fresa (Fragaria 
vesca) 

Técnica dual 
en medio 

PDA 

In-vitro Ejerce poder antagónico 
sobre: Colletotrichum sp, 
Pestalotiopsis sp, Alternaria 
sp, Rhizoctonia sp y 
Curvularia sp. No consigue 
inhibir a R. 
stolonifer.(Morales-Mora et 
al., 2020b)    
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Vid (Vitis vinífera 
L.) 

Foliar Campo Mildiu de la vid (Plasmopara 
vitícola), protección contra la 
enfermedad de hasta 82,9%. 
(Kamble et al., 2021) 

   
 

Tomate (Solanum 
lycopersicum) 

Directo al 
sustrato de 
semillero 

Invernadero/semillero Previene la aparición de: 
Phytophthora, Fusarium, 
Rhizoctonia y Pythium hasta 
en un 88,5%. Incrementa en 
15% el contenido de materia 
seca.(Encalada, 2016) 

Al sustrato Invernadero/macetas Reduce la gravedad de la 
enfermedad causada por R. 
solanacearum y su población 
en el suelo. Mejora 
significativamente el 
crecimiento de las plantas.(L. 
Yan & Khan, 2021) 

Pozo de agar In-vitro Fuerte inhibición contra R. 
solanacearum.(L. Yan & 
Khan, 2021) 

Al sustrato  Invernadero/macetas Controla eficazmente 
nematodos, 74,59%.(Y. Yan 
et al., 2021)    
 

Ananas comosus 
(Piña) 

Aspersión Campo Promueve el crecimiento y 
disminuye la incidencia de 
enfermedades.(Sabando-
Ávila et al., 2017)    
 

Phaseolus vulgaris 
(Fréjol) 

Suelo Invernadero Controla podredumbre de la 
raíz (F. solani y R. solani), 
reduce la severidad de la 
enfermedad, mejora los 
parámetros de 
crecimiento.(Ketta & Hewedy, 
2021) 

Técnica dual 
en medio 

PDA 

In-vitro  Eficaz contra Podredumbre 
de la raíz (F. solani y R. 
solani).(Ketta & Hewedy, 
2021) 

impregnación Semilla Protección contra la 
podredumbre de la raíz (F. 
solani y R. solani).(Ketta & 
Hewedy, 2021)    
 

Pisum sativum 
(Arveja) 

Suelo Invernadero Controla podredumbre de la 
raíz (F. solani y R. solani), 
reduce la severidad de la 
enfermedad, mejora los 
parámetros de 
crecimiento.(Ketta & Hewedy, 
2021) 

Técnica dual 
en medio 

PDA 

In-vitro Eficaz contra Podredumbre 
de la raíz (F. solani y R. 
solani).(Ketta & Hewedy, 
2021) 

impregnación Semilla Protección contra la 
podredumbre de la raíz (F. 
solani y R. solani).(Ketta & 
Hewedy, 2021)    
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Stored cowpea 
(Caupí) 

impregnación Semilla 100% de mortalidad de 
Callosobruchus maculatus y 
Callosobruchus 
chinensis.(Abdelgaleil et al., 
2021)    
 

Carica papaya 
(Papaya) 

Técnica dual 
en medio 

PDA 

In-vitro Ejerce control sobre: 
Asperisporium caricae 
(mancha negra de la papaya) 
y Sclerotium rolfsii (tizón de la 
base del tallo).(Turpo & 
Solano, 2016) 

Solanum 
tuberosum (papa) 

Técnica dual 
en medio 

PDA 
Foliar 

In-vitro 
In-planta Inhibición y disminución de la 

severidad de P. infestans (Ma 
et al., 2016); 

 Elaborado por: Autor 

Los hongos del género Trichoderma se han venido utilizado en el biocontrol de una 

amplia gama de fitopatógenos (Fernández-Larrea Vega, 2015; Ketta & Hewedy, 

2021; Mukhopadhyay, 2020), debido a que se desarrolla en una gran variedad de 

suelos y sustratos (Cruzat G. & Ionannidis N., 2008), por su adaptabilidad a 

diferentes ambientes (Companioni González et al., 2019); las condiciones óptimas 

para este género son: temperatura de 25-30°C, pH de 5.5-6.5 y humedad del 60% 

(Martínez et al., 2013), bajo estas condiciones se logra una producción  masiva de 

esporas (Adnan et al., 2019); favorece la disponibilidad de fosfatos y minerales para 

las plantas (Ruiz-Cisneros et al., 2018), promoviendo el crecimiento vegetal (Adnan 

et al., 2019); por otra parte también son productores de antibióticos (Vinale et al., 

2008), estas sustancia pueden ser volátiles o no volátiles, entre ellas están el 

trichodermin que inhibe la actividad ribosomal del patógeno, viridín y harzaniolide 

(Benítez et al., 2004; Centro de educación y tecnología, 2004; Martínez et al., 2013). 

Los diferentes mecanismos de acción que posee Trichoderma reducen el riesgo de 

resistencia de los fitopatógenos (Fernández-Larrea Vega, 2015),  

En cuanto al control biológico de P. infestans en el cultivo de papa (S. tuberosum) 

se determinó que  T. harzianum y B. subtilis redujeron la severidad de la 

enfermedad hasta en un 84.6 y 86.1 % respectivamente(Ma et al., 2016), la especie 

Thichoderma atrovirida a nivel de laboratorio inhibió el crecimiento micelial de P. 

infestans en un 80% (Elsherbiny et al., 2020), de igual forma en otro ensayo se 

obtuvo una inhibición del crecimiento radial del 60.4% (Erayya et al., 2018), en la 
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aplicación en campo el agente biológico influye en la intensidad de la enfermedad 

del tizón tardío y el crecimiento de la planta de papa (Purwantisari et al., 2018), 

según (Yao et al., 2015) los posibles modos de acción involucrados son la antibiosis 

y el micoparasitismo ejercidos con eficiencia sobre P. infestans. 

 

Las bioformulaciones son preparados a base de consorcios de microrganismos 

antagonistas, su modo de aplicación puede ser  al suelo o en la parte   foliar de las 

plantas, son utilizadas para el control biológico(Sabando-Ávila et al., 2017; ЛЕОНОВ, 

2021), las especies más empleadas para formulados fúngicos son T. harzianum y T. 

viride (Companioni González et al., 2019), constituyendo el 60% de productos 

registrados para T. harzianum (Ketta & Hewedy, 2021), en una bioformulación el 

sustrato a utilizar debe ser inerte y adecuado para contener al ingrediente activo, 

es decir, mantener una relación Carbono/Nitrógeno  que permita el crecimiento del 

hongo, además de  la presencia de trazas de microelementos como el cobre, zinc, 

hierro, manganeso y molibdeno, y vitaminas del complejo B,  debe ser económico y 

no virulento; el ingrediente activo puede ser conidios, micelios, clamidosporas; y se 

puede utilizar un adyuvante que cumple la función de adherente o dispersante 

(Dukare et al., 2019; Rodriguez & Gato, 2010), cabe recalcar que de la concentración 

de conidios y su viabilidad  depende la eficacia del bioformulado  (Amilcar et al., 

2017; Rodriguez & Gato, 2010), además se considera un pH de 4.6-6.8, (Amilcar et 

al., 2017; Arévalo et al., 2017). 

La concentración comercial de un bioformulado no debe ser inferior a 109 

conidios/g o ml, los estándares de calidad exigen una viabilidad y pureza de entre 

85-100% (Cubillos, 2014). 

En Ecuador, la aplicación en campo de bioformulados es limitada, debido  al bajo 

rendimiento y deficiencia en estabilidad y viabilidad en el tiempo (Amilcar et al., 

2017); un factor determinante a considerar en la utilización de microorganismos 

antagonistas para el control biológico y destinados a mejorar la calidad del suelo es  
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que éstos no deben ser genéticamente o químicamente  modificados (Agrocalidad, 

2020).  
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El presente trabajo de investigación se realizó en los laboratorios de Ciencias de la 

Vida de la Universidad Politécnica Salesiana Cuenca. 

El hongo fitopatógeno P. infestans y los hongos saprófitos Cladosporium sp. y 

Epicoccum sp, se aislaron de muestras vegetales con síntomas de la enfermedad de 

un cultivo de papa ubicado en el cantón El Tambo de la provincia del Cañar.   

La identificación de los fitopatógenos se realizó con ayuda de un microscópico con 

lente 40x  y la consulta de claves taxonómicas (Agrios, 1998; Barnett & Hunter, 

1998; Finch & Finch, 1987). 

 

 

Fotografía 1. Preparación de muestras 

Se procedió a cortar fragmentos de 5mm del material vegetal con síntomas de la 

enfermedad, que luego de ser lavados con agua estéril, fueron colocados en cajas 

Petri que contenían medio de cultivo papa dextrosa agar (Agrios, 1998; Webster, 
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1992), las cajas fueron selladas con Parafilm y  se incubaron a 18°C por 5 días, luego 

se aislaron las cepas fúngicas que estuvieron presentes. 

 

Fotografía 2.  Cajas Petri con medio PDA que contienen las muestras vegetales del 
cultivo de papa enfermo. 

El aislado fúngico codificado como F11 pertenece al género Trichoderma, especie 

harzianum. 

En cajas Petri de 8.5 cm que contenían medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), 

se colocó discos de micelio de 5mm del aislado fúngico T. harzianum F11 que se 

confrontó de manera equidistante frente al fitopatógeno P. infestans y a los hongos 

saprófitos Cladosporium sp. y Epicoccum sp., el experimento se realizó con tres 

repeticiones y dos testigos, a partir de las 48 horas se inició con las mediciones del 

crecimiento radial de las cepas enfrentadas y los testigos (Centro de educación y 

tecnología, 2004); (Marín, 2016);(Erayya et al., 2018); (Miguel-Ferrer et al., 2021). 



 

 

Página 22 de 58 

 

 

Fotografía 3. Pruebas de antagonismo. Cultivos duales 

 

El análisis se fundamentó en lo propuesto por Bell en el año 1982, lo niveles de 

antagonismo se establecen en base a cinco criterios (Tabla 4). 

Tabla 4. Escala de las clases de Bell 

Clase Características 

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

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

III 
Trichoderma spp. y el patógeno cubre aproximadamente la mitad de la 
superficie del medio de cultivo. 

IV 
El patógeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo 
limitando el crecimiento de Trichoderma spp. 

V 
El patógeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando toda la 
superficie del medio de cultivo. 

Escala propuesta por Bell en 1982 para evaluar y clasificar el antagonismo por 

competencia de sustrato (Calvo Araya, 2012); (Sanabria Velázquez, 2020); (Miguel-

Ferrer et al., 2021), el aislamiento que se ubica en la clase I es considerado muy bueno, 

clase II bueno, clase III pobre y las clases IV y V no son antagonistas (Alvarado-Marchena 

& Rivera-Méndez, 2016). 

Otro análisis que permite evaluar la capacidad antagonista es el cálculo del porcentaje 

de inhibición del crecimiento radial (PICR), se fundamenta en que la reducción de la tasa 

de crecimiento del fitopatógeno comparado con el testigo,  es indicador de la capacidad 
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inhibitoria del hongo antagonista (Andrade-hoyos et al., 2021), para ello se empleó la 

fórmula sugerida por Samaniego en 1989 (Torres et al., 2017). 

 

PICR =
(𝑅1 − 𝑅2)

𝑅1
 𝑥 100 

 

R1= crecimiento radial del fitopatógeno en el tratamiento testigo. 

       R2= crecimiento radial del fitopatógeno enfrentado con el antagonista. 

 

La propagación de conidios del aislado T. harzianum F11 se hizo con el fin de 

obtener  un biofungicida cuya concentración sea de 1 x 109conidios/ml (Báez et al., 

2019), para el efecto se sembraron cultivos puros en matraces de 1000ml que 

contenían PDA, luego de un periodo de  7 días de incubación a 27 °C se hicieron 5 

lavados con 100ml cada uno con una solución de carbohidratos al 5% hasta obtener 

lo requerido y mediante la cámara de neubauer se determinó la concentración. 

 

Fotografía 4. Cultivo puro de T. harzianum F11 
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Este protocolo se sustenta en el manual de análisis de calidad para formulaciones a 

base de hongos biocontroladores del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias de Ecuador INIAP (Báez et al., 2019), en donde considera las 

siguientes pruebas microbiológicas:  

El porcentaje de germinación de conidios se calcula con la siguiente relación según  

(Báez et al., 2019; Berlanga Padilla & Hernández Velásquez, 2006) 

Germinación (%) =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑑𝑜𝑠
 𝑥 100 

 

Se lo realiza con la siguiente relación según (Báez et al., 2019) 

𝑈𝐹𝐶/𝑚𝑙 = 𝑃𝑥 𝐹𝐷, donde 

P = promedio del número de colonias de las tres cajas de la dilución seleccionada 

FD= factor de dilución (inverso) de la dilución rotulada en la caja Petri. 
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Fotografía 5. Cajas Petri con las tres diluciones del biofungicida requeridas para la 
prueba. 

 

 

 

Fotografía 6. Colonias del aislado fúngico T. harzianum F11 contenido en el 
biofungicida. 

 

El conteo se lo realiza en la cámara de neubauer, y se aplica la siguiente relación 

(Báez et al., 2019). 

𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠/𝑚𝑙 = 𝑋̅𝑥 10 000 𝑥 16 𝑥 𝐹𝐷, donde 

X̅ = promedio de las 20 lecturas por área de conteo 
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16 y 10 000 = constantes para cuadrantes laterales 

 

El cálculo de la concentración de contaminantes se lo realiza mediante la siguiente 

relación según  (Báez et al., 2019):

𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 % =
(𝑀𝑂 𝐶)

(𝑀𝑂 𝐵)+(𝑀𝑂 𝐶)
 𝑥 100, donde 

MO B = concentración del microorganismo biocontrolador 

MO C = concentración del microorganismo contaminante 

 

 

Fotografía 7. Cajas Petri con medio de cultivo agar nutritivo para el conteo de bacterias 
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Fotografía 8. Cajas Petri con medio de cultivo rosa de bengala con antibiótico para el 
conteo de mohos 

 

 

Fotografía 9. Cajas Petri con medio de cultivo extracto de levadura y malta con 
antibiótico para el conteo de levaduras. 

. 

 

 

Se tomó una muestra de 5ml del producto, a la que se le añadió agua destilada hasta 

completar 50ml, con un agitador magnético a 150 rpm se procede a homogenizar 

por dos minutos y finalmente con la ayuda de un equipo multiparámetros se 

realizan tres mediciones (Báez et al., 2019). 



 

 

Página 28 de 58 

 

 

En cajas Petri de 8.5 cm que contenían medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), 

se colocó 30μl del biofungicida que se confrontó de manera equidistante frente al 

fitopatógeno P. infestans, el experimento se realizó con tres concentraciones 

diferentes, a partir de las 48 horas se inició con las mediciones del crecimiento radial 

de las cepas enfrentadas y los testigos (Centro de educación y tecnología, 2004); 

(Marín, 2016);(Erayya et al., 2018); (Miguel-Ferrer et al., 2021). 

 

Para el efecto, se hizo un DCA con 4 tratamiento y 3 repeticiones, un ADEVA con el 

fin de determinar las diferencias entre tratamiento y una prueba de Tuckey con un 

nivel de significancia del 0.5% para establecer las diferencias de los grupos de datos.
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En la figura 1 se puede apreciar la ubicación geográfica del sitio de muestreo en las 

coordenadas -2.525649, -78.927927; cabe mencionar que es una zona productora de 

papa y que ofrece las condiciones ambientales ideales para el desarrollo de 

fitopatógenos como P. infestans. 

 

Figura 1. Ubicación del muestreo en campo de un cultivo de papa con síntomas de la 
enfermedad. 
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En el laboratorio con cinta transparente se tomaron muestras de micelio, en primera 

instancia se pudo identificar al hongo fitopatógeno P. infestans. 

 

Fotografía 10. Esporangios y zoosporas de P. infestans, ampliación 40X 

 

Los aislados fúngicos P. infestans, Cladosporium sp. y Epicoccum sp., se identificaron en 

base a características macroscópicas, microscópicas y el uso de claves taxonómicas  

(Finch & Finch, 1987); (Agrios, 1998); (Barnett & Hunter, 1998): 

Hongo fitopatógeno P. infestans. 

 

 

Fotografía 11.  Cultivo puro de P. infestans en medio de cultivo PDA, colonia con 
aspecto algodonoso no muy elevado, con circunferencias concéntricas, coincide con lo 

que reporta (Ariztizabal & Torres, 2015) 
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Fotografía 12. Esporangio ovoide y alargado con pedicelo del fitopatógeno P. infestans, 
coincide con lo reportado por (Ariztizabal & Torres, 2015; Finch & Finch, 1987; García-

Núñez et al., 2017) 

 

Así mismo, se pudo identificar el hongo saprófito Cladosporium sp.   

 

 

Fotografía 13. Cultivo puro del hongo saprófito Cladosporium sp. en medio de cultivo 
PDA, colonia de color verde olivaceo (El-Dawy et al., 2021) 

 

 

Fotografía 14. Conidióforos y conidios del hongo saprófito Cladosporium sp., 
concuerda con lo reportado por (El-Dawy et al., 2021; Finch & Finch, 1987) 
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De igual forma se identificó al hongo saprófito Epiccocum sp.  

 

 

Fotografía 15. Cultivo puro del hongo saprófito Epicoccum sp. en medio de cultivo PDA, 
colonia madura  de color negro (Barnett & Hunter, 1998) 

 

 

Fotografía 16. Conidios casi esféricos con septos transversales del hongo saprófito 
Epicoccum sp. (Arias et al., 2010; Barnett & Hunter, 1998; Carrillo, n.d.) 
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Tabla 5. Crecimiento radial T. harzianum frente a P. infestans 

 

Dual 

Tiempo en horas 

48 h 
(mm) 

72 h 
(mm) 

96 h 
(mm) 

120 h 
(mm) 

144 h 
(mm) 

168 h 
(mm) 

192 h 
(mm) 

216 h 
(mm) 

240 h 
(mm) 

264 h 
(mm) 

A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C 

R1 33 32 39 34 39 35 43 35 44 35 85 35 85 35 85 35 85 35 85 35 

R2 33 30 38 33 39 33 44 33 44 33 47 33 47 32 69 32 69 32 85 32 

R3 31 32 41 35 45 38 48 13 52 38 64 13 75 38 75 13 75 38 78 38 

TF11 38 45 49 85 85 85 85 85 85 85 

TPhy 30,5 35,5 38 38 39 42 45 46 53 85 

Grupo de datos de las mediciones en milímetros, realizadas en la prueba de 

antagonismo de T.  harzianum frente a P. infestans a partir de las 48 horas hasta las 264 

horas todos los días. A= Antagonista (T. harzianum), C= Control (P. infestans), TF11= 

Testigo T. harzianum, TPhy= Testigo P. infestans, R= repeticiones. 

 

Tabla 6. Crecimiento radial T. harzianum frente a Cladosporium sp. 

 

Dual 

Tiempo en horas 

48 h 
(mm) 

72 h 
(mm) 

96h 
(mm) 

120 h 
(mm) 

144 h 
(mm) 

168 h 
(mm) 

192 h 
(mm) 

216 h 
(mm) 

240 h 
(mm) 

264 h 
(mm) 

288 h 
(mm) 

312 h 
(mm) 

A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C 

R1 40 25 48 25 50 25 50 25 52 25 53 25 54 25 55 25 55 25 55 26 55 25 85 26 

R2 38 25 47 25 50 25 51 25 52 25 54 26 55 26 58 27 85 27 85 27 85 27 85 27 

R3 38 25 45 25 46 26 47 26 47 26,5 49 26,5 50 26,5 50 27 51 27 51 27 51 27 85 27 

TF11 41 44 46 47 47,5 49 49 50 51 51 51 85 

TCL 26 27 27 27 27,5 27,5 27,5 27,5 27,5 27,5 27,5 85 

Grupo de datos de las mediciones en milímetros, realizadas en la prueba de 

antagonismo de T. harzianum frente a Cladosporium sp. a partir de las 48 horas hasta 
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las 312 horas todos los días. A= Antagonista (T. harzianum), C= Control (Cladosporium 

sp.), TF11= Testigo T. harzianum, TCL= Testigo Cladosporium sp., R= repeticiones. 

 

Tabla 7. Crecimiento radial T. harzianum frente a Epicoccum sp. 

 Tiempo en horas 

Dual 

48 h 
 (mm) 

72 h 
(mm) 

96 h 
(mm) 

120 h 
(mm) 

144 h 
(mm) 

168 h 
(mm) 

192 h 
(mm) 

216 h 
(mm) 

240 h 
 (mm) 

264 h 
(mm) 

288 h 
(mm) 

312 h 
(mm) 

A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C A C 

R1 37 31,5 45 35 47 36 52 36 58 36 65 36 69 36 70 36 70 36 70 36 71 36 71 36 

R2 37 30 48 34 49 35 50 35 54 35 73 35 75 35 77 35 77 35 78 35 78 35 78 35 

R3 35 29 44 37 45 37 48 37 57 37 75 37 77 37 78 37 78 37 80 37 80 37 80 37 

TF11 35 48 52 62 71 85 85 85 85 85 85 85 

TEP 31 37 37 37 37 40 41 42 43 45 46 85 

Grupo de datos de las mediciones en milímetros, realizadas en la prueba de 

antagonismo de T. harzianum frente a Epicoccum sp. a partir de las 48 horas hasta las 

312 horas todos los días. A= Antagonista (T. harzianum), C= Control (Epicoccum sp.), 

TF11= Testigo T. harzianum, TCL= Testigo Epicoccum sp., R= repeticiones. 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas de antagonismo, se procede a 

mostrar en la Tabla 7 la clasificación obtenida de acuerdo con la escala de Bell y al 

porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR), valores que concuerdan por 

ejemplo con los obtenidos por (Ma et al., 2016) en donde T. harzianum y T. viride 

inhibieron fuertemente el crecimiento de P. infestans en un 83.3% y 75.1 % 

respectivamente, de la misma manera en otro estudio donde se probaron 25 especies 

de Trichoderma se puedo observar que todas fueron significativamente efectivas con un 

porcentaje de inhibición sobre P. infestans de 60.40% (Erayya et al., 2018). 
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Tabla 8. Resultados pruebas de antagonismo. Escala de Bell y PICR 

 

Prueba de Antagonismo Escala de Bell PICR 

T. harzianum frente a P. 

infestans. 

Clase 2. El antagonista crece al 

menos sobre las dos terceras 

partes de la superficie del medio 

de cultivo. 

83.33% 

 

T. harzianum frente a 

Cladosporium sp. 

Clase 1. El antagonista crece 

completamente sobre la colonia 

del patógeno y cubre la superficie 

del medio de cultivo. 

98.04 % 

T.  harzianum frente a 

Epiccocum sp. 

Clase 2. El antagonista crece al 

menos sobre las dos terceras 

partes de la superficie del medio 

de cultivo. 

87.06% 

Según la escala de Bell, el grado antagónico de T. harzianum se ubica en la clase 1 y 2 

siendo muy bueno y bueno respectivamente, en cuanto al PICR podemos observar que 

está sobre el 80% lo cual nos indica que es factible utilizar este hongo para el biocontrol 

de fitopatógenos. 

 

 

Fotografía 17. Aislado puro del hongo antagonista T. harzianum F11. 
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Fotografía 18. Prueba de antagonismo de T. harzianum F11. Frente a P. infestans a los 
11 días. 

 

Fotografía 19. Prueba de antagonismo de T. harzianum F11 frente a Cladosporium sp. a 
los 10 días. 

 

 

Fotografía 20. Prueba de antagonismo T. harzianum F11. Frente a Epicoccum sp. a 
los 7 días. 
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Gráfico 1. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial T.  harzianum F11 frente a P. 

infestans.  

Donde: R=repeticiones, TESTIGO= P. infestans, PROMEDIO= PICR del ensayo. 

En el gráfico 1 se puede evidenciar que en el transcurso de las horas existe una clara 

tendencia de crecimiento del PICR, donde a las 264 horas el valor es de 83.33%, tiempo 

en el que culmina la prueba; por lo que puede sugerirse a esta cepa como potencial 

inhibidor de P. infestans. 
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Gráfico 2. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial T. harzianum F11 frente a 

Cladosporium sp.  

Donde: R=repeticiones, TESTIGO= Cladosporium sp, PROMEDIO= PICR del ensayo. 

En el gráfico 2 se puede observar que en las primeras horas de la prueba de antagonismo 

el PICR es del 100% ya que el hongo saprófito Cladosporium sp. mostró crecimiento 

lento, observándose únicamente desarrollo en el antagonista, a las 312 horas el valor 

del PICR fue de 98.04%, tiempo en el que culmina la prueba, por lo tanto, se sugiere que 

T. harzianum inhibe la actividad del fitopatógeno. 
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Gráfico 3. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial T. harzianum F11 frente a 

Epicoccum sp. 

Donde: R=repeticiones, TESTIGO= Epicoccum sp, PROMEDIO= PICR del ensayo. 

En el gráfico 3 se puede evidenciar una clara tendencia de crecimiento del PICR, donde 

a las 312 horas el valor es de 87.06%, tiempo en el que finalizó la prueba, mostrando 

potencial de inhibición frente al fitopatógeno. 

 

Como resultado se obtuvo el producto con una concentración de 1 x 109 conidios/ml, 

debe mantenerse en refrigeración a 4°C para mantener de mejor manera sus cualidades 

biocontroladoras. 
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Fotografía 21. Biofungicida a base del hongo antagonista T. harzianum F11. 

 

 

 

El objetivo de esta prueba fue determinar el porcentaje de germinación de conidios del 

biofungicida en un tiempo determinado de 16 horas, del recuento realizado en la 

dilución 10-2 se tiene el siguiente grupo de datos (Tabla 9). 
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Fecha de elaboración del biofungicida: 31 de mayo del 2022 

Fecha de realización de la prueba: 07 de junio del 2022 

Factor de dilución: 10-2 

Tabla 9. Germinación de conidios. 

N° Campos 
ópticos/Caja 

Petri 

Bioformulación 

Caja 1 Caja 2 Caja 3 

Germinados No germinados Germinados 
No 

germinados Germinados 
No 

germinados 

1 12 1 27 0 17 1 

2 23 3 8 0 10 0 

3 10 3 12 1 13 0 

4 8 0 16 0 16 0 

5 11 1 12 0 10 2 

6 8 0 12 0 11 1 

7 38 0 15 0 19 2 

8 21 1 13 0 12 1 

9 11 0 13 1 17 0 

10 21 0 8 0 15 0 

Total 163 9 136 2 140 7 

Promedio 16,3 0,9 13,6 0,2 14 0,7 

Germinación % 96,06 

Total de conidios germinados y no germinados a las 16 horas en las tres cajas Petri 

evaluadas mediante la observación de 10 campos ópticos en cada una. El porcentaje de 

germinación de T. harzianum en el biofungicida es de 96,06%. 

 

Un producto de calidad debe superar el 85% del porcentaje de germinación del principio 

activo, el biofungicida superó este valor, además fue almacenado a 4°C durante un mes 

para realizar nuevamente la prueba obteniendo el 96,86% lo cual indica que el 

biofungicida se mantuvo viable (Báez et al., 2019). 
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Fotografía 22. Conidios germinados de T. harzianum. a las 16 horas de incubación 

 

 

Con el fin de determinar el número de propágulos viables por unidad de volumen se 

procedió a registrar los siguientes datos (Tabla 10). 

 

Fecha elaboración del producto: 31 de mayo del 2022 

Fecha de realización de la prueba: 15 de junio del 2022 

 

Tabla 10. Determinación de la viabilidad (UFC/ml) 

Dilución 
sembrada 
(rótulo del 

tubo) 

Factor de 
dilución (rótulo 

en las cajas Petri) 

Bioformulación 

Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3 

Caja 
1 

Caja 
2 

Caja 
3 

Caja 
1 

Caja 
2 

Caja 
3 

Caja 
1 

Caja 
2 

Caja 
3 

10-6 10-7 20 23 18 14 15 23 16 18 15 

Promedio 18          

Concentración 1.8 x 108 UFC/ml          

Conteo de colonias de T. harzianum, los valores fueron utilizados para el cálculo de la 

concentración en UFC/ml. 

De acuerdo con la tabla anterior decimos que la concentración en unidades formadoras 

de colonias para el biofungicida es de 1.8 x 108 UFC/ml. Se debe indicar que una colonia 
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puede originarse de un agregado de células, lo cual puede subestimar la cantidad real, 

es por ello que la viabilidad se comprueba con el porcentaje de germinación (Báez et al., 

2019). Según (AGROCALIDAD, 2019), la concentración debe sobrepasar 1 x 105UFC/ml.  

 

 

 

Fotografía 23. Unidades formadoras de colonia del biofungicida  

 

 

Para determinar el número de conidios por unidad de volumen de T. harzianum en el 

bioproducto se tomaron los siguientes datos (Tabla 11). 

Fecha de elaboración del producto: 31 de mayo del 2022 

Fecha de realización de la prueba: 02 de junio del 2022 

Factor de dilución: 10-3 

Tamaño de la muestra: 25 μl 
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Tabla 11. Determinación de la concentración (conidios/ml) 

              

Área de 
conteo 

Lecturas Promedio 
Concentración 

conidios/ml 
Concentración  

1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

9,6 1,536 x 10 9 

1,45 x 10 9 

12 13 11 8 13 11 7 6 10 11 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

9 6 8 14 9 1 11 6 10 16 

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

8,6 1,376 x 10 9 
10 12 5 6 11 12 18 6 8 4 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

11 6 5 9 8 13 7 9 6 6 

Recuento de conidios en los cuadrantes correspondientes, promedio de las lecturas 

tanto del área uno como del área 2 cuyos valores son necesarios para la aplicación de la 

respectiva fórmula 

La concentración requerida para el  biofungicida es de 1 x 109 tal como recomienda 

(Cubillos, 2014), por tanto se realiza una dilución hasta llegar a lo deseado. A los 35 días 

de la fecha de elaboración del producto que estuvo almacenado a 4°C presentó una 

concentración de 9,47 x 108, se pudo observar que la concentración disminuyó en un 

5%. 

 

 

Para determinar el porcentaje de microorganismos diferentes al ingrediente activo T. 

harzianum presentes en el bioformulado como son bacterias, mohos y levaduras se 

tiene el siguiente grupo de datos (Tabla 12). 
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Tabla 12. Determinación del porcentaje de pureza 

Microorganismos 
Contaminantes 

Factor de dilución 
(rótulo en las 
cajas Petri) 

Número de colonias contaminantes 

Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Bacterias 

10 -2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mohos 

10 -5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Levaduras 

10 -2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 -4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pureza % = 100          

Recuento de colonias de microorganismos diferentes a T. harzianum. 

Como se observa en los resultados obtenidos, el porcentaje de pureza del biofungicida 

es del 100%, es decir, que la concentración de contaminantes es de cero lo cual indica 

que se trata de un producto puro. Según (AGROCALIDAD, 2019; Báez et al., 2019), debe 

superar el 90%. 

 

Se trata de un parámetro crítico de viabilidad, del cual depende la sobrevivencia de los 

propágulos de T. harzianum, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla13: 

 

Tabla 13. Determinación del pH 

Medición Valor 

1 7,39 

2 7,37 

3 7,37 

PROM 7,38 
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Valores de las mediciones y el promedio de estas. 

 

El pH que mostró el biofungicida es de 7.38, según (Martínez et al., 2013) el rango de 

pH que permite la conservación del bioagente es de 5.5 a 7.5. 

 

Tabla 14. Resumen control de calidad del Biofungicida 

Parámetro 
Resultado 
obtenido 

Límite de 
aceptación 

Germinación de 
conidios (%) 

96.06 % > 85 % 

Viabilidad (UFC/ml) 
1.8 x 108 UFC/ml 

> 1 x 105 
UFC/ml 

Concentración de 
conidios 
(conidios/ml) 

1 x 109 conidios/ml 
> 1 x 105 
UFC/ml 

Pureza (%) 100% > 90 % 

pH 7.38 5.5 - 7.5 

Elaborado por: El autor 

 

 

 

Debido a que tanto Cladosporium sp. y Epicoccum sp. son hongos saprófitos (Agrios, 

1998), la prueba de antagonismo para obtener la concentración adecuada para el 

biofungicida se la realizó con P. infestans. 
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Tabla 15. Crecimiento radial Biofungicida vs P. infestans. 

Dual 

Tiempo en horas 

48 h 
(mm) 

72 h 
(mm) 

96 h 
(mm) 

120 h 
(mm) 

144 h 
(mm) 

168 h 
(mm) 

196 h 
(mm) 

216 h 
(mm) 

 A C A C A C A C A C A C A C A C 

5x10 5                 

A1R1 57 28 74 28 85 28 85 28 85 28 85 28 85 28 85 28 

A1R2 45 32 56 33 62 33 74 33 76 33 85 33 85 33 85 33 

A1R3 46 31 54 31 72 31 85 31 85 31 85 31 85 31 85 31 

TP 53 65 72 83 85 85 85 85 

5x10 6                 

A2R1 56 27 69 29 75 30 85 30 85 30 85 30 85 30 85 30 

A2R2 56 30 63 31 69 31 82 31 85 31 85 31 85 31 85 31 

A2R3 57 29 60 29 85 29 85 29 85 29 85 29 85 29 85 29 

TP 45 58 65 75 85 85 85 85 

1x10 7                 

A3R1 47 31 55 31 60 31 73 31 79 35 80 35 80 35 80 35 

A3R2 47 34 56 35 64 35 73 35 75 35 80 35 80 35 80 35 

A3R3 49 31 55 31 62 31 72 31 77 31 80 31 80 31 80 31 

TP 46 58 65 76 79 84 85 85 

TPhy 33 40 46 54 58 67 72 85 

Grupo de datos de las mediciones en milímetros, realizadas en la prueba de 

antagonismo de Biofungicida frente a P. infestans a partir de las 48 horas hasta las 216 

horas todos los días. A= Antagonista (Biofungicida), C= Control (P. infestans), TP= Testigo 

Biofungicida, TPhy= Testigo P. infestans, R= repeticiones. 

Con los datos obtenidos se procedió al cálculo del porcentaje de inhibición de 

crecimiento radial (PICR) luego de que el hongo biocontrolador T. harzianum contenido 

en el biofungicida en tres concentraciones diferentes fue enfrentado al fitopatógeno P. 

infestans con el fin de determinar la concentración idónea para controlar al 

fitopatógeno, se procede a mostrar los resultados en la Tabla 16. 
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Tabla 16. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial del Biofungicida a tres 
concentraciones diferentes vs P. infestans. 

 

Prueba de 

Antagonismo 

Registro fotográfico PICR 

Biofungicida a una 

concentración de 

5 x 105 

conidios/ml. 
 

Fotografía 24. Prueba de inhibición del Biofungicida a 
una concentración de 5 x 105 conidios/ml vs P. infestans 
a los 7 días. 

93.33% 

Biofungicida a una 

concentración de 

5 x 106 

conidios/ml. 
 

Fotografía 25. Prueba de inhibición del Biofungicida a 
una concentración de 5 x 106 conidios/ml vs P. infestans 
a los 7 días 

94.12% 

Biofungicida a una 

concentración de 

1 x 107 

conidios/ml. 
 

Fotografía 26. Prueba de inhibición del Biofungicida a 
una concentración de 1 x 107 conidios/ml vs P. infestans 
a los 7 días. 

89.80% 

Los valores de PICR muestran que la concentración 5 x 106 conidios/ml presentó mayor 

inhibición del fitopatógeno P. infestans. 
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El presente análisis estadístico se aplicó para demostrar si existe diferencia significativa 

entre los grupos de datos correspondientes a las tres concentraciones evaluadas 

(tratamientos) indicadas en la Tabla 17 para determinar la dosis adecuada del 

biofungicida para el control del patógeno P. infestans. 

 

Tabla 17. Tratamientos 

 

Código Tratamiento 

A1 5 x 105 

A2 5 x 106 

A3 1 x 107 

T Testigo P. infestans 

Códigos utilizados para los tratamientos en el análisis estadístico. 

 

Tabla 18. Resumen ADEVA del antagonismo 

 

HORAS Fcal 0.5% 0.1% CV 

48 9.56* 4.76 9.78  17.78 

72 40.20** 4.76 9.78  15.67 

96 96.86** 4.76 9.78  14.09 

120 210.57** 4.76 9.78  11.69 

144 193.5** 4.76 9.78  12.73 

168 344.08** 4.76 9.78  10.86 

196 446.83** 4.76 9.78  10.05 

216 777.16** 4.76 9.78  8.40 

ADEVA de los grupos de datos que corresponden a las tres concentraciones diferentes 

de T. harzianum contenido en el biofungicida tanto al 0.5% como al 0.1%. 

* (Significativo) = los ensayos frente al testigo presentan diferencia. 

** (Altamente significativo) = los ensayos frente al testigo presentan diferencia alta. 
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Al realizar el análisis de variancia se obtuvo a las 48 horas significancia únicamente al 

5%, de ahí en adelante, es decir, a partir de las 72 horas cambió a altamente significativo 

hasta el final de la prueba presentada por F calculado frente a los tabulares, esto indica 

que T. harzianum contenido en el biofungicida trabaja controlando al fitopatógeno P. 

infestans. En cuanto al coeficiente de variación (CV) calculado, muestra la confiabilidad 

de los datos. 

De acuerdo con la prueba de Tuckey al 0.5% cuyo valor es de 5,03 se tienen los siguientes 

datos: 

Tabla 19. Prueba de Tuckey. 

 

 Tablas de comparación de tratamientos según la prueba de Tuckey. 

 

De acuerdo con los resultados podemos inferir, que los ensayos comparados con el 

testigo P. infestans (T) no presentan diferencia, es decir, que el patógenos tuvo 

crecimiento en todos los tratamientos incluido el testigo; en tanto que entre ensayos 

(A1, A2 y A3) sí presentan diferencia significativa ya que dependiendo de la 

concentración del antagonista el nivel de crecimiento del patógeno tuvo variación. 

La media de los ensayos nos indica: A2 < A1 < A3, por lo tanto P. infestans presenta un 

menor crecimiento en A2 lo cual indica que éste es el tratamiento más efectivo, 

entonces decimos que a partir de una concentración de 1 x 109 conidios/ml que es la 

que contiene el biofungicida, se diluye para obtener una concentración de 5 x 

106conidios/ml. 

De acuerdo con los resultados exhibidos en la presente investigación decimos que el 

control biológico para fitopatógenos, en éste caso P. infestans  es viable, ya que T. 

harzianum, demostró que ejerce control sobre dicho patógeno, lo cual concuerda con 

Tuckey Valor 

A1-A2 0,66 

A1-A3 3 

A1-T 54,34 

A2-A3 3,66 

A2-T 55 

A3-T 51,34 

Tratamiento Media del grupo Agrupación 

T 60 A    

A3 8,66 A B   

A1 5,66 A  C  
A2 5 A   D 
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los resultados obtenidos en un estudio en donde se evalúan los metabolitos antifúngicos 

producidos por T. longibrachiatum donde P. infestans fue muy susceptible, mostrando 

un control del 90% (Ngo et al., 2021).  También se determinó  que   T. harzianum y   T. 

longibrachiatum  presentan antagonismos clase 2 frente a P. infestans (Ramon et al., 

2011), además de  actuar mediante resistencia inducida en   el caso de T. harzianum  

sobre el mismo fitopatógeno (Fontana et al., 2021).  

Se logró una concentración máxima de 1.45 x 109 conidios/ml  y los parámetro de 

viabilidad y pureza estuvieron dentro del 85-100% que es lo que recomienda la 

literatura, por tanto, el biofungicida cumple con los requerimientos (Cubillos, 2014), 

(Báez et al., 2019).                                                     
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De las muestras vegetales con síntomas de la enfermedad, se aisló tres hongos que 

posteriormente se identificaron mediante características macroscópicas, 

microscópicas y el uso de claves taxonómicas como: P. infestans, Cladosporium sp. 

y Epicoccum sp. 

El aislado fúngico T. harzianum F11 resultó ser antagonista frente a P. infestans con 

un PICR de 83,33% y clase II en la escala de Bell, así como también frente a los 

hongos saprófitos Cladosporium sp. cuyo PICR es de 98,04% y clase I en la escala de 

Bell, y Epicoccum sp, con un PICR de 87,06% y clase II en la escala de Bell; por lo que 

puede postularse a ésta cepa como potencial principio activo en la formulación de 

biofungicidas para el control de fitopatógenos, como una alternativa segura para el 

medio ambiente. 

Según el estado del arte, se recomienda que un producto para el control biológico 

debe tener una concentración de 1 x 109 conidios/ml, misma que se logró con el 

biofungicida motivo de esta investigación, de acuerdo con las pruebas de 

antagonismo que se le aplicó a nivel de laboratorio y considerando la media de los 

ensayos, se determinó que para el control de P. infestans la dilución más eficiente 

fue de 5 x 106conidios/ml ya que presentó el menor crecimiento del patógeno. 

El biofungicida cumplió con los parámetros de calidad evaluados, según las pruebas 

microbiológicas y fisicoquímicas propuestas por el INIAP para la valoración de 

bioformulados, ver tabla 14; a un mes de elaborado el producto y conservado en 

refrigeración a 4°C, se determinó que el producto se mantenía viable ya que las 

pruebas de geminación y concentración de conidios así lo pudieron demostrar con 

un 96,86 % y 9,47 x 108 conidios/ml respectivamente. 
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