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RESUMEN 

 

El hongo Sclerotium rolfsii agente causal de la podredumbre blanda en la papa, ha provocado 

merma de hasta un 20% en los rendimientos de esta hortaliza en ciclos agrícolas recientes en el 

estado de Sinaloa. Actualmente, no existen estudios sustentados en el método científico, 

enfocados hacia el manejo de este hongo en el cultivo. Por lo anterior, los objetivos del presente 

estudio fueron: a) identificar morfológica y molecularmente aislados de Trichoderma spp. y 

Sclerotium rolfsii de suelos donde se estableció el cultivo de papa, en la región norte de Sinaloa 

b) determinar la patogenicidad de aislados de S. rolfsii, en tubérculos de papa, en condiciones 

controladas y c) determinar la inhibición in vitro de cepas de Trichoderma spp. contra S. rolfsii. 

Los aislamientos de Trichoderma spp. y Sclerotium rolfsii de suelos se obtuvieron en medio 

PDA; dichas muestras de suelos fueron colectadas de 48 predios del estado de Sinaloa, México; 

en base a la identificación morfológica y molecular se registraron 17 aislados pertenecientes a 

Sclerotium rolfsii y 9 a T. asperellum, 6 T. asperelloides, 3 T. afroharzianum y 1 a T. 

harzianum. En cuanto a las pruebas de patogenicidad in vitro en tubérculos de papa variedad 

Fianna, todos los aislados resultaron patogénicos con diferentes grados de virulencia. Por 

último, en las pruebas de antagonismo in vitro, los aislamientos de Trichoderma mostraron 

inhibición (21.2- 69.7% cepa SrP4 y 25.5-69.7% cepa SrP17) en el crecimiento micelial de S. 

rolfsii. Estos resultados son relevantes, pues abre un camino a investigaciones futuras que 

incluyan la efectividad biológica contra S. rolfsii de dichos aislados en invernadero y en campo.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El origen de la papa (Solanum tuberosum L) es en los Andes en América del Sur (Solaman, 

1985; Hawkes, 1994). Este cultivo es considerado uno de los más importantes en cuanto a su 

producción mundial, después del maíz (Zea mays), el trigo (Triticum spp.) y el arroz (Oryza 

sativa) (SIAP, 2020). La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO, 2020) informó que se cosecharon 17.6 millones de hectáreas (ha), con una 

producción de 368 millones de toneladas (t), y un rendimiento promedio de 20.9 t ha-1 durante 

el ciclo 2019-2020. En lo que toca a China, se posiciona como el principal productor de esta 

hortaliza, ya que, en el 2020, cosechó 91 millones de t, seguido por la India, Rusia, Ucrania y 

Estados Unidos con producciones de 50, 22, 20 y 19 millones de toneladas respectivamente 

(FAO, 2020). 

Por otro lado, en México, la producción de papa en el ciclo 2019-2020, se estimó en: 

1,783,896.00 t, una superficie cosechada de 58,442 ha, presentando un rendimiento promedio 

de 30.5 t ha-1 y un valor de producción de 13,987 millones de pesos. Por tanto, los estados con 

mayor producción son: en primer lugar, Sinaloa con 462,8462 t, seguido de Sonora con 307,895 

t y tercer lugar Puebla con 50,225 t. En el estado de Sinaloa, el municipio de Ahome se ubica 

en el primer lugar con: 174,515 t, seguido de Guasave con 168,147 t y en Sonora, el municipio 

de Cajeme con 103,053 t (SIAP, 2020).  

Sin embargo, existe mucha variación entre los países, en los cuales, algunos llegan alcanzar una 

producción de hasta 20 t ha-1 (SIAP, 2019). Con estos datos se infiere, que el rendimiento de 

producción puede estar determinado por diversos factores en el manejo del cultivo y 

principalmente a enfermedades y desordenes fisiológicos que afectan en el desarrollo de este 

cultivo, causando daños importantes, especialmente en los tubérculos (Herrera y Scott, 1993). 

Por todo esto, los síntomas más frecuentes de enfermedades que afectan al tubérculo son: 

agallas, manchas y pudriciones, principalmente; estos pueden ser ocasionados por hongos, 

bacterias, nematodos y virus (Fiers et al., 2012). 

En años recientes se ha presentado, síntomas en la superficie de tubérculos, en tallos y raíces, y 

los signos de la enfermedad consisten en un micelio en forma de abanico característicos de 

Sclerotium rolfsii (Roca et al., 2016). S. rolfsii es un hongo necrotrófico facultativo del suelo, 
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con una alta capacidad de crecimiento saprofito; es considerado un patógeno de gran 

importancia económica en la agricultura, por su amplio rango de hospedantes, amplia 

distribución geográfica y su capacidad de persistir mediante la formación de esclerocios 

(Aycock, 1966; Punja, 1985 citado por Rabinal y Bhat, 2019). 

Por consiguiente, se han realizado estudios para el control de esté patógeno; en los que se han 

determinado las dosis adecuadas de fungicidas para su control. También se ha recurrido a la 

aplicación de agentes de biocontrol, utilizando al hongo antagonista Trichoderma spp.; el cual 

ha mostrado eficacia en el control de la enfermedad (Guzmán et al., 2014; Zúñiga y Ceja, 2017). 

Martínez et al. (2020) realizaron un estudio en México, en el cual se utilizaron cepas de 

diferentes especies de Trichoderma contra el crecimiento micelial de S. rolfsii, resultando en 

una alternativa viable, in vitro e in planta, para el control de este fitopatógeno en garbanzo.  Así 

como este estudio, existe también información sobre el uso del antagonista Trichoderma en 

diferentes cultivos. Sin embargo, no se ha realizado investigación en México sobre este 

patógeno en el cultivo de papa. 

En años recientes, en el norte de Sinaloa, se han observado síntomas de podredumbre blanda en 

el cultivo de papa; sin embargo, como se comentó anteriormente, en México aún no se cuenta 

con estudios sobre la enfermedad en el cultivo de papa, por tanto, en el presente trabajo se 

obtuvo una alternativa de control biológico a mediano plazo, con eficiencia para el control 

hongo S. rolfsii. Dicha afirmación como alternativa de control biológico fue confirmada a través 

de los objetivos llevados en este proyecto de investigación; los cuales fueron la identificación 

morfológica y molecular de las especies de Trichoderma y Sclerotium, hongos nativos, que 

fueron aislados de suelos donde se siembra papa; la determinación de la patogenicidad de los 

aislados de Sclerotium rolfsii en tubérculos de papa de la variedad Fianna y, con la 

determinación de la inhibición in vitro de cepas de Trichoderma spp. contra S. rolfsii. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

La podredumbre blanda, es la enfermedad es causada por el hongo Sclerotium rolfsii. Este hongo 

necrotrófico es considerado uno de los hongos más destructivos que habitan en el suelo, gracias 

a su capacidad de sobrevivir durante largo periodos de tiempo, en condiciones extremas y la 

amplia variedad de plantas a las que afecta. En Sinaloa, en los últimos años recientes, se ha 

observado la presencia de un micelio blanco aéreo en forma de abanico, acompañado de 

estructuras redondeadas circulares que van de color blanco a marrón oscuro en raíces, tallos y 

tubérculos de plantas de papa, provocando pudrición de tubérculos y muerte de las plantas. Estas 

afectaciones llegan a producir pérdidas en rendimiento, las cuales llegan a superar el 20%. 

Dichas perdidas se deben al desconocimiento de la ecología, epidemiología y medidas de control 

apropiadas para el manejo de la enfermedad, a causa de que no hay estudios sobre este 

fitopatógeno en el cultivo de papa. En este sentido, es fundamental establecer una alternativa de 

control biológico de este patógeno que sea amigable para el medio ambiente; por ello, en el 

presente estudio se determinó la efectividad inhibitoria de Sclerotium rolfsii con diferentes cepas 

de Trichoderma spp. Las 25 cepas de Trichoderma, fueron colectadas de predios donde se 

estableció el cultivo de papa. En este estudio se generará conocimiento sobre la etiología de la 

enfermedad, así como la contribución de una estrategia de biocontrol con el uso del hongo 

antagonista Trichoderma como potencial agente que actúe de manera eficiente contra el 

Sclerotium rolfsii. 
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III. ANTECEDENTES 

 

Daami-Remadi y colaboradores en 2010, realizaron un estudio en el cual se evaluó el desarrollo 

de Sclerotium rolfsii bajo diferentes condiciones térmicas in vitro e in vivo en tubérculos de papa 

variedad Spunta. Se obtuvo diferencias significativas en la tasa de crecimiento del patógeno, y 

se encontró que la temperatura óptima para su crecimiento era de 30-35°C en medio papa- 

dextrosa -agar (PDA), por otro lado, la penetración del patógeno fue de 1.5 a 2.5 mm, 

registrando la mayor temperatura a 35° C.  

En 2017, García-Díaz y colaboradores realizaron un estudio in vitro en México, en el cual se 

realizaron pruebas de patogenicidad en tubérculos de papa con cepas del hongo Sclerotium 

rolfsii, confirmando el daño observado en campo.  

En 2015, Jaklitsch y Voglmayr realizaron un estudio en Túnez África, en el cual utilizaron tres 

tipos de oligos par amplificar secuencias de las regiones Tef1 y RPB2 de 650 aislados de 

Trichoderma de Europa, con TEf1 se reconocieron 90 especies y RPB2 288 especies, resultado 

en el árbol filogenético más completo en la identificación de especies de Trichoderma.  

Zúñiga y Ceja en el 2017, realizaron pruebas in vitro para evaluar la capacidad antagónica de 

una cepa de Trichoderma aislada de suelo en la Ciénega de Chapala, Michoacán, México, contra 

Sclerotium cepivoru y Sclerotium rolfsii, agentes casuales de la pudrición de la cebolla. También 

se calcularon los porcentajes de inhibición del crecimiento radial (PRGI), obteniendo el 17.4% 

contra S. rolfsii y del 22.2% contra S. cepivorum después de 48 y 72 h, respectivamente. Por 

otra parte, Trichoderma harzianum obtuvo dos grados de antagonismo sobre S. rolfsii, en la 

escala de Bell. 1982. También, T. harzianum redujo (P≤0.05) 95% la producción de esclerocios 

de S. cepivorum y 78% el de S. rolfsii. 

Se identificó el agente causal del tizón sureño en frutos de calabaza mediante análisis 

morfológico, patogénico y molecular (ITS1, ITS2) y evaluaron in vitro, cepas de Trichoderma 

spp. para el manejo de Sclerotium rolfsii (Díaz-Nájera et al., 2018). En base en las características 

culturales y morfológicas, el patógeno se identificó como Sclerotium rolfsii Sacc, se caracterizó 

por una abundante producción de micelio aéreo algodonoso; crecimiento rápido de micelio 

aéreo, hifas septales, hialinas, ramificadas y de paredes delgadas, formando abundantes 

esclerocios marrón claro, 1.0-1.5 mm de diámetro, globosos a subglobosos, superficie lisa, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N%26%23x000e1%3Bjera%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29887773
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brillante y compactada (Watanabe, 2002; citado por Díaz-Nájera et al., 2018). En las pruebas 

de patogenicidad, los síntomas de pudrición blanda aparecieron siete días después de la 

inoculación en los frutos maduros de calabaza, en los cuales se observó abundante micelio aéreo 

algodonoso blanco de consistencia acuosa. Los frutos testigo se mantuvieron sanos y el 

reaislamiento del hongo obtenido del tejido infectado de frutos inoculados presentó las mismas 

características morfológicas que los que se aislaron originalmente. Para la Identificación 

molecular, ellos obtuvieron una secuencia de 570 pb, mostrando un 100% de similitud con la 

región ITS, cuyo alineamiento coincidió con secuencias reportadas en el Gen Bank para Athelia 

rolfsii (anamorfo: Sclerotium rolfsii Sacc). Por último, en las pruebas manejo biológico y 

químico, la mayor inhibición de S. rolfsii fueron obtenidos por Trichoderma virens cepa G-41 

(70.72%), T. asperellum cepa CSAEGro-1 (69%). 
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IV. REVISIÓN DE LITERATURA 

4.1. El cultivo de papa (Solanum tuberosum L) 

 

Figura 1. Planta de papa (Cortez y Hurtado, 2002). 

La papa (Solanum tuberosum) es una planta herbácea anual, la cual varía en tamaños, logrando 

alcanzar una altura de hasta un metro (Spooner y Knapp, 2013). S. tuberosum pertenece a la 

familia de las solanáceas, al igual que el tomate y la berenjena, comprende alrededor de 90 

géneros y 2,800 especies. La planta produce tubérculos, los cuales ocupan el cuarto lugar a nivel 

mundial en su importancia como alimento, después del maíz, el trigo y el arroz (FAO, 2008). 

También produce rizomas o estolones, los cuales tienen hojas rudimentarias (Vreugdenhil et al., 

2007). 

La papa es una planta de clima templado-frío, siendo las temperaturas más favorables para su 

cultivo las que están en torno a 13 y 18° C. Al efectuar la plantación la temperatura del suelo 

debe ser superior a los 7° C, con unas temperaturas nocturnas relativamente frescas. El frío en 

exceso causa problemas en el cultivo, ya que los tubérculos no se desarrollan. Por el contrario, 

cuando la temperatura es alta, favorece el desarrollo de plagas y enfermedades (Román y 

Hurtado, 2002). Fluctúa en los suelos semiligeros y arcillosos. Es tolerante a la salinidad. 

También la luz juega un papel muy importante, ya que el fotoperiodo es el que induce la 

tuberización (Román y Hurtado, 2002). 
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4.1.1. Origen 

El origen de la papa remonta aproximadamente a unos 800 años en la cordillera de los Andes. 

Fue aquí, donde los agricultores seleccionaron y mejoraron las primeras variedades de papa, de 

las 200 especies de tubérculos silvestres que existen en el Continente Americano. 

 

Figura 2. Origen de la papa. Cordillera de los Andes. 

La papa (Solanum tuberosum) pertenece a la familia de las solanáceas, de la cual derivan 

alrededor de 90 géneros y unas 2800 especies (FAO, 2008). 

 

4.1.2. Descripción botánica 

El sistema de tallos de la papa se compone de tallo, tubérculos y estolones. El color del tallo 

varía de verde, marrón a rojizo. Las plantas de papa provienen de semillas verdaderas o 

tubérculos-semilla (INIA, 2002; CIP, 1984). Los tubérculos son los órganos comestibles de la 

planta y son tallos modificados. Las hojas compuestas de la planta producen almidón, este se 

desplaza hacia la parte final de los estolones subterráneos, como consecuencia de esto ocurre un 

engrosamiento y originan a los tubérculos. Al termina el periodo de crecimiento, las hojas y los 

tallos comienzan a marchitarse, y a su vez se desprenden los tubérculos de los estolones (FAO, 

2008). 
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4.1.3. Clasificación taxonómica 

Cuadro 1. Posición taxonómica de Solanum tuberosum L. (APG IV, 2021). 

 

Reino: Plantae (plantas) 

Filo Tracheophyta 

Clase: Magnoliopsida (dicotiledóneas) 

Orden: Solanales 

Familia: Solanaceae 

Subfamilia: Solanoideae 

Género: Solanum 

Especie: tuberosum L. 

 

4.1.4. Producción mundial 

La papa ocupa el cuarto lugar de producción a nivel mundial, considerándose uno de los cultivos 

alimenticios de las hortalizas más importantes y ampliamente cultivadas, cuenta con una 

superficie sembrada de 29,024 ha, 28,718 ha en superficie cosechada, una producción obtenida 

de 921,206 t y un rendimiento 32.078 t ha-1 (SIAP, 2020). Del campo mexicano se obtienen 

cinco de cada mil toneladas del volumen mundial de papa (FAO, 2018). En el año 2019, se 

reportó, para México, una producción de: 1,783,896 t, una superficie cosechada de: 58,442 ha, 

con un rendimiento: 30.5 t ha-1 y un valor de producción de: 13,987 millones de pesos (SIAP, 

2019). En el año 2019, la SIAP reportó a Sinaloa en segundo lugar (366,385 t) en producción 

obtenida, después de Sonora (469,379 t) y Puebla se ubicó en el tercer lugar (182,601 t), Sonora 

se ubicó también en primer lugar, en superficie cosechada, con 12,941 ha. Sinaloa en segundo 

lugar con 12,203 ha. y Puebla con 7,392 ha. según la SIAP en 2019. En rendimiento promedio 

de t ha-1, Sinaloa en el año 2019, se ubicó en el lugar número diez de los principales estados 

productores de papa en México, con 30.0 t ha-1. En Sinaloa, la superficie sembrada hasta julio 

del 2020 es de: 13,250 ha. Con una superficie cosechada de: 13,208 ha. Producción: 462,462 t 

y un rendimiento de: 35.014 t ha-1 (SIAP, 2020). 

El consumo del tubérculo de papa se ha extendido por todo el mundo, principalmente: Asia, 

Norteamérica y Latinoamérica, originando nuevos mercados, elevando la producción e 
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intensificando el procesamiento para obtener nuevos productos derivados (Sabbagh-Sánchez et 

al., 2011). 

 

4.2. Principales patógenos que afectan al cultivo de la papa 

Se han reportado diversas enfermedades y desordenes fisiológicos que afectan a este cultivo, 

causando daños importantes, especialmente en los tubérculos (Herrera y Scott, 1993). De los 

síntomas más comunes de las enfermedades que afectan tubérculos se identifican: agallas, 

manchas y pudriciones, principalmente; estos pueden ser ocasionados por hongos, bacterias, 

nematodos y virus (Fiers et al., 2012). 

 

4.2.1. Bacterias 

Entre las principales bacterias reportadas por diferentes investigadores las cuales afectan el 

cultivo de papa se encuentran:  

• Complejo de especies del género Pectobacterium, el cual causa podredumbre blanda de 

los tubérculos y pie negro (Andrade-Bolaños et al., 2019). 

• Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus (Castañón-Viveros et al., 2019). 

• Streptomyces spp., causante de la roña común de la papa (Sarwar et al., 2018). 

 

4.2.2. Virus 

La papa, en ocasiones se puede ver afectada por distintos virus, los cuales llegan a reducir 

tanto el rendimiento, como la calidad de los tubérculos. Entre algunos de los virus que se 

presentan en este cultivo, podemos encontrar a: 

• Potato mop top virus (PMTV): virus transmitido de tubérculos semilla a las plantas 

hijas, causa disminución del rendimiento y afecta la calidad del tubérculo (Hooker, 

1980; Nie et al., 2021).  

• Potato x virus (PVX); Potato y virus (PVY) (Qaim, 1999; Mamun-Or et al., 2021). 
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4.2.3. Nematodos 

Los nematodos son causantes de marchitez y retraso en el crecimiento de las plantas, ya que 

provocan un mal desarrollo de la raíz y dan muerte temprana. Algunos de los nematodos 

que causan perdidas en el cultivo de papa, se encuentran:  

• Globodera pallida: es el nematodo enquistador blanco de la papa (CABI, 2000). 

• Globodera rostochiensis: nematodo dorado de la papa, es un endoparásito sedentario 

que provoca daño principalmente en las raíces (Núñez et al., 2003). 

• Meloidogyne chitwoodi: produce necrosis interna y agallamiento externo (EPPO, 2004). 

 

4.2.4. Hongos y oomicetes 

Los hongos y oomicetes son unos de los principales organismos que causan grandes pérdidas 

en el cultivo de papa, gracias a su gran variedad de síntomas. Entre los principales que 

afectan el cultivo se encuentran:  

• Fusarium spp.: causa la pudrición de raíz y tallo en el cultivo de papa o podredumbre 

seca (Mejdoub-Trabelsi et al., 2019). 

• Rhizoctonia solani: causa la enfermedad conocida como costra negra o caspa negra de 

la papa, la cual ocasiona daños en tallos, raíces, estolones y tubérculos subterráneos (Al-

Abedy et al., 2018). 

• Alternaria spp.: causante del tizón temprano que ataca al follaje y tubérculo (Ding et al., 

2019). 

• Colletotrichum coccodes: es causante del punto negro de la papa, es una enfermedad 

común en varias de las principales regiones productoras de papa en todo el mundo 

(Stevenson et al., 2001). 

• Phytophthora infestans: oomicete causante del tizón tardío, es de las enfermedades más 

costosa y devastadora de la papa en el mundo (Salaman y Burton, 1985; Xiaoqing et al., 

2021).  
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4.3. Sclerotium rolfsii 

 

4.3.1. Generalidades de S. rolfsii 

Descrito por primera vez por Peter Henry Rolfs en 1893 en tomate (Solanum lycopersicum L.); 

sin embargo, la primera descripción del hongo no fue reconocida, fue hasta 1911 por Saccardo, 

cuando se le asignó el nombre de Sclerotium rolfsii, reconociendo así los trabajos anteriores 

llevados a cabo por Rolfs. Es un hongo de suelo necrotrófico, con gran capacidad de crecimiento 

saprofítico, debido en parte a su alta tasa de crecimiento y la producción de ácido oxálico y 

degradación de la pared celular. Es agente causal de enfermedades de importancia en la 

agricultura, por la magnitud de las pérdidas que ocasionan y la dificultad para combatirlas 

eficientemente (Punja, 1985). Cuenta con un amplio rango de hospedantes, Hall en 1991 

informó que S. rolfsii infecta a más de 500 especies de plantas. 

Produce estructuras de resistencia llamadas esclerocios, los cuales se desarrollan en grandes 

cantidades y pueden sobrevivir hasta por cinco años en el suelo en condiciones adversas (Punja, 

1996).  

En México S. rolfsii se ha encontrado atacando en diversos cultivos, como: cebolla, manzano, 

frijol, jitomate, entre otros (Ortega, 2010; Hernández et al., 2004).  

 

4.3.2. Clasificación taxonómica de Sclerotium rolfsii 

 

Cuadro 2. Clasificación taxonómica de Sclerotium rolfsii (NCBI, 2021). 

Reino: Fungi 

División: Basidiomycota 

Clase: Agaricomycetes 

Orden: Atheliales 

Familia: Atheliaceae 

Género: Sclerotium 

Especie: Sclerotium rolfsii (Athelia rolfsii) 

 

4.3.3. Descripción morfológica de Sclerotium rolfsii 

La fase sexual o teleomorfo de S. rolfsii es Athelia rolfsii. El micelio forma rizomorfos 

expandiéndose en forma abanicada de color blanco. Sus hifas pueden ser de dos tipos: los 
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principales que son grandes, en comparación con otros hongos, tienen paredes delgadas, son 

hialinas y tienen conexiones en forma de gancho a nivel de las septas llamadas también fíbulas, 

características que permiten identificar esta especie. Las otras hifas consideradas como 

alimentadoras, son las que llevan a cabo la penetración en los tejidos de las plantas (Barnett y 

Barry, 1987). 

 
Figura 3. Características morfológicas de Sclerotium rolfsii (SrP17). (A) Morfología 

colonial en medio PDAA, y esclerocios (flechas rojas); (B) Hifa hialina (flecha amarilla), 

y fíbulas (flecha azul) (100x). Escala: (B= 50 µm) (Imagen propiedad del autor). 

La prevalencia de S. rolfsii en regiones cálidas del mundo, depende en gran medida de las altas 

temperaturas para su desarrollo y la producción de esclerocios. El rango de temperatura para el 

crecimiento máximo del hongo y la formación de esclerocios ocurren de 27-30°C (Aycock, 

1966; Mathur et al., 1977). 

Los esclerocios son considerados como las estructuras de resistencia de este hongo (Willetts, 

1972). Los rizomorfos se entrecruzan y comienzan a formar los esclerocios esféricos, aperlados 

que se tornan color café oscuro cuando maduran. Los esclerocios llegan a medir hasta 10 mm 

de diámetro; pero por lo general se encuentran en rangos de 0.5 a 2.0 mm de diámetro (Singh y 

Dwivedi, 1991). Durante la iniciación de la formación del esclerocio y su desarrollo, cultivado 

en medio artificial, se producen gotas de exudado, las cuales están compuestas de cationes, 

proteínas, carbohidratos, aminoácidos, enzimas y ácido oxálico (Christias, 1980). Los 

esclerocios maduros se componen de una corteza exterior melanizada (Chet y Henis, 1968). Los 

esclerocios maduros se componen de aminoácidos, azúcares, ácidos grasos y lípidos (Chet et 
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al., 1967). Coley-Smith y Cooke, (1971) informaron, que el esclerocio de S. rolfsii puede 

sobrevivir hasta cinco años. Se han descrito por Punja y Grogran, (1981), dos formas de 

germinación: hifal y eruptivo. La germinación hifal se caracteriza por el crecimiento de micelio 

(hifas) de la superficie del esclerocio, su crecimiento no es extenso a menos que una fuente 

externa de nutrientes estén disponibles. Por otro lado, la germinación eruptiva se caracteriza por 

agregados de micelio que estallan a través de la corteza esclerótica, estos solo germinan 

eruptivamente una vez, ya que los materiales almacenados internos se utilizan durante el 

crecimiento del micelio. La corteza es todo lo que queda después de la germinación eruptiva 

(Punja y Grogran, 1981). 

 

4.3.4. Ciclo de la enfermedad de Sclerotium rolfsii  

 

 

Figura 4. Ciclo de la pudrición blanda de la papa causada por S. rolfsii (teleomorfo: Athelia rolfsii) 

en planta de manzana (los síntomas son similares en diferentes cultivos) (Aycock, 1966). 

 

En Sinaloa, después de sobrevivir el verano, el crecimiento de hifas de S. rolfsii se reanuda a 

partir de tejidos infectados y esclerocios en germinación. Se produce una penetración directa 

cuando las hifas entran en contacto con tejidos susceptibles como: corona, raíces, bulbos, frutos 

u hojas, sin embargo, las heridas le facilitan la penetración. La infección de los tallos inferiores, 

raíces, bulbos, frutos y hojas puede ocurrir si el tejido es susceptible y si la temperatura, la 
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humedad y otros factores ambientales son favorables. Las hifas pueden ser intracelulares o 

intercelulares. El hongo produce ácido oxálico y celulasa, los cuales actúan para provocar la 

separación y muerte de las células. Los síntomas de podredumbre blanda se presentan de dos a 

cuatro días después de la infección. Cuando la parte inferior del tronco o el tallo están rodeados 

por el hongo resultan la marchitez del follaje, la muerte regresiva de las ramas y la muerte 

completa de la planta (Mullen, 2001). Se producen ciclos secundarios y la enfermedad se 

propaga cuando las hifas entran en contacto con nuevos tejidos sanos susceptibles cuando 

prevalecen las temperaturas cálidas a altas y las condiciones húmedas durante la temporada de 

crecimiento. Además, la producción de basidiósporas puede contribuir a los ciclos secundarios 

(Figura 4). El hongo pasa el verano como esclerocios y micelio en plantas infectadas y restos de 

plantas y, a veces, como capas de himen en desarrollo. La mayoría de los esclerocios se 

producen en o cerca de la superficie del suelo y sobreviven más tiempo en suelos bien drenados 

(Aycock, 1966).  

En la papa, los tubérculos son infectados sobre todo a partir del estolón y el hongo continúa su 

crecimiento sobre la superficie. Los ataques más graves suceden al final de la cosecha y la 

enfermedad puede continuar su desarrollo durante su manipulación y transporte (Aycock, 1966). 

 

4.3.5. Síntomas en papa causado por Sclerotium rolfsii 

Sclerotium rolfsii produce en las plantas de papa, lesiones de color marrón oscuro, las cuales 

aparecen en el tallo, justo debajo de la superficie del suelo, seguido se produce un 

amarillamiento y marchitamiento de las hojas inferiores y por consecuencia el secado de toda la 

planta. Se presenta una capa de micelio blanco, rodeando la parte basal del tallo y raíces, y en 

el suelo esclerocios (Khanna y Jyotsana, 1993).  

Posteriormente, los tubérculos se infectan, se producen hundimientos en las lesiones y se pudren 

en el campo (Figura 5) (Kulkarni et al., 1995). 
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Figura 5. Tubérculo de papa con lesiones causadas por S. rolfsii 

 

4.3.6.  Métodos de control de Sclerotium rolfsii 

 

4.3.6.1. Control químico 

El uso de fungicidas se ha convertido en un método inevitable en el manejo de las enfermedades 

en las plantas, particularmente en papa, esto a causa de la ausencia de disponibilidad de 

variedades resistentes a Sclerotium rolfsii. Algunos fungicidas efectivos contra este patógeno 

son: Carboxin, Carbendazim + Mancozeb, Tridemefon y Propiconazole (Nargund, 1981; 

Kulkarni et al., 1986; Wakil y Gohim, 2000). 

Los fungicidas utilizados contra las enfermedades del suelo son costosos, son tóxicos al 

ambiente por ello se buscan alternativas más viables y amigables con el medio ambiente.  

 

4.3.6.2. Control cultural 

Debido a que no existen variedades de papa resistentes a este patógeno se han desarrollado 

alternativas para el manejo de la enfermedad causada por Sclerotium rolfsii, con frecuencia se 

ha informado el uso de extractos de plantas, las cuales poseen propiedades inhibidoras contra 

organismo patógenos.  Los derivados de origen vegetal son ecológicos, rentables, 

biodegradables y de fácil acceso junto con muchas ventajas adicionales para adaptarse a la 

agricultura de base orgánica (Kulkarni, 2007). Se han realizado estudios algunos sobre el efecto 

de extractos para el manejo de este patógeno, entre ellos; Clerodendrum inerme, Datura 

stramonium, Vincarosea (Narain y Satpathi, 1977), extracto de agua de hojas de Eucalyptus 

rostrataf (Ismail et al., 1989), extractos de hojas de Azadirachta indica, Eucalyptus spp. 
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(Sarvamangala et al., 1993), Agave americana, Clerodendron inerme, Cassia occidentalis, 

Ocimumsanctum, Eupatorium odoratum, Eucalyptus tereticornis y Azadirachta indica (Seshar 

kiran, 2002).  

La rotación de cultivos es una de las prácticas económicas y ecológicas la cual ayuda a reducir 

la incidencia de la enfermedad (Rodríguez et al., 1991). Esta operación tiene efecto sobre la 

eliminación de patógenos en ausencia de un hospedante. Se han probado diferentes cultivos 

como rotación con papa: sorgo, cacahuate, algodón y soya (Chima-Wokocha, 1988; Rodríguez 

et al., 1991). 

 

4.3.6.3. Control biológico 

El uso de materia orgánica (enmiendas orgánicas) para controlar las enfermedades de las plantas 

es un medio potencial con un enfoque indirecto para controlar el patógeno. No sólo reducen la 

intensidad de la enfermedad, sino que también aumentan los antagonistas, la fertilidad del suelo 

y el rendimiento de los cultivos en un grado considerable (Kulkarni, 2007). Algunas de las 

cuales han presentado una eficacia sobre este patógeno son: composta (Danon et al., 2007), 

enmiendas orgánicas (Flores-Moctezuma et al., 2007), extractos de neem, mostaza y haba de la 

India (Lahre et al., 2012).  

Otra alternativa de manejo ideal, barato, duradero y no contaminante es el método biológico. 

Hoy en día se ha puesto a prueba en numerosas ocasiones al antagonista fúngico Trichoderma 

spp. el cual logra tener una inhibición exitosa contra S. rolfsii (Pushpavathi y Rao, 1998; Iqbal 

et al., 1995; Amna et al., 2020). 

 

4.4. Trichoderma spp. 

 

4.4.1. Generalidades de Trichoderma spp. 

Las especies del género Trichoderma según Infante et al. (2009) se caracterizan por ser hongos 

saprófitos, que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia orgánica, misma que 

son capaces de descomponer y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, 

lo que les permite mostrar una mayor plasticidad ecológica.  
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El género Trichoderma es un excelente controlador biológico de una amplia gama de 

fitopatógenos (Fernández, 2001). 

 

4.4.2. Clasificación taxonómica de Trichoderma spp. 

Cuadro 3. Ubicación taxonómica de Trichoderma (NCBI, 2021). 

Reino: Fungí 

Filo: Ascomycota 

División: Mycota 

Subdivisión: Eumycota 

Clase: Sordariomycetes 

Orden: Hypocreales 

Familia: Hypocreaceae 

Género: Trichoderma 

 

4.4.3. Morfología de Trichoderma spp. 

Rifai, (1969), menciona qué, morfológicamente, la mayoría de las colonias de Trichoderma en 

su inicio tienen color blanco o amarillo, que se tornan a verde oscuro, con esporulación densa. 

El micelio es ralo en su mayoría, los conidióforos son ramificados y se presentan como penachos 

compactados, terminan en fiálides donde se forman las esporas asexuales o conidios (Harman, 

2003).  

4.4.4. Mecanismos de acción de Trichoderma 

Se han descrito diferentes mecanismos de acción en organismos del género Trichoderma, que 

regulan el desarrollo de los hongos fitopatógenos. Entre éstos, se encuentra la competencia por 

espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis, los que tienen una acción directa frente 

al hongo fitopatógeno (Lorenzo, 2001). Otros autores sugieren mecanismos que incluyen 

además de los mencionados, la secreción de enzimas y la producción de compuestos inhibidores 

(Haram et al., 1996; Zimand et al., 1996).  
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Trichoderma también presenta otros mecanismos, cuya acción biorreguladora se da de forma 

indirecta, como la inducción de mecanismos de defensa fisiológicos y bioquímicos como es la 

activación en la planta de compuestos relacionados con la resistencia (Harman et al., 2004). 

 

4.4.4.1. Competencia  

La competencia se define la interacción entre dos o más organismos, ante un mismo 

requerimiento (sustrato, nutrientes, luz), resultando en la reducción de la cantidad o espacio para 

algunos de ellos. Las características que favorecen al agente control biológico son la plasticidad 

ecológica, velocidad de crecimiento y desarrollo, y factores externos como tipo de suelo, pH, 

temperatura, humedad, entre otros (Hjeljord y Tronsomo, 1998; Ahmad y Baker, 1987). 

 

4.4.4.2. Micoparasitismo  

El parasitismo o micoparasitismo se puede definir como una oposición entre organismos, en el 

que generalmente están implicadas enzimas extracelulares como quitinasas, celulasas, y que se 

corresponden con la composición y estructura de las paredes celulares de los hongos (Díaz, 

1994). Por ser un proceso complejo, se ha separado en cuatro etapas: 

a) Crecimiento quimiotrófico 

También llamado quimiotropismo positivo, se define como el desarrollo directo hacia un 

estímulo químico. Se ha demostrado que Trichoderma puede detectar a otro organismo a 

distancia, direccionando su crecimiento hacia el patógeno como respuesta a un estímulo químico 

(Chet, 1998). 

b) Reconocimiento 

El reconocimiento se realiza con la interacción entre lectinas y carbohidratos. Las lectinas son 

proteínas enlazadas a azúcares, las cuales unen a las células (Chet et al., 1998). 

c) Adhesión y enrollamiento 

Cuando el reconocimiento resulta positivo, las hifas de Trichoderma se adhieren o enrollan a 

las del hospedante mediante la formación de estructuras parecidas a ganchos y apresorios y 
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secreción de enzimas (Pérez, 2004). La adhesión y enrollamiento de las hifas de Trichoderma 

se lleva a cabo por la asociación de un azúcar de la pared del antagonista con una lectina presente 

en la pared del patógeno (Elad y Chet, 1983). 

d) Actividad lítica 

En la actividad lítica se lleva a cabo la producción de enzimas líticas extracelulares; tales como 

quitinasas, glucanasas y proteasas, las cuales degradan las paredes celulares del hospedante para 

que ocurra la penetración de Trichoderma (Haram et al., 1996). 

 

4.4.4.3. Antibiosis  

La antibiosis es la secreción de antibióticos o metabolitos tóxicos producidos por un 

microorganismo. Sin embargo, existe la posibilidad de formación de cepas del patógeno con 

resistencia a estos (Vero et al., 1999). 

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volátiles y no volátiles, 

algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos sin necesidad de 

interacción (Hjeljord y Tronsomo, 1998).  
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V. HIPÓTESIS 

 

En el suelo donde se produce papa hay al menos una especie de Trichoderma que inhibe in vitro 

significativamente el crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii. 
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VI. OBJETIVOS 

 

6.1.  Objetivo general 

Identificar morfológica y molecularmente especies de Trichoderma y Sclerotium rolfsii y 

evaluar la inhibición in vitro de aislados de Trichoderma spp. contra Sclerotium rolfsii obtenido 

de predios donde se estableció papa (Solanum tuberosum) en Sinaloa. 

 

6.2.  Objetivos específicos 

• Identificar morfológica y molecularmente aislados de Trichoderma spp. y Sclerotium 

rolfsii de predios donde se estableció el cultivo de papa del estado de Sinaloa. 

• Determinar la patogenicidad y virulencia de aislados de S. rolfsii en tubérculos de papa, 

en condiciones en condiciones de laboratorio.  

• Evaluar in vitro la capacidad antagónica de cepas de Trichoderma spp. contra S. rolfsii. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. Área de estudio 

El presente estudio se llevó a cabo en diferentes predios de papa del norte de Sinaloa, 

México, el cual comprende un clima cálido subhúmedo, con temperaturas mínimas 

promedio de 10.5 ° y las máximas promedio de 36 °C. Las lluvias se presentan 

principalmente en verano: con una precipitación anual media de 790 mm (INEGI, 2020).  

El proceso experimental se llevó a cabo en el Laboratorio de Diagnóstico Fitosanitario de la 

Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte (JLSVVF), ubicado en la carretera Los 

Mochis-Ahome Km. 9. Municipio de Ahome. 

 

Figura 6. Ubicación geográfica de la Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte. 

 

7.2. Muestreo de suelos 

Las muestras de suelo del presente estudio se colectaron de 48 predios donde se produjo papa 

en el estado de Sinaloa, en los ciclos agrícolas otoño-invierno (O-I) 2019-2020 y 2020-2021. 

La colecta de cada muestra consistió en tomar cinco submuestras de 500 g de suelo; las cuales 

se colectaron por el método de cinco de oro (al azar) en predios de 10 hectáreas; en cada punto 

de muestreo del lote se excavó a una profundidad de 5-30 cm; las submuestras se colocaron en 

un recipiente; estas se homogenizaron, para posteriormente tomar una muestra representativa 
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de 1 kg. Por último, las muestras se trasladaron al Laboratorio de Diagnóstico Fitosanitario de 

la Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte para su posterior análisis. 

 

7.3.  Obtención y purificación de cepas de Trichoderma spp. provenientes de suelos 

Para la obtención de cultivos puros de Trichoderma a partir de la muestra de suelo de cada uno 

de los predios muestreados, se colocaron 100 g de suelo sobre una charola y se dejó secar a la 

sombra y a temperatura ambiente. 

Posteriormente, de cada muestra se pesó 0.5 g en una balanza analítica (Ohaus Pioneer); 

enseguida se espolvorearon sobre la superficie de una caja Petri de 90 cm de diámetro con medio 

de cultivo PDAA (Agar Dextrosa Papa, acidificado con ácido tartárico al 10 %) (anexo 4 y 5). 

Por último, las cajas Petri se incubaron de seis a 10 días a 28°C (incubadora Yamato IN804). 

Cada muestra se procesó por triplicado. 

Las esporas de las colonias típicas de Trichoderma spp. se tomaron con una aguja estéril. Esta 

se sumergió en un tubo Eppendorf, con 1 ml de agua destilada estéril; la suspensión de esporas 

se homogenizó con un vortex (select Bioproduct) y se realizaron diluciones seriales de esta, la 

cual consistió en transferir transfiriendo 100 µl de la muestra a otro tubo con 900 µl de agua 

destilada estéril de manera consecutiva hasta 10 -4. 

Posteriormente, de cada una de las diluciones obtenidas se tomaron 100 µl con una micropipeta 

(Eppendorf Research) y se colocaron en cajas Petri conteniendo el medio de cultivo PDAA, para 

esto se utilizó el método de siembra extensión en caja. Finalmente, las cajas Petri se incubaron 

a 27 °C por 24 horas (incubadora Yamato IN804). Transcurrido el tiempo, se tomó una espora 

germinada con un bisturí estéril y se transfirió al medio de cultivo ya descrito. Todos estos 

procedimientos se realizaron en condiciones asépticas, en campana de flujo laminar (ESCO 

Airstream vertical). 

 

7.3.1.  Aislamiento y purificación de aislados de Sclerotium rolfsii provenientes de 

suelo 

Los esclerocios se extrajeron de las muestras de suelo, utilizando la técnica de flotador de 

Fenwick (Van Bezooijen, 2006). Se pesaron 500 g de muestra de suelo seco de cada predio y se 
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colocaron sobre el flotador en un tamiz número 20 (850 µm), en la salida de agua se colocó un 

tamiz número 60 (250 µm), esto para eliminar residuos vegetales y lograr la captura de 

esclerocios. Posteriormente se le agregó agua de llave a flujo constante sobre el suelo y el tamiz, 

hasta que filtró en su totalidad, reteniendo en los tamices los esclerocios. Después, los tamices 

se lavaron con abundante agua corriente y se colocó el material en papel absorbente, durante 24 

horas a temperatura ambiente y a la sombra. Transcurrido ese tiempo se procedió a la 

observación bajo el microscopio estereoscópico (SteREO Discovery.V20), se colectaron los 

esclerocios con una pinza de punta fina y se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1 ml. 

etiquetados para cada muestra. 

Los esclerocios obtenidos de cada muestra de suelo, se desinfectaron sumergiéndose en una 

solución de hipoclorito de sodio al 1% (anexo 1) por un minuto; enseguida se realizaron tres 

lavados de agua destilada estéril y se colocaron en papel absorbente estéril y se dejaron secar en 

una campana de flujo laminar (ESCO Airstream vertical) a temperatura ambiente por 20 

minutos. Los esclerocios desinfectados con hipoclorito de sodio y secos se sembraron en medio 

de cultivo PDAA; las cajas se incubaron a 28 °C (24 a 48 horas) (incubadora Yamato IN804). 

Una vez germinados los esclerocios con morfología distintas, se tomó el micelio del punto de 

crecimiento de la colonia con un sacabocado de 3 mm, y se trasfirió al centro de otra caja Petri 

con medio PDAA y se incubaron a 27 °C durante 7-10 días (incubadora Yamato IN804). 

 

7.4. Identificación de Trichoderma spp. mediante caracterización morfológica 

De cada aislado se tomó un disco de micelio de 5 mm de diámetro y se colocó al borde de la 

caja Petri de 90 cm de diámetro con medio PDAA, medio SNA (modificado por Nirenberg, 

1976) (anexo 14), y medio Cornmeal dextrosa agar (anexo 13). Para esto, se realizaron tres 

repeticiones. Seguido, se incubaron durante una semana (para las características macroscópicas 

y microscópicas) a 25º C, 12 h oscuridad y 12 horas de luz fluorescente blanca fría (cámara 

bioclimática Thermoscientif). 

En cuanto a la tasa de crecimiento, se midió el crecimiento de la colonia cada 24 horas, hasta 

que llenaron la caja. El crecimiento se midió desde el borde del disco de inóculo hasta el punto 

más distante de la colonia. Para determinar la tasa de desarrollo micelial utilizó la siguiente 

formula: 
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TC= (Crecimiento final– Crecimiento inicial) /tiempo de incubación 

Por otro lado, en la descripción de las características macroscópicas y microscópicas se 

utilizaron las colonias desarrolladas en medio de cultivo SNA y Cornmeal dextrosa agar. De 

SNA se tomó de la colonia: el color al frente, reverso, tipo de borde, color de hifa, tamaño de 

las pústulas, tipo de desarrollo y color del micelio. En cuanto al medio Cornmeal dextrosa agar 

se tomó: la forma del conidióforo, posición de la clamidospora, forma y tamaño de fiálides y 

conidios. El tamaño y la forma de las fiálides y conidios se midieron de 30 estructuras por 

aislado. Estos fueron observados al microscopio con el objetivo 100X (Axio Imager M2) con la 

técnica de cinta adhesiva y glicerina (Gary and Prakash, 2015).  

 

7.5. Identificación morfológica de Sclerotium rolfsii 

Se utilizaron colonias de tres días de crecimiento, de las cuales se tomó un disco de micelio de 

5 mm de diámetro y se colocó en el centro de una caja de 90 cm de diámetro con medio PDAA, 

esto se realizó tres veces para cada cepa. Las cajas se incubaron a 28 ± 2 °C (incubadora Yamato 

IN804) hasta que el crecimiento del hongo llenó la caja Petri (5-7 días). 

En relación al crecimiento radial fue medido diariamente, a partir del segundo día de incubación 

para calcular, al final del experimento, la tasa de crecimiento (sección 7.4). 

Para esto, se tomó el diámetro de la colonia (largo y ancho), en líneas perpendiculares dibujadas 

en la parte inferior de cada caja de Petri. La última medición de cada cepa se realizó cuando el 

crecimiento micelial del hongo cubrió totalmente la superficie del medio de cultivo contenido 

en la caja de Petri (Guigón et al., 2010).   

Las características de los esclerocios como lo es: color y número promedio de esclerocios se 

obtuvo contando el total de estos sobre el medio de cultivo PDAA contenido en la caja Petri. 

Alternativamente, se midió el tamaño de 30 esclerocios por caja Petri (tres repeticiones) (Prasad 

et al., 2012). 
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7.6. Identificación molecular de Trichoderma spp. y Sclerotium rolfsii 

 

7.6.1. Extracción de ADN por el método CTAB  

Para la extracción de ADN las cepas Sclerotium spp. y Trichoderma spp. Estas se reactivaron 

en el medio de cultivo PDAA. Para realizar esto se colocaron de manera individual tres discos 

de las colonias de cada cepa de ambos hongos en 25 ml de caldo nutritivo (anexo 3) contenidos 

en tubos Falcon. Los cultivos se incubaron a 28 °C con agitación constante durante cinco días a 

150 r.p.m. Posteriormente se pesó 100 mg de micelio y se colocó en tubos Eppendorf de 2 ml, 

a los cual se les agregó 1500 µL de buffer de extracción CTAB al 2% (anexo 6), se maceró con 

un pistilo estéril hasta obtener una masa pastosa, y se agitaron para homogenizar. Los tubos se 

colocaron en un horno (SheLab) a 70 °C por 5 min. Transcurrido el tiempo, estos se dejaron 

enfriar a temperatura ambiente, se agregó 500 µL de cloroformo y agitaron por inversión; 

después, se procedió a centrifugar (Eppendorf 5415R) a 13000 r.p.m. durante 5 min. Sin tocar 

la fase intermedia, se transfirió el sobrenadante a tubos limpios de 1.6 ml, se adicionó 500 µL 

de etanol absoluto, se agitaron y se centrifugaron a 13000 rpm por 3 min. Se decantó el 

sobrenadante, procurando no tirar la pastilla. Se agregaron 300 µL de etanol al 70% (anexo 2), 

se agitaron y centrifugaron a 13000 rpm por 3 min. De nuevo se descantó el sobrenadante. 

Finalmente se dejó secar las pastillas a temperatura ambiente y eludió con 50 µL de agua 

ultrapura (Invitrogen), agregando 2 µL de RNAasa (Promega). 

La presencia e integridad de ADN genómico, se realizó mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (anexo 9), observando las bandas en un fotodocumentador (BioRad). La 

concentración y calidad de ADN se determinó en un NanoDrop One Thermo Scientific. 

 

7.6.2. Amplificación y secuenciación de la región RPB2 para Trichoderma spp. 

Se procedió a la estandarización y amplificación de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), para Trichoderma se utilizaron los oligos: fRPB2-5F (5’-GA(T/C) GA(T/C) (A/C) 

G(A/T) GATCA(T/C) T T(T/C) GG-3’), and fRPB2-7cR (5’-CCCAT(A/G) GCTTG(T/C) 

TT(A/G) CCCAT-3’) (Liu et al., 1999), para amplificar un fragmento de 1100 ± pb de la 

subunidad de ARN polimerasa II (RPB2) (Chaverril et al., 2003). 
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Con respecto a la mezcla de la reacción, fue de 25 µl, conteniendo 1X de buffer, 0.2 µg/µl de 

BSA, 0.2 mM de dNTP´s, 1.5 mM de MgCl2, 0.5 µM de cada oligonucleótido, 0.1 U/µl de 

Gotaq flexi polimerasa (Promega) y 50 ng de DNA, el volumen final se ajustó con agua.  

En cuanto a las condiciones de corrida fueron: la amplificación comprendió una 

desnaturalización inicial de 94°C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 30 

seg, alineamiento a 54 °C por 40 seg y extensión a 72 °C por 45 seg seguidos de una extensión 

final a 72 °C por cinco min. Termociclador Bio-Rad C100 CFX96. Para visualizar los productos 

de la PCR generados, se utilizaron 5µl de producto de reacción y 2 µl 1X de buffer de carga 

(Promega) adicionado con GelRed (Biotium), estos se cargaron en gel de agarosa al 1.5% (anexo 

10). Para determinar el tamaño aproximado de los fragmentos, se utilizó el marcador de peso 

molecular 1,000 pb (Invitrogen), el gel se expuso a 90 Volts durante 60 min. Los fragmentos 

amplificados fueron observados por exposición a luz ultravioleta y se fotografiaron en un 

fotodocumentador (Quantity One de BIORAD). Posteriormente se cuantificó la calidad y 

cantidad del producto final de ADN en un NanoDrop One Thermo scientific y se secuenció en 

la compañía Macrogen Korea. Las secuencias obtenidas se compararon con bases de datos del 

sitio del Genbank del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en 

inglés), colocando cada una de ellas en el programa BLAST-N. Por último, los análisis de 

secuencia y filogenia se realizaron utilizando el software de análisis de genética evolutiva 

molecular MEGA X. Después se alinearon en MUSCLE y el árbol filogenético se realizó con 

el método de unión de vecino, las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de 

máxima probabilidad compuesta. 

 

7.6.3. Amplificación y secuenciación de la región ITS para Sclerotium rolfsii 

Para amplificar la región ITS de Sclerotium se utilizaron los iniciadores generales para hongos: 

ITS1 (5´TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3´) e ITS4 (5´TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

GC 3´) (White et al., 1990) los cuales amplifican un fragmento de 670 ± pb del Espaciador 

Transcrito Interno (ITS, Internal Transcribed Spacer).  

La mezcla de reacción para cada muestra fue de 25 µl, conteniendo 1X de buffer, 0.2 µg/µl de 

BSA, 0.2 mM de dNTP´s, 1.5 mM de MgCl2, 0.5 µM de cada oligonucleótido, 0.1U/µl de Taq 

polimerasa (Promega) y 50 ng de DNA, el volumen final se ajustó con agua.  
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En cuanto a las condiciones de corrida del programa fueron: la amplificación comprendió una 

desnaturalización inicial de 94 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 30 

seg, alineamiento a 57 °C por 40 seg y extensión a 72 °C por 45 seg seguidos de una extensión 

final a 72°C por cinco min. Termociclador Bio-Rad C100 CFX96. 

Por otro lado, se utilizaron 5µl de producto de reacción y 1X de buffer de carga (Promega), para 

realizar la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Para determinar el tamaño aproximado de 

los fragmentos, se utilizó el marcador de peso molecular 100 bp (Promega), el gel se expuso a 

90 Volts durante 60 min. Los fragmentos amplificados fueron observados por exposición a luz 

ultravioleta y se fotografiaron utilizando un fotodocumentador (Quantity One de BIORAD). 

Posteriormente se cuantificó la calidad y cantidad del producto final de ADN en un NanoDrop 

One Thermo scientific y se secuenció en la compañía Macrogen Korea. Las secuencias 

obtenidas se compararon con bases de datos del sitio del Genbank del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés), colocando cada una de ellas en el 

programa BLAST-N.  

Por último, los análisis de secuencia y filogenia se realizaron utilizando el software de análisis 

de genética evolutiva molecular MEGA X. Se alinearon en MUSCLE y el árbol filogenético se 

realizó con el método de unión de vecino, las distancias evolutivas se calcularon utilizando el 

método de máxima probabilidad compuesta. 

 

7.7. Patogenicidad de Sclerotium rolfsii en tubérculos de papa 

Se reactivaron las cepas de Sclerotium rolfsii, sembrando en medio de cultivo PDAA, en cajas 

Petri de 90 mm de diámetro, se sellaron, etiquetaron e incubaron a 28°C por 7 días. 

Para probar la patogenicidad de S. rolfsii, se inocularon tubérculos de papa de la variedad 

Fianna, los cuales fueron lavados y desinfectados con alcohol al 70%, se sumergieron durante 5 

minutos en hipoclorito de sodio al 3%, se secaron a temperatura ambiente, esto antes de proceder 

a la inoculación. 

Posteriormente, se realizaron cámaras húmedas para las pruebas, en las que se utilizaron 

tubérculos sin daño aparente, seguido se realizó una lesión con un sacabocado de 5 mm de 

diámetro y se les colocó un disco de 5mm de micelio del hongo. Cabe señalar, que para cada 
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cepa de Sclerotium rolfsii se inocularon cuatro tubérculos (cuatro repeticiones) var. Fianna, con 

su respectivo testigo, en el cual se colocó sobre el tubérculo discos de PDAA sin inóculo. Las 

cámaras húmedas se incubaron a 28-32 °C. Los datos de temperatura y humedad dentro de la 

cámara húmeda se tomaron cada hora durante la prueba con un Data Logger (Madgetech 

RFRHTemp2000A Wireless Temperature/Humidity Data Logger).  

Por último, la patogenicidad y virulencia de las cepas en los se realizó a los ocho días después 

de la inoculación con el patógeno, para lo cual los tubérculos se cortaron longitudinalmente, 

directamente en la mitad del sitio de la lesión y se midieron el ancho máximo (w) y profundidad 

(d) de la lesión. Esto para determinar la penetración del patógeno (P), la cual se calculó con la 

fórmula de Lapwood et al. (1984): 

P (mm) = (w / 2 + (d-6)) / 2 

También se estimó el porcentaje de podredumbre blanda del tejido de los tubérculos utilizando 

los métodos de Bourne et al. (1981) y Hildenbrand y Ninnemann, (1994). El cual consistió en 

pesar cada tubérculo (Wi), posteriormente se extrajo el tejido dañado (podrido) y se pesaron de 

nuevo (Wf). Utilizando la siguiente formula: 

Tejido podrido (%) = ((Wi-Wf) / Wi) × 100 

Posteriormente, se aisló al patógeno del tejido que presentaron síntomas característicos para 

completar los postulados de Koch. 

Los datos de penetración del patógeno se ajustaron con una regresión logística-log con el 

paquete estadístico SAS 9.0. La normalidad de los datos se verificó con la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov. Los análisis mostraron que las distribuciones de los datos fueron 

normales, los datos se sometieron a ANOVA y las medias se compararon con la prueba de Tukey 

(P ≤0.05). 

Los datos del porcentaje de podredumbre blanda se ajustaron con arc sin con el paquete 

estadístico SAS 9.0. La normalidad de los datos se verificó con la prueba de Kolmogorov-

Smirnov. Los análisis mostraron que las distribuciones de los datos no fueron normales, por lo 

que se analizaron utilizando el método no paramétrico de Kruskal-Wallis. 
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7.8. Evaluación del efecto inhibitorio de cepas nativas de Trichoderma spp. sobre 

Sclerotium rolfsii 

Se realizaron las pruebas de antagonismo, confrontando directamente 25 cepas de Trichoderma 

(TRAE18, TRAE19, TRAE20, TRAF21, TRAU22, TRAU23, TRAE24, TRAE26, TRAU27, 

TRAE28, TRAU29, TRAU30, TRAU31, TRHA33, TRAU34, TRAU35, TRAF36, TRAU37, 

TRAF38, TR39, TR40, TR41, TR42, TR43 y TR44) de tres días de crecimiento contra las cepas: 

SrP4 y SrP17 de S. rolfsii de siete días, ambas en medio de cultivo PDAA. El efecto antagónico 

de Trichoderma sobre el hongo patógeno se determinó mediante el método de cultivos duales 

(Dennis and Webster, 1971). 

Los enfrentamientos se realizaron en cajas Petri de 90 mm de diámetro conteniendo PDAA. 

Como inóculos, se utilizaron discos miceliales de 5 mm de diámetro de cada colonia. El inóculo 

de S. rolfsii, se colocó en la periferia de la caja y el de Trichoderma spp., en el otro extremo. Se 

utilizaron cuatro réplicas (cuatro cajas Petri) por cada combinación de S. rolfsii-Trichoderma. 

Como controles positivos se usaron cultivos individuales de las cepas de S. rolfsii. Las cajas se 

incubaron a 25 °C, 12 horas luz y 12 oscuridad (cámara bioclimática Thermoscientif) (Pacheco 

et al., 2016). 

Para determinar la capacidad antagónica de Trichoderma spp.  se realizaron las mediciones del 

crecimiento de ambos hongos, lo cual inició a las 24 horas después de la siembra y terminó 

cuando S. rolfsii llenó la caja de Petri. 

Se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento micelial del patógeno de prueba, 

utilizando la siguiente ecuación: 

Porcentaje de inhibición: I =C-T/C × 100 

Donde: 

C= Crecimiento del patógeno en control 

T= Crecimiento de patógeno en tratamiento 

 

También se calculó la eficiencia de las especies con la escala de Bell et al. (1892). 
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Cuadro 4. Eficiencia de las especies de Trichoderma contra Sclerotium rolfsii.  

Clase Características 

 1 Trichoderma creció completamente, ocupando toda la placa de Petri de 9 cm. 

2 Trichoderma ocupa al menos el 65% de la placa de Petri. 

3 Trichoderma y S. rolfsii cubren alrededor (40-60%) de la placa de Petri. 

4 Sclerotium rolfsii ocupa al menos el 65% de la placa de Petri sin ninguna interferencia 

aparente por Trichoderma. 

5 Sclerotium rolfsii sobrecreció completamente a Trichoderma, ocupando toda la placa de 

Petri. 

 

Los datos se transformaron con arc sin con el paquete estadístico SAS 9.0. La normalidad de los 

datos se verificó con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los análisis mostraron que las 

distribuciones de los datos no fueron normales, por lo que se analizaron utilizando el método no 

paramétrico de Kruskal-Wallis. Se realizó el mismo análisis estadístico para cada cepa (SrP4 y 

SrP17). 
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VIII. RESULTADOS 

 

8.1. Identificación morfológica de Trichoderma spp.  

Se obtuvieron 25 cepas de Trichoderma spp. (TRAE18, TRAE19, TRAE20, TRAF21, 

TRAU22, TRAU23, TRAE24, TRAE26, TRAU27, TRAE28, TRAU29, TRAU30, TRAU31, 

TRHA33, TRAU34, TRAU35, TRAF36, TRAU37, TRAF38, TR39, TR40, TR41, TR42, TR43 

y TR44) se obtuvieron durante el período de muestreo de suelos de 48 predios del estado de 

Sinaloa. En base a las características morfológicas, resultaron dos especies de Trichoderma: 15 

pertenecieron a la especie Trichoderma asperellum (TRAE18, TRAE19, TRAE20, TRAU22, 

TRAU23, TRAE24, TRAE26, TRAU27, TRAE28, TRAU29, TRAU30, TRAU31, TRAU34, 

TRAU35, TRAU37, TRAF38) y cuatro a Trichoderma harzianum (TRAF21, TRAF36, 

TRAF38 y TRHA33). Las cepas de T. asperellum (Cuadro 6) presentaron una tasa de 

crecimiento en medio de cultivo PDAA de 10-18 mm, en medio SNA 8-14 mm/día. La 

morfología colonial de todas las cepas de T. asperellum presentaron características similares en 

medio de cultivo cornmeal dextrosa agar, donde el color de la colonia varió de verde claro a 

verde oscuro a medida que estas maduraban, borde ondulado y suave, con apariencia flocosa a 

aracnoidea, micelio de color blanco acuoso e hifas hialinas. Pústulas de color verde oscuro, con 

tamaño de 1-2 mm de diámetro. Conidióforos largos y ramificados. Conidios subglobosos a 

ovoides y lisos, estos variaron en tamaño de 2.47-3.78 µm de largo y 2.02-3.05 µm de ancho, 

de color verde. Fiálides lageniformes- delgadas con terminación ramificada, con un tamaño de 

4.2-14.3 µm de largo y 2.6-5.0 µm de ancho. Se observó la presencia de clamidosporas 

intercaladas y terminales (Figura 7). 

Por otro lado, las cepas de T. harzianum (Cuadro 6) presentaron una tasa de crecimiento de 11-

19 mm/día. en medio de cultivo PDAA, y 11-17 mm cada día en medio SNA. Las pústulas 

mostraron un color verde más claro, conidios subglobosos, lisos y pequeños, variaron en tamaño 

de 2.03-2.99 µm de largo y 1.64-2.30 µm de ancho en medio de cultivo cornmeal. Fiálides 

ampuliformes con cuello distintivo y estrecho en la punta, con un tamaño de 5.8-7.2 µm largo y 

2.5-3.0 µm de ancho. Se observó la presencia de clamidosporas intercalar y terminal (Figura 8).  
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Cuadro 5. Características morfológicas de aislados de Trichoderma asperellum y Trichoderma 

harzianum. 

Características 

 T. asperellum T. harzianum 

 

(TRAE18, TRAE19, TRAE20, 

TRAU22, TRAU23, TRAE24, 

TRAE26, TRAU27, TRAE28, 

TRAU29, TRAU30, TRAU31, 

TRAU34, TRAU35, TRAU37, 

TRAF38) 

(TRAF21, TRAF36, TRAF38 y 

TRHA33) 

Colonia 

Crecimiento radial (mm/día) 
PDAA 10-18 11-19 

SNA 8-14 11-17 

Color  Verde claro y verde oscuro Verde claro y verde oscuro 

Borde  Ondulado y suave Ondulado y suave 

Pústulas    1-2 1-2 

Micelio 

Forma  Flocosa y aracnoideo Flocosa y aracnoideo 

Color  Blanco acuoso Blanco acuoso 

Color de hifas  Hialinas Hialinas 

Conidio 

Forma  subglobosos, ovoide, liso, 

verrugoso y grande 
Subglobosos, liso y pequeño 

Tamaño (µm) 
Largo 2.47-3.78 2.03-2.99 

Ancho 2.02-3.05 1.64-2.30 

Conidióforos Forma  Largo y ramificado Ramificados 

Clamidosporas Posición  NA Terminal e intercalada 

Fiálides 

Forma  Lageniformes y delgadas Ampuliformes 

Tamaño (µm) 
Largo 4.2-14.3 5.8-7.2 

Ancho 2.6-5.0 2.5-3.0 
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Figura 7. Morfología colonial y microscópica de Trichoderma asperellum (TRAU18). (A) color de la 

colonia en medio de cultivo PDAA (izquierda) y SNA (derecha) (B-C) pústulas conidiales, (D y E) 

conidióforos y (F) (100x conidios). (B) de medio SNA y (C-F) de medio Cornmeal dextrosa agar. Escala: 

(B y C= 2 mm) (D= 10 µm) (E y F= 5 µm). 

 

Figura 8. Morfología colonial y microscópica de Trichoderma harzianum. (TRHA33). (A) Colonia en 

medio de cultivo PDAA (izquierda) y SNA (derecha) (B-C) pústulas conidiales, (D y E) clamidosporas 

y (F y G) conidióforos (H) conidios (100x). (B) de medio SNA y (C-H) de medio Cornmeal dextrosa 

agar. Escala: (B y C= 2 mm) (D, H= 5 µm) (E, F y G= 10 µm) 
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8.2. Identificación de Sclerotium rolfsii mediante caracterización morfológica 

Un total de 17 cepas de Sclerotium spp. (SrP1, SrP2, SrP3, SrP4, SrP5, SrP6, SrP7, SrP8, SrP9, 

SrP10, SrP11, SrP12, SrP13, SrP14, SrP15, SrP16 y SrP17) se obtuvieron durante el período de 

muestreo de suelos de los 48 predios del estado de Sinaloa. Las cepas presentaron micelio de 

color blanquecino con apariencia fibrosa y algodonosa, en forma de abanico, hifas hialinas, 

septadas, con presencia de fíbulas (Figura 9). Se observaron tonalidades de incolora a 

amarillenta en el reverso de las colonias (Cuadro 7). Los aislados presentaron un crecimiento 

radial de 4-16 mm/día, hasta alcanzar 90 mm de diámetro de la caja entre los cinco y ocho días. 

Cuadro 6. Comparación de características morfológicas de tres especies del género Sclerotium con 17 

cepas de Sclerotium rolfsii (SrP1-SrP17). 

Especie 
Sclerotium 

delphinii 

Sclerotium 

coffeicola 

Sclerotium 

rolfsii 
SrP1-SrP17 

Colonia 

Color Blanquecino Blanquecino Blanquecino Blanquecino 

Forma 

Algodonosa, 

fibrosa en 

forma de 

abanico 

Algodonosa, 

fibrosa en 

forma de 

abanico 

Algodonosa, 

fibrosa en 

forma de 

abanico 

Algodonosa, 

fibrosa en 

forma de 

abanico 

Hifas 
Color Hialino Hialino Hialino Hialino 

Forma Septado Septado Septado Septado 

Fíbulas  Presencia Presencia Presencia Presencia 

Esclerocios 

Color 

Blancos al 

principio, 

marrones en 

la madurez 

Blancos al 

principio, 

marrones en 

la madurez 

Blancos al 

principio, 

marrones en 

la madurez 

Blancos al 

principio, 

marrones en 

la madurez 

Inicio de formación 6 ddi 10 a 15 ddi 10-28 ddi 10-20 ddi 

Tamaño 1.0-3.5 mm 0.7-4.4 mm 0.5-3 mm 0.5-2 mm 
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Figura 9. Características morfológicas de Sclerotium rolfsii (SrP17). (A) Morfología colonial 

en medio PDAA, y esclerocios (flechas rojas); (B) Hifa hialina (flecha amarilla), y fíbulas 

(flecha azul) (100x). Escala: (B= 50 µm). 

 

Los esclerocios se desarrollaron entre los 10 a 20 días después de la inoculación y estos variaron 

en tamaño, presentándose entre los 0.5 a 2 mm de diámetro. Las 17 cepas de Sclerotium rolfsii 

formaron entre 18 a 153 esclerocios por caja Petri (Cuadro 8). 

Cuadro 7. Tamaño y número de esclerocios de cepas de S. rolfsii en medio de cultivo PDAA. 

No. Cepa 
Tamaño esclerocios No. de esclerocios 

promedio por caja Petri Min Max Promedio 

1 SrP1 1.1 1.6 1.3 18 

2 SrP2 0.7 1.1 0.9 66 

3 SrP3 0.8 1.1 1.0 56 

4 SrP4 0.9 1.5 1.1 32 

5 SrP5 1.0 1.9 1.4 137 

6 SrP6 0.9 1.7 1.2 36 

7 SrP7 0.8 1.6 1.1 64 

8 SrP8 0.9 1.4 1.2 30 

9 SrP9 0.9 1.6 1.1 47 

10 SrP10 1.0 1.6 1.3 46 

11 SrP11 1.2 1.7 1.4 48 

12 SrP12 0.6 1.5 1.1 116 

13 SrP13 0.8 1.6 1.1 153 

14 SrP14 1.1 2.0 1.5 19 

15 SrP15 0.6 1.3 1.0 124 

16 SrP16 0.8 1.3 1.0 67 

17 SrP17 0.5 1.6 1.1 55 
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8.3. Identificación de Trichoderma spp. y Sclerotium rolfsii mediante pruebas 

moleculares (PCR) 

 

8.3.1. Amplificación de la región RPB2 para Trichoderma spp. 

Alternativamente a la identificación morfológica de las cepas se procedió a identificar 

molecularmente a estas. Los fragmentos generados en la reacción de PCR de los 19 aislados 

(TRAE18-TRAF38), con los cebadores RPB25F y RPB27CR dieron como resultado productos 

de 1100 pb (Figura 10). 

 

Figura 10. Productos de amplificación por PCR a partir de ADN genómico de cepas nativas de 

Trichoderma (TRAE18-TRAF36) a 1100 pb con los oligonucleótidos RPB25F y RPB27CR. (M) 

Marcador de peso molecular, (+) control positivo de una cepa de Trichoderma, (-) control negativo. 

 

La comparación de las secuencias de las cepas de este estudio con secuencias de la base de datos 

de NCBI-Genbank (MW407163.1, MW407165.1, KP009148.1, KP009068.1, KF425755.1, 

MF043075.1, MW407162.1, MF043069.1, MG917680.1, MF043082.1. y MF043078.1), 

indicaron una similitud del 99-100% con cuatro especies de Trichoderma: T. asperellum, 

(KF425755.1, MFO43082.1 y KP009068.1) con los aislamientos: TRAU22, TRAU23, 

TRAU27, TRAU29, TRAU30, TRAU31, TRAU34, TRAU35 y TRAU37, T. asperelloides 
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(MW407162.1, MW407163.1, MW407165.1 y MW043075.1) con: TRAE18, TRAE19, 

TRAE20, TRAE4, TRAE26 y TRAE28, T. harzianum (MG917680.1) con: TRHA33 y T. 

afroharzianum (KP009148.1, MF043078.1 y MF043078.1) con: TRAF21, TRAF36 y TRAF38. 

(Cuadro 9). 

 

Cuadro 8. Comparación de secuencias de los fragmentos generados con los oligonucleótidos RPB25F y 

RPB27CR, con secuencias documentadas en la base de datos de NCBI. 

 

Las secuencias de Trichoderma TRAE18-TRAF38 se utilizaron para el análisis filogenético del 

RPB2. Las secuencias: TRAU22, TRAU23, TRAU27, TRAU29, TRAU30, TRAU31, 

TRAU34, TRAU35 y TRAU37 se agruparon con cepas de Trichoderma asperellum 

(KF425755.1, MFO43082.1 y KP009068.1); TRAE28, TRAE20, TRAE26, TRAE19, TRAE18, 

TRAE24 con cepas de T. asperelloides (MW407162.1, MW407163.1, MW407165.1 y 

MW043075.1); TRHA33 con T. harzianum (MG917680.1); TRAF21, TRAF36 y TRAF38 con 

T. afroharzianum (KP009148.1, MF043078.1 y MF043078.1) (Figura 11). 

 

Cepa 
Identificación molecular 

RPB2 

Cepa de referencia 

Genbank 

Por. 

cober 

Por. 

Ident 
Procedencia Año Accesión 

TRAE18 T. asperelloides T. asperelloides 67% 99.30% China 2021 MW407163.1 

TRAE19 T. asperelloides T. asperelloides 70% 99.60% China 2020 MW407165.1 

TRAE20 T. asperelloides T. asperelloides 69% 99.80% China 2021 MW407163.1 

TRAF21 T. afroharzianum T.  afroharzianum 60% 99.79% Poland 2015 KP009148.1 

TRAU22 T.  asperellum T.  asperellum 67% 99.11% Poland 2014 KP009068.1 

TRAU23 T.  asperellum T.  asperellum 99% 100% China 2020 KF425755.1 

TRAE24 T. asperelloides T. asperelloides 100% 100% África 2019 MF043075.1 

TRAE26 T. asperelloides T. asperelloides 65% 99.11% China 2020 MW407165.1 

TRAU27 T.  asperellum T.  asperellum 58% 99.29% Poland 2014 KP009068.1 

TRAE28 T.  asperelloides T. asperelloides 70% 99.90% China 2021 MW407162.1 

TRAU29 T.  asperellum T.  asperellum 63% 99.49% África 2019 MF043069.1 

TRAU30 T.  asperellum T.  asperellum 62% 99.20% Poland 2014 KP009068.1 

TRAU31 T.  asperellum T.  asperellum 59% 99.39% Poland 2014 KP009068.1 

TRHA33 T. harzianum T. harzianum 100% 100.00% China 2018 MG917680.1 

TRAU34 T.  asperellum T.  asperellum 99% 100.00% China 2020 KF425755.1 

TRAU35 T.  asperellum T.  asperellum 100% 99.89% África 2019 MF043082.1 

TRAF36 T.  afroharzianum T.  afroharzianum 100% 99.78% África 2019 MF043078.1 

TRAU37 T.  asperellum T.  asperellum 99% 100.00% China 2020 KF425755.1 

TRAF38 T.  afroharzianum T.  afroharzianum 100% 99.78% África 2019 MF043078.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW407165.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CW29TNWV01R
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Figura 11. Filograma del vecino más cercano, basado en secuencias de la región RPB2 
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8.3.2. Amplificación de la región ITS para Sclerotium rolfsii 

Los fragmentos generados por PCR de los 17 aislados (SrP1-SrP17) con los pares de 

oligonucleótidos generales de hongos ITS 1 e ITS4 dieron como resultados productos de 670 pb 

(Figura 12).  

 

Figura 12. Productos de amplificación por PCR de cepas de Sclerotium (SrP1-SrP17) con los 

oligonucleótidos ITS1 e ITS4. (M) Marcador de peso molecular, (+) control positivo de una cepa de 

Sclerotium (-) y control negativo.  

 

Al comparar las secuencias obtenidas, con las bases datos de NCBI-Genbank (KT337426.1:8-

655, MH514002.1:67-704, MN121364.1:24-664, MH256035.1:42-680 y KY175225.1:36-671), 

indicaron del 85-99% de identidad, con varias cepas de Sclerotium rolfsii con diferentes 

procedencias (Cuadro 10). 
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Cuadro 9. Secuencias documentadas en la base de datos de NCBI, comparadas con los fragmentos 

generados con los oligonucleótidos ITS1 e ITS4. 

 

Las 17 secuencias de Sclerotium SrP1-SrP17 se utilizaron para el análisis filogenético de ITS. 

Todas se agruparon con cepas típicas de Sclerotium rolfsii de la base de datos de GenBank 

(Figura 13) de cuatro regiones del mundo: China (MH256035.1), India (MN121364.1), Estados 

Unidos (KY175225.1) y Blangladesh (MH514002.1) (Cuadro 10). 

 

 

Cepa 
Identificación molecular 

ITS 

Cepa de referencia 

GenBank 

Por. 

cober 

Por. 

Ident 
Procedencia Año Accesión 

SrP1 S. rolfsii S. rolfsii 95% 91.73% Bangladesh 2018 MH514002.1 

SrP2 S. rolfsii S. rolfsii 52% 94.54% China 2018 MH256035.1 

SrP3 S. rolfsii S. rolfsii 98% 90.34% India 2015 KT337426.1 

SrP4 S. rolfsii S. rolfsii 49% 96.43% China 2018 MH256035.1 

SrP5 S. rolfsii S. rolfsii 68% 99.53% Estados Unidos 2016 KY175225.1 

SrP6 S. rolfsii S. rolfsii 67% 99.53% Estados Unidos 2016 KY175225.1 

SrP7 S. rolfsii S. rolfsii 39% 90.22% India 2019 MN121364.1 

SrP8 S. rolfsii S. rolfsii 96% 90.71% Bangladesh 2018 MH514002.1 

SrP9 S. rolfsii S. rolfsii 41% 90.12% India 2019 MN121364.1 

SrP10 S. rolfsii S. rolfsii 63% 97.87% China 2018 MH256035.1 

SrP11 S. rolfsii S. rolfsii 80% 92.94% India 2015 KT337426.1 

SrP12 S. rolfsii S. rolfsii 68% 99.08% India 2019 MN121364.1 

SrP13 S. rolfsii S. rolfsii 76% 99.07% India 2019 MN121364.1 

SrP14 S. rolfsii S. rolfsii 98% 85.45% India 2015 KT337426.1 

SrP15 S. rolfsii S. rolfsii 97% 89.77% Bangladesh 2018 MH514002.1 

SrP16 S. rolfsii S. rolfsii 97% 92.27% India 2019 MN121364.1 

SrP17 S. rolfsii S. rolfsii 67% 99.37% Estados Unidos 2016 KY175225.1 
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Figura 13. Filograma del vecino más cercano, basado en secuencias de la región ITS 

 

8.4. Patogenicidad de Sclerotium rolfsii en tubérculos de papa 

Después de ocho días de la inoculación se encontró que todas las cepas eran patogénicas en 

tubérculos de papa de variedad Fianna. Las lesiones producidas después de la inoculación, 

fueron similares a las lesiones de podredumbre blanda inducidas por Sclerotium rolfsii en 

campo. Los síntomas se presentaron como pudriciones blanda circulares e irregulares con borde 

café (Figura 14), mientras que los tubérculos control permanecieron sanos. 
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Figura 14. Síntomas de podredumbre blanda en tubérculos de papa variedad Fianna, 

causados por la cepa SrP17 de Sclerotium rolfsii mediante inoculación artificial. (A) 

Tubérculos con síntomas de S. rolfsii en cámara húmeda. (B y C) lesiones causadas por 

S. rolfsii. (D) Corte longitudinal de tubérculo de papa con pudrición blanda.  

 

La penetración en los tubérculos varió de 9.20 a 15.45 mm entre las 17 cepas, presentado 

diferencias significativas (P ≤ 0,05) entre ellas. Sin embargo, la penetración máxima se obtuvo 

de las cepas SrP7 (15.45 mm) y SrP4 (14.70 mm), sin diferencias significativas entre ellas (P ≤ 

0,05). Mientras que la cepa SrP9 obtuvo la mínima penetración (9.20 mm). La cepa SrP10 causó 

una penetración de 13.3 mm, no mostró diferencias significativas respecto a las cepas SrP17, 

SrP6, SrP11, SrP1, SrP14 y SrP15 con una penetración de 13.2, 12.7, 12.7, 12.6, 12.4 y 12.3 

mm de forma respectiva (Cuadro 11). 
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Cuadro 10. Penetración del patógeno en tubérculos de papa con 17 cepas de Sclerotium rolfsii (SrP1-

SrP17). 

Penetración del patógeno 

Cepa N P (mm) Media 

SrP7 5 15.5 2.73 a* 

SrP4 5 14.7 2.68 a 

SrP10 5 13.3 2.58 b 

SrP17 5 13.2 2.57 bc 

SrP6 5 12.7 2.54 bcd 

SrP11 5 12.7 2.53 bcd 

SrP1 5 12.6 2.52 bcd 

SrP14 5 12.4 2.51 bcde 

SrP15 5 12.3 2.50 bcde 

SrP16 5 12.2 2.49 cdef 

SrP8 5 12.0 2.48 def 

SrP12 5 11.5 2.43 efg 

SrP2 5 11.2 2.41 fg 

SrP5 5 11.0 2.39 gh 

SrP13 5 10.7 2.36 gh 

SrP3 5 10.3 2.32 h 

SrP9 5 9.2 2.21 i 

Testigo 5 0.0 0.00 j 

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p > 0.05). 

N= repeticiones 

P= penetración del patógeno 

 

Por otro lado, los porcentajes de podredumbre variaron de 2.59% a 11.51% con diferencias 

significativas (P ≤ 0,05) entre las cepas. El porcentaje máximo de pudrición se obtuvo de la cepa 

SrP4 (11.51%) y el mínimo lo obtuvo SrP9 (2.59%), esta última cepa no mostró diferencias 

significativas respecto a las cepas SrP13, SrP3 y SrP12 con un porcentaje de 3.63, 4.03 y 4.79 

de forma respectiva, pero si respecto al resto de los aislados (P=0.05). La cepa SrP14 con 

porcentaje de 5.44, no mostró diferencias significativas (P=0.05) respecto a las cepas SrP5, 

SrP2, SrP16 y SrP8 (5.4, 5.84, 5.66 y 6.35%) respectivamente (Cuadro 12). 

 

 

 



56 

Cuadro 11. Porcentaje de podredumbre blanda en tubérculos de papa con 17 cepas de Sclerotium rolfsii 

(SrP1-SrP17). 

Porcentaje de podredumbre blanda 
 

Cepa % Medias 

Testigo 0 0 a* 

SrP9 2.59 3 ab 

SrP13 3.63 4 abc 

SrP3 4.03 4 abc 

SrP12 4.79 5 abcd 

SrP14 5.44 5 bcde 

SrP5 5.4 5 bcde 

SrP2 5.84 6 bcde 

SrP16 5.66 6 bcde 

SrP8 6.35 6 bcde 

SrP1 6.55 7 cdef 

SrP15 7.63 8 defg 

SrP11 7.83 8 defg 

SrP17 7.99 8 defg 

SrP6 8.31 8 efg 

SrP7 10.32 10 fg 

SrP10 10.54 11 fg 

SrP4 11.51 12 g 

*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05), Kruskal-Wallis. 

 

Para dar cumplimiento a los postulados de Koch, se reaislaron del tejido sintomático de los 

tubérculos inoculados en PDAA. La morfología de la colonia, presencia de fíbulas y esclerocios 

coincidió con la inoculación original.  

 

8.5. Efecto inhibitorio in vitro de cepas nativas de Trichoderma sobre Sclerotium 

rolfsii 

Las pruebas de efecto inhibitorio in vitro mostraron que 24 de las 25 cepas utilizadas inhibieron 

significativamente las dos cepas de S. rolfsii (SrP4 y SrP17), con inhibición del 51.5% a 69.7% 

en SrP4 y 57.6% a 59.6% en SrP17 (Cuadro 13).  

Las cepas de Trichoderma TR40 y TR41 mostraron el mayor potencial para inhibir el 

crecimiento micelial de SrP4 con una media de 56.6 para ambas, seguida de las cepas TRAU34, 

TRAU35, TRAE19, TRAE24, TRAE18, TRAU37, TRAU30 y TR44 con media de 53.8, 53.8, 
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53.8, 53.8, 54.8, 54.8, 54.8 y 54.8, todas escalas dos, sin diferencias significativas entre ellas (P 

≤ 0,05) (Cuadro 13) (Figura 15). En cambio, la cepa TRHA33 (escala 4) con media 27.4 mostró 

el menor porcentaje, seguido de TRAU31 (escala 3), TR43 (escala 3), TR39 (escala 3), TRAE28 

(escala 3), TRAF21 (escala 2), TR42 (escala 2), TRAE26 (escala 2), TAF38 (escala 2), TRAF36 

(escala 2) y TRAU29 (escala 2) con medias 45.9, 49.4, 49.4, 50.2, 51.1, 52, 52, 52, 52 y 52 de 

forma respectiva contra SrP4, sin diferencias significativas (Cuadro 13). 

 

 
Figura 15. Antagonismo in vitro de Trichoderma (izquierda) contra S. rolfsii (SrP4) (derecha). (A) cepa 

de Trichoderma TRAE24 (escala 2). (B) Trichoderma TRAU29 (escala 2). (C) Trichoderma TRAE28 

(escala 3). (D) Trichoderma TRHA33 (escala 4). 

 

Las cepas de Trichoderma TRAU34, TR41, TR40, TRAE24, TRAU31 y TAU30 con una media 

de 56.6 mostraron el más alto potencial para inhibir el crecimiento micelial de SrP17, con escala 

dos, seguido de TRAU35, TRAU29, TRAE19, TRAF36, TR39, TRAU37, TRAE18 con medias 

54.76, 54.76, 54.76, 54.76, 54.76, 55.67 y 55.67 % respectivamente, sin diferencias 

significativas entre ellas (Cuadro 13) (Figura 16). Por otro lado, la cepa de Trichoderma 

TRHA33 (escala 4) con media 30.53 mostró el menor porcentaje de inhibición contra SrP17, 
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seguido de TR43 (escala 3), TRAE28 (escala 3), TRAF38 (escala 2), TRAE26 (escala 2), 

TRAE20 (escala 2), TRAF21 (escala 2), TRAU23 (escala 2) y TR42 (escala 2), con medias 

49.37, 50.24, 51.12, 52, 52, 52, 52.89, y 52.89 % sin diferencias significativas entre ellas 

(Cuadro 13) (Figura 16).  

 

 
Figura 16. Antagonismo in vitro de Trichoderma (izquierda) contra S. rolfsii (SrP17) (derecha). (A) cepa 

de Trichoderma TR39 (escala 2). (B) Trichoderma TRAU23 (escala 2). (C) Trichoderma TRAE28 

(escala 3). (D) Trichoderma TRHA33 (escala 4). 
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Cuadro 12. Antagonismo in vitro de 25 cepas de Trichoderma spp. (TRAE18-TR44) contra Sclerotium 

rolfsii (SrP4 y SrP17), con puntaje (1-5) de acuerdo a la escala de Bell et al., 1982. 

Antagonismo de Trichoderma spp. contra Sclerotium rolfsii 

Cepa SrP4 de S. rolfsii Cepa SrP17 de S. rolfsii 

Tratamiento 
% de 

inhibición 

Puntaje (escala 

de Bell et al., 

1982) 

Medias Tratamiento 
% de 

inhibición 

Puntaje (escala 

de Bell et al., 

1982) 

Medias 

Testigo  0 (0) ** 5 0 a* Testigo 0 (0) ** 5 0 a* 

SrP4-TRHA33 21.2 (27.4) 4 27.4 a SrP17-TRHA33 25.8 (35.5) 4 30.53 ab 

SrP4-TRAU31 51.5 (45.8) 3 45.9 ab SrP17-TR43 57.6 (49.4) 3 49.37 ab 

SrP4-TR43 57.6 (49.4) 3 49.4 ab SrP17-TRAE28 59.1 (59.2) 3 50.24 ab 

SrP4-TR39 57.6 (49.4) 3 49.4 ab SrP17-TRAF38 60.6 (51.1) 2 51.12 ab 

SrP4-TRAE28 59.1 (50.2) 3 50.2 ab SrP17-TRAE26 62.1 (52.0) 2 52 abc 

SrP4-TRAF21 60.6 (51.1) 2 51.1 ab SrP17-TRAE20 62.1 (52.0) 2 52 abc 

SrP4-TR42 62.1 (52.0) 2 52 abc SrP17-TRAF21 62.1 (52.0) 2 52 abc 

SrP4-TRAE26 62.1 (52.0) 2 52 abc  SrP17-TRAU23 63.6 (52.9) 2 52.89 abcd 

SrP4-TRAF38 62.1 (52.0) 2 52 abc SrP17-TR42 63.6 (52.9) 2 52.89 abcd 

SrP4-TRAF36 62.1 (52.0) 2 52 abc SrP17-TR44 65.2 (53.8) 2 53.85 bcd 

SrP4-TRAU29 62.1 (52.0) 2 52 abc SrP17-TRAU27 65.2 (53.8) 2 53.85 bcd 

SrP4-TRAU27 63.6 (52.9) 2 52.9 bcd SrP17-TRAU22 65.2 (53.8) 2 53.85 bcd 

SrP4-TRAU23 63.6 (52.9) 2 52.9 bcd SrP17-TRAU35 66.7 (54.8) 2 54.76 cde 

SrP4-TRAU22 63.6 (52.9) 2 52.9 bcd SrP17-TRAU29 66.7 (54.8) 2 54.76 cde 

SrP4-TRAE20 63.6 (52.9) 2 52.9 bcd SrP17-TRAE19 66.7 (54.8) 2 54.76 cde 

SrP4-TRAU34 65.2 (53.8) 2 53.8 cde SrP17-TRAF36 66.7 (54.8) 2 54.76 cde 

SrP4-TRAU35 65.2 (53.8) 2 53.8 cde SrP17-TR39 66.7 (54.8) 2 54.76 cde 

SrP4-TRAE19 65.2 (53.8) 2 53.8 cde SrP17-TRAU37 68.2 (55.7) 2 55.67 de 

SrP4-TRAE24 65.2 (53.8) 2 53.8 cde SrP17-TRAE18 68.2 (55.7) 2 55.67 de 

SrP4-TRAE18 66.7 (54.7) 2 54.8 de SrP17-TRAU34 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

SrP4-TRAU37 66.7 (54.7) 2 54.8 de SrP17-TR41 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

SrP4-TRAU30 66.7 (54.7) 2 54.8 de SrP17-TR40 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

SrP4-TR44 66.7 (54.7) 2 54.8 de SrP17-TRAE24 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

SrP4-TR41 69.7 (56.6) 2 56.6 e SrP17-TRAU31 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

SrP4-TR40 69.7 (56.6) 2 56.6 e SrP17-TRAU30 69.7 (56.6) 2 56.6 e 

*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (P > 0.05), Kruskal-Wallis. 

**Las cifras entre paréntesis son valor transformado arc sin. 
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IX. DISCUSIÓN  

 

El hongo Trichoderma se encontró en los suelos del estado de Sinaloa, el cual mostró diversidad 

morfológica en los diferentes medios de cultivo; en medio PDAA y SNA las colonias obtenidas 

e identificadas como Trichoderma asperellum presentaron una tasa de crecimiento en medio 

PDA 10-18 mm y SNA 8-14, similares a las reportadas por Guigón-López y colaboradores, 

(2010), mientras que la tasa de crecimiento de los aislados de Trichoderma harzianum 

concordaron con los rangos reportados por Gary y Prakash (2015). El color de las colonias varió 

en las dos especies, de un verde claro a un verde oscuro con bordes ondulados y suaves, mientras 

que el micelio presentó color blanco acuoso con hifas hialinas y las postulas tuvieron un rango 

similar entre ambas especies, mientras que el micelio presentó color blanco acuoso con hifas 

hialinas (Rai et al., 2019).  

Por otro lado, la forma y tamaño de los conidios de T. asperellum en medio Cornmeal dextrosa 

agar, coincidió con lo descrito por Gary y Prakash (2015) quienes reportaron conidios 

subglogbos, ovoides, lisos y en pocas ocasiones verrugosos. Del mismo modo, concordaron con 

la forma larga y ramificada de los conidióforos, clamidosporas en posiciones intercaladas y 

terminales y fiálides lageniformes y delgas con tamaños similares a los obtenidos en este trabajo. 

En cuanto a T. harzianum presentó conidios subglobos, lisos y pequeños, con tamaños similares 

a los registrados por Gary y Prakash (2015), a su vez, presentaron conidióforos ramificados, 

clamidosporas en posiciones intercaladas y terminales y fiálides ampuliformes con tamaños 

similares a los reportados por Gary y Prakash (2015). 

Por otro lado, Mahadevakumar y colaboradores (2016) encontraron que los aislados de 

Sclerotium rolfsii presentan distintas características morfológicas, tanto en su colonia como en 

los esclerocios, a causa de la extensa gama de hospedantes y condiciones climáticas en donde 

se desarrolla. 

Las características morfológicas de las colonias y la pigmentación de los esclerocios de los 

aislados de Sclerotium, permitieron la identificación de la especie S. rolfsii. Respecto a la tasa 

de crecimiento obtenida, presentó similitud a lo consignado por Prasad et al. (2012). Okereke 

and Wokocha, (2007) reportan que la variación en el crecimiento de los aislados se debe a 

diferencias en los niveles de nutrientes, ecología o diferencias genéticas.  
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Las colonias de S. rolfsii exhibieron apariencia esponjosa, fibrosa y en forma de abanico (Paparu 

et al. 2020). Los esclerocios exhibieron color marrón claro a marrón oscuro conforme a su grado 

de maduración, totalmente similares a las estructuras morfológicas publicadas por Zhou et al. 

(2019). Así mismo, el tamaño de los esclerocios fue similar a los registrado por Díaz et al. 

(2018). Con respecto a la producción de esclerocios, en este estudio concordó con lo reportado 

por Ayed et al. (2018); su formación inició en el mismo periodo registrado por Mahadevakumar 

et al. (2018). Distinto a lo consignado por Paparu et al. (2020), quienes registran la producción 

de esclerocios 28 días después de la inoculación.  

Por otra parte, con base a la región RPB2 se elaboró un árbol filogenético, se obtuvieron cuatro 

especies de Trichoderma, cepas registradas por Jaklitsch y Voglmayr, (2015) y Athafah et al. 

(2020), quienes reportan que esta región genera arboles más completos en la identificación de 

especies de este hongo. Así mismo, se elaboró otra filogenia con base a la región ITS para la 

identificación de especies de Sclerotium rolfsii lo que resultó en la unión de los aislados a un 

clado y así se logró la identificación de la especie S. rolfsii, resultados que coinciden con lo 

reportado por Mahadevakumar y colaboradores (2018). 

La patogenicidad de los 17 aislamientos de S. rolfsii se demostró en tubérculos de papa y 

mostraron diferentes grados de virulencia, con signos y síntomas característicos de podredumbre 

blanda, similar a lo registrado por Daami-Remadi et al. (2007) quienes reportan patogenicidad 

en tubérculos de papa variedad Spunta. Estos resultados son de suma importancia, pues abre un 

camino a investigaciones futuras, donde se podrían incluir estudios de patogenicidad de estas 

especies in planta, en invernadero o campo, ya que no existe información de este tipo en el 

cultivo de papa en México. 

Los aislados de Trichoderma asperellum, T. asperelloides y T. afroharzianum mostraron 

potencial en el control de Sclerotium rolfsii, resultados similares a los reportados por Vineela et 

al. (2020), quienes registran que las cepas de T. hamatum, T. harzianum y T. viride inhibieron 

de un 71.9-74.7% el crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii. Por esto, se justifica el continuar 

con estudios con este antagonista en condiciones de invernadero y en futuro, en campo, para así, 

determinar su potencial como agente de biocontrol.  
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X. CONCLUSIONES 

 

• Las cepas del género Trichoderma obtenidas de suelos de cultivos de papa del estado de 

Sinaloa, son de Trichoderma asperellum, T. asperelloides, T. afroharzianum y T. 

harzianum, mientras que los 17 aislados de esclerocios pertenecen a Sclerotium rolfsii. 

Por otro lado, Trichoderma asperellum, T. asperelloides, T. afroharzianum inhiben el 

crecimiento micelial de S. rolfsii in vitro. 

• Las cepas de S. rolfsii resultaron patogénicas en tubérculos de papa var. Fianna y 

mostraron diferentes grados de virulencia sobre tubérculos de papa variedad Fianna en 

condiciones de laboratorio in vitro.  
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XII. ANEXOS 

 

1. Hipoclorito 1% 

Cloro comercial (Cloralex)……. 83.333 ml 

Agua destilada………................. 916.667 ml 

 

2. Etanol al 70% 

Etanol absoluto………… 700 ml 

Agua destilada………… 300 ml 

 

3. Caldo nutritivo 

Caldo nutritivo………… 8 g 

Agua destilada…………. 1000 ml 

 

4. Agar Dextrosa y Papa (PDA)* 

PDA……………………. 39 g 

Agua destilada…………. 1000 ml 

*El medio PDA se prepara acidificado añadiendo 10% (v/v) de ácido tartárico. 

 

5. Acido Tartárico 10% 

Ácido tartárico………… 10 g 

Agua destilada………… 100 ml 
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6. Solución CTAB 2% 

CTAB………………….. 20 g 

NaCl…………………… 82 g 

Tris (Base)……………. 12.100 g 

EDTA…………………. 7.400 g 

Agua destilada………… 1000 ml 

 

7. Búfer TAE 50X (Tris-Ácido acético-EDTA) 

Tris Base………………. 242 g 

Ácido acético glacial*…. 57.1 ml 

EDTA………………….. 18.61 g 

Agua destilada………… 942.9l ml 

 

8. Búfer TAE 1X 

Búfer TAE 50X……….. 20 ml 

Agua destilada………… 980 ml 

 

9. Gel de Agarosa al 1% 

Búfer TAE 1X…………. 80 ml 

Agarosa……………… 0.8 g 
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10. Gel de agarosa al 1.5% 

Búfer TAE 1X…………. 80 ml 

Agarosa………………... 1.2 g 

 

11. Gel de agarosa al 2% 

Búfer TAE 1X…………. 80 ml 

Agarosa……………….. 1.6 g 

 

12. Spezieller Nährstoffarmer Agar (por sus siglas en alemán) (SNA) 

KH2PO4………………….. 1 g 

KNO3……………………… 1 g 

MgSO47H2O……… 0.5 g 

KCI………………. 0.5 g 

Glucosa…………… 0.2 g 

Sacarosa…………... 0.2 g 

Agar………………. 20 g 

Agua destilada…….. 1000 ml 

Este medio ha sido descrito originalmente para las características de especies de Fusarium, en el cual 

se incluyen piezas de papel estériles En este caso se omitirá esa parte.  

 

13. Cornmeal dextrosa agar 
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Cornmeal……………… 2 g 

Dextrosa………………. 10 g 

Agar…………………… 15 g 

Agua destilada………... 1000 ml 

 


