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RESUMEN

Se determinó el efecto de diferentes concentraciones de metribuzina sobre el crecimiento de Trichoderma 

harzianum en condiciones de laboratorio. Se trabajó con cinco concentraciones de metribuzina: 600, 660, 720, 780 y 

840 ppm, además del control  0 ppm. Para evaluar el efecto del herbicida sobre el crecimiento se incorporó 

metribuzina en agar Sabouraud, el cual fue servido en placas petri con la finalidad de obtener las concentraciones 

referidas; por transferencia directa se sembró una porción de micelio de y se incubó a 25ºC por un T. harzianum 

período de 4 días. La recolección de datos se realizó midiendo cada seis horas los radios de crecimiento (mm) 

obtenidos en cada uno de los  ensayos, el menor valor promedio de crecimiento de micelio fue de 10.94 mm. que 

corresponde a la concentración de 840 ppm. Con estos datos se  obtuvieron las curvas de crecimiento,  velocidad de 

crecimiento y porcentajes de crecimiento correspondientes a cada una de los ensayos. Estadísticamente se determinó 

que no existe diferencia significativa en los valores de radios de micelio correspondientes a cada uno de los cinco 

ensayos problema (excepto el control), finalmente se concluye que bajo estas condiciones en laboratorio este 

controlador biológico es susceptible a la metribuzina.
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ABSTRACT

The effect of various concentrations of metribuzin on the growth of  was determined under Trichoderma harzianum

laboratory conditions.  The work was conducted with five concentrations of metribuzin:  600, 660, 720, 780 and 840 

ppm, aside from the 0 ppm control.   To evaluate the effect of the herbicide on growth, metribuzin was incorporated 

into Sabouraud Agar, which was placed in petri plates, in order to obtain the above-mentioned concentrations; a 

portion of  mycelium was seeded by direct transfer and was incubated at 25ºC for a period of 4 days.  T. harzianum

The collection of data was carried out by measuring every six hours the growth radii (mm) obtained in each of the 

tests, the smallest average growth value of mycelium was 10.94 mm., which corresponds to the concentration of 840 

ppm.  The growth curves, growth rates and growth percentages corresponding to each of the tests were obtained with 

these data.  Statistically, it was determined that there does not exist a significant difference among the values for the 

radii corresponding to each of the five problem tests (except the control one). Finally, the conclusion is that, under 

these laboratory conditions, this biological controller is susceptible to metribuzin.
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INTRODUCCIÓN

L a s  e n f e r m e d a d e s  p r o d u c i d a s  p o r 
microorganismos fitopatógenos, tales como 
bacterias, nemátodos u hongos, constituyen la 
mayoría de pérdidas en la producción agrícola 

1,2tanto en cosecha como en post cosecha , 
además las denominadas “malas hierbas”,  
también constituyen un problema que afecta el 

3
rendimiento  de diversos cultivos . La manera 
tradicional de mejorar el rendimiento en los 
cultivos se basa en el empleo de compuestos 
químicos para controlar plagas a niveles que 

4
no causen daños económicos a los cultivos . 
Un tipo de plaguicida son los herbicidas, los 
cuales afectan el desarrollo o la actividad vital 
de las malezas mediante el ataque a una o más 
de sus funciones vitales, obteniendo como 
resultado la muerte de los mismos. Uno de los 
herbicidas uso frecuente es la  metribuzina, 
esta se emplea para eliminar una variedad de 
malezas considerándosele uno de los 
herbicidas con  más amplio espectro. Sin 
embargo, los herbicidas pueden convertirse en 
un serio problema para el agricultor y la 
sociedad, ya que toda sustancia química usada 
en la agricultura puede provocar un efecto 
negativo en el ambiente si es mal aplicada o 
utilizada en altas dosis, pudiendo causar el uso 
prolongado de un mismo plaguicida 
problemas de resistencia, fenómeno que 
consiste en la aparición de biotipos tolerantes 
de una especie anteriormente controlada por 

5un plaguicida .

El control biológico es una alternativa al uso 
exclusivo de productos químicos. Este tipo de 
control consiste en el control de las plagas 
mediante la utilización de enemigos naturales 
con la finalidad de mantenerlas por debajo de 
los niveles de daño económico; Baker y Cook  
definen el control biológico como la reducción 
de la densidad del inóculo o de las actividades 
de un patógeno que produce una enfermedad, 
esto se puede lograr de forma natural o través 
de la manipulación del medio ambiente, 
hospedero, o por la introducción de una 

6
población de uno o más antagonistas , 
pudiéndose emplear como controladores 
biológicos a diversos organismos, destacando 

entre ellos los hongos. 

Muchas especies saprofitas de hongos, son 
antagonistas  de  importantes  plagas, 
incluyendo los organismos patógenos de las 
plantas, malas hierbas e insectos. La mayoría 
de ellos pueden desarrollarse fácilmente en 
medios de cultivos de forma que pueden ser 
producidas en grandes cantidades para ser 
liberados, principalmente como esporas o 
fragmentos de micelio en el medio ambiente. 
Las especies T. harzianun, T. viride y T. virens. 
son  las más efectivas en controlar diversas 
especies de hongos fitopatógenos de suelo que 

7son de importancia agrícola y económica  
encontrándose entre ellos a los géneros 
Armillaria, Botrytis, Chondrostereum, 
Colletotrichum, Dematophora, Diaporthe, 
E n d o t h i a ,  F u l v i a ,  F u s i c l a d i u m , 
Helminthosporium, Pseudoperonospora, 
Rhizopus, Sclerotinia, Venturia, Rhizoctonia, 
Phytophthora, Scletorium, Pythium y 

8
Fusarium . Los mecanismos de acción que  
presenta Trichoderma son micoparasitismo, 
competición, y antibiosis, los que no son 
excluyentes sino que actúan sinérgicamente en 
el control de los patógenos y la importancia 
relativa de cada uno de ellos depende de cada 
pareja de antagonista-patógeno y de las 

9,10  condiciones ambientales . La forma común 
que tiene Trichoderma de controlar a otros 
hongos es el parasitismo directo, además 
secreta celulasas, glucanasas, lipasas, 
proteasas y quitinasas que ayudan a disolver la 
pared celular de las hifas del huésped, 
facilitando la inserción de estructuras 
especializadas de Trichoderma, las que se 
encargan de absorber los nutrientes del interior 
del hongo del huésped, finalmente el micelio 
del hongo parasitado queda vacío y con 

11
perforaciones . A esto se suma la producción 

 

de antibióticos que inhiben el desarrollo de 
otros hongos o bacterias que compiten por 
nutrientes y espacio. Esta competencia es una 
forma efectiva de evitar el crecimiento de 
otros patógenos, sin embargo, para lograr una 
competencia efectiva, es necesario que 
Trichoderma colonice primero o al mismo 

11, 12tiempo que el patógeno . Borrero y Silva 
concluyeron en su investigación que las cepas 
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de T. harzianum y T. viride, presentaron gran 
capacidad antagónica por su alta velocidad de 
c rec imien to ,  demos t ra ron  se r  unos 
organismos altamente agresivos en cuanto a la 
competencia por espacio inhibieron el 
crecimiento de los hongos, Aspergillus 
fumigatus, A. flavus, A. niger, A.  repens, 
Mucor petrinsularis y Rhizopus cohnii; y las 

13bacterias, Pseudomonas sp. y Bacillus sp.  
Castaño en su investigación evaluó la 
capacidad antagonista de 6 asilamientos de 
Trichoderma (T3, Tsp5, Tv1, Tci1 y T235), 
frente a Rhizoctonia solani, obteniendo altos 

14
porcentajes de inhibición micelial . Sin 
embargo como todo plan de manejo integrado 
de plagas, el control biológico no es el único 
tipo de control que se aplica en los campos de 
cultivo, es por ello que se requieren estudios 
acerca  de  la  compat ib i l idad  de  los 
microorganismos biocontroladores frente a los 
compuestos químicos; a nivel local se 
realizaron diversos trabajos de investigación 

15
referidos a esta problemática, Zumarán , 
determinó el efecto in vitro de concentraciones 
de metribuzina sobre el crecimiento y 
germinación de Paecilomyces lilacinus, 
obteniendo que a mayor concentración de 
metribuzina (960 ppm), menor fue el 
porcentaje de germinación y el crecimiento de 

16P. lilacinus.  Sánchez , determinó el efecto de 
diferentes concentraciones de metribuzina  
sobre el crecimiento y germinación de T. 
viridae, en condiciones de laboratorio, 
obteniendo que a mayor concentración (960 
ppm), menor fue el porcentaje de germinación 
y el crecimiento de T. viride. A pesar que T. 
viride  no desarrolló en las  mayores 
concentraciones de herbicida evaluadas, se 
sabe que posee “resistencia” innata a la 
mayoría de agroquímicos, incluyendo a los 
fungicidas.  No obstante,  el  nivel de 
susceptibilidad difiere entre cepas. Es por esto 
que algunas líneas son seleccionadas por ser 
menos  suscept ib les  a  agroquímicos 

17, 18específicos . En este contexto el presente 
trabajo tiene por finalidad determinar el efecto 
“in vitro” de metribuzina sobre el crecimiento 
de Trichoderma harzianum debido a que aún 
no se conoce el comportamiento de este 

importante controlador biológico cuando es 
confrontado in vitro con este herbicida; los 
resultados que se obtengan  permitirán 
conocer, la susceptibilidad, por parte del 
hongo,  f rente  a  concentraciones  de 
metribuzina aplicables en campo. 

MATERIAL  Y MÉTODOS

1. Material de estudio.

 1.1. Cu l t ivo  puro  de  Tr ichoderma 
harzianum proporcionado por el 
Laboratorio de Fitopatología del 
Departamento de  Microbiología y 
Parasitología de la Universidad 
Nacional de Trujillo.

 1.2. Herbicida metribuzina, bajo el nombre 
®

comercial de Sencor  (Bayer).

2. Procedimiento.

 2.1. Reactivación de los cultivos de T. 
harzianum.

  Esporas de T. harzianum conservadas 
en refrigeración, fueron cultivadas en 
placas de Petri conteniendo Agar 
Sabouradud Dextrosa al 4%, y se 
incubó a 25ºC, a este cultivo se realizó 
l a  i d e n t i f i c a c i ó n  c u l t u r a l  y 
microscópica para la identificación de 
T. harzianum.

 2.2. E v a l u a c i ó n  d e l  e f e c t o  d e  l a 
metribuzina sobre el crecimiento de 
T. harzianum.

  Modificación de la técnica según 
15

Zumarán .

  2.2.1. Preparación del medio de 
cultivo con metribuzina

  Se preparó Agar Sabouraud Dextrosa 
(ASD) al 4% en seis matraces 
conteniendo 100 mL de medio, se 
esterilizó en autoclave y se dejó enfriar 
a 50ºC aproximadamente, luego a  
c i n c o  m a t r a c e s  s e  a d i c i o n ó 
metribuzina en cantidad suficiente para 
obtener una concentración final de 
840,780, 720, 660, 600 ppm, el matraz 
restante no se le agregó el herbicida a 
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fin de utilizarlo como testigo (0 ppm), 
luego el medio de cultivo  fue servido 
en placas de Petri estériles (cinco 
placas por cada concentración).

  2.2.2. Siembra e incubación de 
cultivos.

  A partir del cultivo reactivado, 
mediante transferencia directa, se 
resembró micelio en la parte central de 
placas de Petri conteniendo ASD al 
4%, de acuerdo a su correspondiente 
concentración de metribuzina. Luego 
se  dejó incubar  a  temperatura 
ambiente. Todas las placas fueron 
incubadas a temperatura ambiental 
(23ºC como promedio) durante 4 días.

  2.2.3. Lectura.

   A partir de las 24 horas de siembra de 
T.harzianum  y hasta las  90 horas,   se 
midió el radio de crecimiento (mm.) en 
diferentes direcciones, cada 6 horas, 
con lo cual se obtuvo un radio 
promedio de crecimiento de cada una 
de las concentraciones de metribuzina 
eva luadas .  Pos t e r io rmen te  s e 
construyeron curvas de crecimiento 
para las diferentes concentraciones de 
metribuzina, determinándose la 
velocidad de crecimiento. 

 2.3. Análisis de datos.

  El análisis de datos se llevó a cabo 
utilizando el programa Microsoft 
Office Excel 2007, en base a la prueba 
de Análisis de Varianza Unidireccional 
( A N O VA )  y  a  l a  p r u e b a  d e 
Comparaciones Múltiples mediante el 
método de la Diferencia Mínima 
Significativa (DMS) y de esta manera  
se comparó las medias de los valores de 
crecimiento obtenidos para cada 
concentración de metribuzina. 

RESULTADOS 

La Fig. 1, muestra las curvas de crecimiento 
(mm.) de T. harzianum a concentraciones de 0, 
600, 660, 720, 780 y 840 ppm durante el 90 

horas, se observa diferencias entre la curva de 
crecimiento del control y  las curvas de 
crecimiento experimentales.

La Fig. 2, muestra los valores de velocidad de 
crecimiento,  la  mayor  velocidad de 
crecimiento (1.044 mm/h) lo presentó el 
control y la menor velocidad de crecimiento      
(0.1335 mm/h) corresponde al ensayo con una 
concentración de 840 ppm de metribuzina.

La Fig. 3, representa el porcentaje de 
crecimiento alcanzado por T. harzianum , se 
tomó como referencia de 100 % al crecimiento 
obtenido por el control, mientras que los 
porcentajes de las otras concentraciones 
presentaron una tendencia decreciente; el 
menor porcentaje de crecimiento 18.97% 
correspondió al crecimiento obtenido en la 
concentración de 840 ppm. 

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en cuanto al 
crecimiento de Trichoderma harzianum, 
indican que el efecto de la metribuzina sobre la 
curva y velocidad de crecimiento de este, 
tiende a ser decreciente conforme se 
inc remen ta  l a s  concen t r ac iones  de 
metribuzina (600, 660, 720, 780, 840ppm) a 
comparación del control (0 ppm). (Figuras 1 y 
2); esto concuerda con lo reportado por  

19 15 16Araujo , Zumarán  y Sánchez  quienes 
encontraron que la metribuzina a distintas 
concentraciones ejerce un efecto inhibitorio 
sobre el crecimiento de hongos tales como 
Rhizoctonia solani, Paecilomyces lilacinus y 
Trichoderma viride  respectivamente. Los 
resultados expresados como porcentaje de 
crecimiento (Figura 3), se analizaron  
estadísticamente, determinando que no existe 
d i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i v a  p a r a  l a s 
concentraciones en evaluación (600, 660, 720, 
780 y 840 ppm), en cambio al ser comparada 
cada una de estas concentraciones con el 
control, se determinó que sí existe diferencia 
significativa; esto indica que el crecimiento de 
Trichoderma harzianum , fue el mismo a pesar 
d e  e m p l e a r  m e t r i b u z i n a  a  m e n o r 
concentración, 600 ppm así como a mayor 
concentración de 840 ppm. 
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Fig. 1. Crecimiento de T. harzianum, para cada concentración de metribuzina evaluada,   
durante 90 horas.
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Fig. 2. Valores de velocidades de crecimiento de T. harzianum a diferentes 
concentraciones de metribuzina

Fig. 3. Porcentajes de crecimiento de T. harzianum, a diferentes concentraciones de 
metribuzina durante 90 horas.

  a: p < 0.05: Si existe diferencia significativa.
  b: p>0.05: No existe diferencia significativa.
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Debido a que existe escasa  información de 
cómo la metribuzina interfiere en la velocidad 
de crecimiento y por ende en el crecimiento de 
T. harzianum, los resultados obtenidos se 
explicarán en base a la estructura química de 
la metribuzina, a  características fisiológica de 
hongos,  e investigaciones relacionadas.

La metribuzina pertenece al grupo químico de 
las triazinas asimétricas, las triazinas son 
consideradas dentro del grupo de los 

17
inhibidores clásicos de la fotosíntesis ; su 
acción es bloquear el flujo de electrones del 
fotosistema II de la fotosíntesis mediante el 
acoplamiento de sus moléculas en el nicho 
que deja la plastoquinona Q  (esto detiene la B

fijación de CO , la producción de ATP y 2
19

NADH ), al aceptar electrones donados por 2 

la Q y no poder la clorofila transferir la A 

energía que sigue absorbiendo por la 
presencia de luz, queda excitada y reacciona 
con el O molecular, formando un oxigeno 2 

1singlete ( O ); este último más la clorofila 2

excitada destruyen los lípidos de las 
membranas celulares, dejando escapar el 
contenido celular hacia los espacios 
intercelulares ocasionado la  muerte de la 

20planta .  

T.  h a r z i a n u m  n o  r e a l i z a  p r o c e s o s 
fotosintéticos, pero también realiza procesos 
en los cuales existe transporte de electrones y 
por lo tanto procesos de óxido reducción, 
estos sistemas se detallarán brevemente. Para 
los hongos el sustrato comúnmente oxidado es 

21la glucosa , los azucares o sus derivados se 
degradan inicialmente por una de las tres vías 
que en conjunto se denominan glucólisis: la 
vía de Embden Myerhof-Parnas(EM), la vía 
de la hexosa monofosfato(HM) y la vía de 

22
Entner-Doudoroff(ED) . Un producto final 
importante de estas tres vías es el ácido 
pirúvico que en condiciones oxidativas 
normales, éste se convierte en acetil coenzima 
A y entra al Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(ATC). A partir de la glucólisis y del ciclo ATC 
se forma muy poco ATP, por el contrario se 
producen coenzimas reducidas como NADH  2

y NADPH  a partir de sus equivalentes 2

oxidados y se obtiene energía cuando estas 

coenzimas vuelven a oxidarse al transferir sus 
electrones (y iones hidrógenos asociados) a lo 

22largo las vías respiratorias .

E l  f u n c i o n a m i e n t o  d e  l a  c a d e n a 
transportadora de electrones se logra 
comprender con la ayuda de ciertos 
compuestos químicos que las afectan, se 
denominan inhibidores los cuales bloquean el 
flujo de electrones y por tanto la síntesis de 
ATP e incluyen el monóxido de carbono (CO), 
que previene la reducción de O  hasta agua por 2

oxidasas tipo aa  y también incluyen al 3
-

cianuro (CN ), ácido sulfhídrico (H S) o ácida 2
-sódica (N ), estos se unen fuertemente a los 3

citocromos y bloquean el transporte de 
23electrones . 

La inhibición o el bloqueo del transporte de 
electrones en la fotosíntesis o en la cadena 
respiratoria es un modo de acción común de 
diversos compuestos químicos usados para el 

24control de malezas u hongos fitopatógenos . 
De esta manera así como la metribuzina 
bloquea el transporte de electrones del 
fotosistema II en las plantas, existen diversos 
fungicidas que bloquean el transporte de 
electrones en la cadena respiratoria de los 

25hongos ; entre estos fungicidas, destaca la 
Fenamidona, un fungicida muy activo contra 
un amplio rango de oomycetos parásitos como 
Plasmopara vitícola, Phytophhtora infestans 

26y varias especies de Peronospora . Este 
fungicida presenta una formula estructural 
similar a la metribuzina y su modo de acción 
es el bloqueo del transporte de electrones a 
nivel del citocromo Q (ubiquinona) del 0 

27complejo III de la cadena respiratoria . 

Se debe tener presente que el crecimiento de T. 
harzianum está relacionado con las fases del 
ciclo celular, estas son cuatro G1 (primera fase 
de crecimiento), S (síntesis de DNA), G2 
(segunda fase de crecimiento) y M (mitosis); 
la duración del ciclo se puede hacer variar 
ampliamente dentro de ciertos límites (por 
ejemplo: mediante la regulación del 
suministro de glucosa), y es extraordinario 
que la variación de la duración ocurra 
principalmente, si no es únicamente, en la fase 
G1 mientras que S, G2 y M transcurran dentro 
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de un intervalo de tiempo constante. Esto ha 
dado lugar al concepto de “inicio”; la célula 
sólo entra en la fase S cuando se ha acumulado 
suficiente material (durante G1) para 

22completar el ciclo ; acerca de esto podemos 
28 

mencionar la investigación de Flores quién 
determinó el efecto que ejerce la metribuzina 
sobre organismos no diana para este 
herbicida, “efectos de los herbicidas 
metribuzina y ametrina (triazinas) sin y con 
activación metabólica vegetal in vivo sobre la 
cinética del ciclo celular y el índice mitótico 
en linfocitos humanos en cultivo”; obtuvo lo 
siguiente, a partir de concentraciones 0.3 a 1 
mg/L se registró incremento en la frecuencia 
de células metafásicas de tercera división al 
compararlo con el testigo negativo ,así 
mismo, no se encontraron células en metafase 
ni en otra fase de la división de los linfocitos 
sino sólo células no estimuladas a partir de 1.5 
mg/L (concentración menor a la empleada en 
el presente estudio)

Por lo mencionado anteriormente, que tanto la 
metribuzina como la fenamidona tienen como 
sitios de acción a las moléculas de quinona 
(coenzima Q) interfiriendo en el transporte de 
electrones de la fotosíntesis y de la cadena 
respiratoria respectivamente, se podría 
proponer que la metribuzina haya actuado de 
manera  s imi la r  que  la  fenamidona , 
bloqueando el transporte de electrones en la 
cadena respiratoria de T. harzianum. De este 
modo, influye en la prolongación  del tiempo 
de duración de la fase S, dado que si no existe 
un normal proceso de respiración entonces 
tampoco se obtendrá los intermediarios y 
productos necesarios para continuar el ciclo 
celular. Como consecuencia de ello se ve 
disminuida la velocidad de crecimiento y con 
ello el crecimiento radial de micelio, también 
se debe considerar que en el efecto 
biocontrolador  de  es te  hongo es tán 
considerados la actividad de elementos tales 
como enzimas, B (1,3)-glucanasa, quitinasa 

29además de ciertos antibióticos  y cada uno de 
estos son producidos en el metabolismo 
secundario, por lo tanto si no se realiza 
adecuadamente el metabolismo primario, 

como consecuencia se altera la producción de 
los elementos antes descritos y por lo tanto el 
efecto antagónico de T. harzianum.

Es importante mencionar la disminución de 
los valores de velocidad de crecimiento hasta 
una quinta parte (600 ppm), en comparación al 
mejor valor de velocidad de crecimiento 
encontrada (0 ppm) (Fig. 3), esto se debería a 
que los hongos son capaces de adaptarse y 
generar cierto grado de “resistencia” para este 
herbicida, ya que son naturalmente resistentes 
a muchos compuestos tóxicos incluyendo 
herbicidas, fungicidas y pesticidas tales como 

11el DDT y compuestos fenólicos . El 
mecanismo que permite el crecimiento de T. 
harzianum  puede estar asociada a sistemas de 

30
transporte ABC .

 Dado que en nuestro medio el uso y la libre 
comercialización de la metribuzina están 

31
permitidos  se debe tener presente que en una 
aplicación de MIP que involucre a T. 
harzianum y al herbicida, resultaría más 
provechoso que la aplicación de metribuzina 
sea posterior a la del hongo, asegurando un 
tiempo suficiente para el desarrollo de este 
controlador y de esta manera ambos 
controladores podrían ejercer su mejor efecto.

Finalmente, los resultados expuestos en el 
presente trabajo de investigación,  son válidos 
solo en condiciones de laboratorio, siendo 
necesario realizar evaluaciones en campo para 
lo cual se debe tener presente factores como 
pH, temperatura, tipo de suelo, flora 
microbiana; así mismo sería conveniente 
evaluar la persistencia de la metribuzina en los 
suelos de nuestra región ya que según 

17
Bordjiba y col. , ésta también puede variar 
po r  lo s  f ac to res  ambien ta l e s  an tes 
mencionados. 

CONCLUSIONES

La metribuzina ejerce un efecto inhibitorio 
sobre el crecimiento de Trichoderma 
harzianum en condiciones de laboratorio.

A mayor concentración de metribuzina, en el 
rango de 600 a 840 ppm, T. hazianum presenta 
un crecimiento decreciente.
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