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RESUMEN 

 

Costa Rica actualmente es el país que más aplica agroquímicos por área en el mundo. Por esta razón ha 

surgidoel uso de agentes biológicos como alternativa para el combate de patógenos. Sin embargo, a 

veces éstos no son efectivos ya que no se tiene la certeza del género y especie. Trichoderma es un 

agente biológico ampliamente utilizado, pero es difícil identificar a nivel de especie solo por medio de 

características morfológicas. Además, Trichoderma forma complejos de especies por lo que aumenta la 

importancia de ser correctamente identificado. En este estudio se planteó determinar si características 

deseables para productos de control biológico dependen de las relaciones genéticas en Trichoderma. Se 

analizaron 15 aislamientos monospóricos de Trichoderma nativos de la Región Huetar Norte de Costa 

Rica con efecto antagónico contra patógenos de la piña. Para identificar las especies de este estudio, se 

secuenció el gen del factor de elongación de la traducción 1-α. Se midieron la velocidad de crecimiento 

a las 72 horas y el porcentaje de germinación a las 16 horas. La velocidad de crecimiento promedio de 

las cepas a 25ºC varió desde 0.90 a 1.20 mm/h y el porcentaje de germinación entre un 3% a un 94% a 

las 16 horas. Las distancias genéticas entre las especies se midieron aplicandoseis intermicrosatélites 

(ISSR). Se identificaron cuatro especies: T. reesei, T. spirale, T. asperellum/asperelloides y T. 

koningiopsis. En condiciones controladas laboratorio la cepa 8a (T. reesei) mostró mayor efecto 

antagónico contra dos patógenos de la piña donde F. oxysporum tuvo un crecimiento de 30% en 

presencia de Trichoderma y P. carotovorum un 63%. Las distancias genéticas mostraron una alta 

diversidad inter e intraespecífica. Un test de Mantel determinó que no hay correlación entre la 

distancias genéticas y las distancias euclidianas de los parámetros de crecimiento ni con la respuesta de 

antagonismo. Se concluyó que estas características no son especie dependientes. Sin embargo, es muy 

importante medir estos parámetros ya que son importantes para obtener aislamientos de uso potencial 
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como agentes biológicos en el campo. En condiciones de laboratorio se recomienda darle a cada etapa 

del desarrollo del organismo antagónico características de temperatura, humedad y sustrato adecuadas 

para su buen desempeño como biopesticida. Se deben hacer pruebas a nivel de campo para observar el 

efecto antagónico bajo el ecosistema para así determinar el mejor aislamiento para combatir patógenos. 
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ABSTRACT 
 

Costa Rica is currently the country that most applies agrochemicals by area in the world. For this 

reason, the use of biological agents has emerged as an alternative for the combat of pathogens. 

However, sometimes it does not have effective effects that do not have the certainty of gender and 

species. Trichoderma is a widely used biological agent, but it is difficult to identify a species level only 

by means of morphological characteristics. In addition, Trichoderma forms species complexes so it 

increases the importance of being so identified. In this study it was proposed to determine if the 

desirable properties for the biological control of genetic relationships in Trichoderma. It was pointed 

out 15 monosporic isolates of Trichoderma native to the Huetar Norte region of Costa Rica with 

antagonistic effect against pineapple pathogens. To identify the species in this study, the translation 

elongation factor gene 1-α was sequenced. The growth rate was measured at 72 hours and the 

percentage of germination at 16 hours. The average growth rate of the strains at 25ºC varied from 0.90 

to 1.20 mm / h and the percentage of germination between 3% and 94% at 16 hours. The genetic 

distances between the species were measured by applying six intermicrosatélites (ISSR). Four species 

were identified: T. reesei, T. spirale, T. asperellum / asperelloides and T. koningiopsis. Under 

controlled conditions, laboratory strain 8a (T. reesei) had a greater antagonistic effect against two 

pineapple pathogens where F. oxysporum had a 30% growth in the presence of Trichoderma and P. 

carotovorum by 63%. The genetic distances are a high inter and intraspecific diversity. A Mantel test 

determined that there is no correlation between the genetic distances and the Euclidean distances of the 

growth parameters nor with the antagonism response. It was concluded that these characteristics are not 

dependent species. However, it is very important to measure these parameters since it is important to 

obtain isolates of potential use as biological agents in the field. In laboratory conditions it is 
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recommended to give each stage of the development of the antagonistic organism characteristics of 

temperature, humidity and substrate suitable for its good performance as a biopesticide. Field tests must 

be done to observe the antagonistic effect under the ecosystem in order to determine the best isolation 

to combat pathogens. 
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INTRODUCCIÓN 

 
El manejo de las arvenses, insectos y patógenosconstituye un objetivo prioritario de las 

prácticas agrícolas. Esta actividad se ha desarrollado de manera poco eficaz, y ha sufrido un 

impulso a raíz de la segunda revolución verde con la aparición de abonos y plaguicidas 

químicos al final del siglo XlX, los cuales provocan una inminente contaminación del suelo 

y de los cultivos (Castillo 2005). En Costa Rica el constante crecimiento del monocultivo 

de la piña, genera un aumento en las aplicaciones de productos agroquímicos para 

mantenerlo libre de arvenses y enfermedades. Esta situación tiene como consecuencia 

problemas en la salud humana por la contaminación de mantos acuíferos con los residuos 

que se generan (Arboleda y Aguirre 2008). 

Navarro y Gómez (2015), indican que la producción de piña en Costa Rica ha llegado hasta 

40000ha sembradas, y que está enfocado a la exportación principalmente a Estados Unidos 

y países Europeos. La región Huetar Norte tiene 11170 ha sembradas del monocultivo, lo 

cual representa un 53.7% del área cultivada en la zona. Ramírez (2009) menciona que la 

interacción biológica en el suelo y su fertilidad natural relacionada con la degradación 

microbial de la materia orgánica es afectada debido a que los organismos benéficos son 

eliminados. Adicionalmente, Ramírez (2009) demuestra que en los mantos acuíferos de la 

zona de El Cairo de Siquirres se encontraron residuos de plaguicidas utilizados en la piña, 

como el Bromacil, Diuron y Triadimefon. Además, según Navarro y Gómez (2015), la 

aplicación de productos agroquímicos en el cultivode piña provoca un efecto negativo no 

solo para los patógenos, sino que también para otras especies asociadas al suelo, aunque 

estas no sean un peligro para la producción del fruto. 
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Existen diferentes enfoques que pueden ser usados para prevenir, mitigar o manejar 

enfermedades de las plantas. Más allá de las buenas prácticas agronómicas y hortícolas, los 

productores a menudo se basan en gran medida en los fertilizantes y productos 

agroquímicos. Sin embargo, la contaminación ambiental causada por el uso excesivo de 

éstos, ha dado lugar a considerables cambios en las actitudes de las personas hacia el uso de 

plaguicidas en la agricultura (Pal y Gardener 2009). Por lo anterior el uso de agentes de 

combate biológico se ha convertido en una opción para el manejo de enfermedades de los 

cultivos y surge el uso de biocontroladores de patógenos como Trichoderma. 

Desde los primeros estudios sobre organismos antagonistas hasta el presente, el hongo del 

género Trichoderma ha sido uno de los organismos más investigados y se ha usado para el 

combate biológico de diferentes patógenos como Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, 

Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium sp., Alternaria sp., entre otros (Infante y 

Martínez 2009). Vásquez (2009) obtuvo resultados favorables con un aislamiento de 

Trichoderma proveniente de una finca piñera en la zona de Venecia de San Carlos donde 

logró una colonización del 85% sobre Fusarium oxysporum mediante pruebas de 

antagonismo con la técnica de cultivos duales y potencial fungistático. Asimismo, Villamil 

et al. (2014) utilizaron aislamientos de Trichoderma spp. Para la reducción de incidencia 

del hongo Moniliophthora roreri en frutos de cacao en un 28% en comparación con un 

testigo sin Trichoderma. 

Además de ser utilizado para el combate biológico de hongos fitopatógenos, Trichoderma 

funciona para el manejo de bacterias fitopatógenas como Pectobacterium carotovorum en 
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el cultivo de la piña (Vargas 2011). Por otro lado, Astorga et al. (2013) obtuvieron una 

colonización progresiva del hongo Trichoderma sp. Sobre Pseudomonas marginalis del ajo 

en Cartago, Costa Rica y alcanzó un valor de supresión del 32%, demostrandoque el hongo 

del género Trichoderma funciona también como antagonista de varios géneros de bacterias. 

Chaverriet al. (2015) evaluaron cuatro productos comerciales de Trichoderma reportados 

como T. harzianum para combate biológico. Después de aislar las cepas de estos productos, 

encontraron e identificaron 14 especies diferentes de Trichoderma; sin embargo, ninguna 

coincidió con lo reportado por el comerciante (T. harzianum). Esto señala que existen 

mezclas de especies en productos comerciales y que no se está aplicando un agente 

identificado para un control uniforme y de calidad. Esto también señala la gran necesidad 

de la identificación correcta en productos comerciales. Adicionalmente, Xu et al. (2011), en 

un metaanálisis de 465 tratamientos, encontraron que la combinación de agentes biológicos 

no tuvo un efecto sinérgico contra el organismo blanco, posiblemente por efectos de 

competencia. Por lo tanto, es crucialestudiar el desempeño y la biología de aislamientos 

monospóricos (genéticamente puros), así como la identificacióncorrecta de los mismos.  

Martínez et al. (2013), mencionan que la taxonomía basada en caracteres morfológicos no 

es suficiente para diferenciar las especies del género Trichoderma debido a la gran 

similitud que existe entre ellas. Por lo tanto, la aplicación de técnicas moleculares es 

necesaria para la identificación y clasificación de este género. Por otro lado, Hoyos et al. 

(2008) mencionan que los aislamientos de una misma especie de Trichoderma son 

específicos en su actividad micoparasítica, por lo tanto, la actividad antagonista de un 
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aislamiento no está determinada sólo por la especie. Por ello, además de la identificación de 

especie, es importante determinar las relaciones genéticas entre aislamientos de una misma 

especie. Esto se puede realizar por medio de marcadores moleculares, tales como los 

intermicrosatélites, que han demostrado ser útiles para medir relaciones genéticas entre 

cepas de Trichoderma (Consolo et al. 2012). 

Es de importancia tener información sobre las condiciones óptimas para la germinación y 

crecimiento de cada hongo, porque brindaría una idea de su crecimiento in vitro para la 

elaboración de un producto de combate biológico a nivel masivo. Guigón et al. (2010), en 

análisis moleculares realizados a cepas de Trichoderma aisladas a partir de suelo, 

demostraron la tasa de crecimiento del micelio como una característica fisiológica 

importante para pronosticar la capacidad de biocontrol de las cepas en donde obtuvieron 

resultados promisorios por lo que es útil para una primera referencia en laboratorio al 

caracterizar cepas de este género. Así mismo Aceves et al. (2008) evaluaron el porcentaje 

de viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum en diferentes sustratos orgánicos para 

así escoger el mejor medio de propagación del hongo a la hora de elaborar un producto de 

combate biológico en donde sustratos orgánicos con un alto porcentaje de humedad, pero 

bajo contenido de minerales, proteínas y grasas, registraron una producción y viabilidad de 

esporas de 4.43x108mL-1 y 99.0%, respectivamente 

En un estudio previo elaborado por personal del Laboratorio de Fitopatología de la 

Universidad Nacional se colectaron 15 aislamientos de Trichoderma provenientes de fincas 

piñeras en la zona Norte de Costa Rica donde se demostró de forma in vitro su capacidad 
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antagónica contra Fusarium oxysporum y Pectobacterium carotovorum. Estos se 

preservaron en la colección de hongos de este laboratorio sin embargo, es de importancia 

caracterizarlos genética y morfológicamente.  

En este estudio esos 15 aislamientos de Trichoderma se caracterizaron y se determinaron 

sus relaciones genéticas por medio de dos sistemas de marcadores moleculares y dos 

características fisiológicas. Se analizaron el crecimiento diametral y el porcentaje de 

germinación (viabilidad) de esporas de cada uno de ellos. Pruebas previas a este estudio 

demostraron que estos aislamientos tienen actividad antagónica in vitro contra los 

patógenos de la piña, F. oxysporum y P. carotovorum, por lo tanto, se realizarondistintos 

análisis para elucidar las especies asociadas a secuencias de marcadores genéticos, sus 

relaciones genéticas y fisiológicas. 

OBJETIVO GENERAL 
 

 Caracterizar 15 aislamientos de Trichoderma promisorios para el combate de 

patógenos de la piña, por medio de dos sistemas de marcadores genéticos y dos 

características fisiológicas para el combate biológico de enfermedades. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 Medir el crecimiento diametral y calcular el porcentaje de germinación (viabilidad) 

de esporas de cada uno de los aislamientos. 
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 Identificar las especies a las que pertenece cada uno de los aislamientos de 

Trichoderma por medio de secuenciación del factor de elongación 1-α (TEF1). 

 Determinar las relaciones genéticaspresentesmediante análisis porintermicrosatélites 

(ISSR) y las secuencias de dos regiones del 1-α (TEF1). 

 Correlacionarlas relaciones genéticas de los aislamientos con las características 

fisiológicas anteriormente determinadas y una característica morfológica de la base 

de datos del laboratorio de Fitopatología (antagonismo in vitro). 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Principales enfermedades del cultivo de la piña en Costa Rica. 

La piña en Costa Rica presenta enfermedades atribuidas a hongos y bacterias. Según García 

y Rodríguez (2012) los principales agentes causales son: los oomycetes Phytophthora 

parasítica y P. cinnamomi, los hongos Thelaviopsis paradoxa, y F. oxysporum, y la 

bacteria P. carotovorum. Estos generan pérdidas para el productor, así como el uso de altas 

cantidades de productos agroquímicos para intentar manejarlos. 

Fusarium 

García y Rodríguez (2012) indican que este hongo fitopatógeno es el de mayor dispersión 

mundial. Vázquez (2009) lo identificó en el cultivo de la piña en Costa Rica mediante 

marcadores moleculares como Fusarium oxysporum. Este hongo se caracteriza por producir 

tres tipos de esporas: microconidios, macroconidios y clamidosporas. Por medio de las 

clamidosporas, el hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables, también 

sobrevive en el suelo como saprófito de vida libre en ausencia de plantas hospedantes 

(Garcés et al. 2001). Es una de las especies con mayor importancia fitopatológica ya que 

cuenta con un gran número de plantas hospedantes yes uno de los hongos que más daño 

económico ocasiona provocando marchitamientos vasculares, seguido porla muerte de la 

planta (Arbeláez 2001). Además, Fasio et al. (2003) indican que las plantas pueden 

presentar achaparramiento, epinastia, amarillamiento de las hojas inferiores, en tallos y 

hojas jóvenes presentan marchites, defoliación, necrosis marginal y muerte de la planta. 

Este hongo puede permanecer como inóculo en el suelo, coronas, hijos, frutas y su método 
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de dispersión es por el viento, lluvia, insectos y material vegetal (García y Rodríguez 

2012). 

Pectobacterium carotovorum 

Según Reinoso et al. (2006) P. carotovorum, (Erwinia carotovora) es una bacteria 

fitopatógena que causa la pudrición blanda y se presenta en regiones subtropicales y 

templadas en una amplia variedad de cultivos. Es una bacteria Gram negativa, flagelada y 

móvil, produce la segunda enfermedad más conocida en piña después de Phytophthora y se 

presenta en puntos de maltrato mecánico como bordes, sitios de ingreso de personal o de 

maquinaria. La susceptibilidad del cultivo a esta bacteria se encuentra entre los seis y siete 

meses después de la siembra. Esta enfermedad afecta a la piña en los momentos de 

transición climática, con humedad suficiente y altas temperaturas (García y Rodríguez 

2012). 

Los síntomas generales son pudriciones acuosas de coloración café y mal olientes que se 

inician en la base de las hojas centrales de las rosetas. En algunos casos se observan 

exudados desde las pústulas, los cuales son una fuente de inóculo para las infecciones 

secundarias (Kaneshiro et al. 2008). El manejo de este patógeno se dificulta debido a su 

diseminación por el agua, maquinaria agrícola y en los restos de cosecha. 

La incidencia de ambas enfermedades es alta, lo que implica una aplicación sistemática de 

productos químicos que causan el surgimiento de plagas primarias y secundarias, el 
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desarrollo de resistencia genética, la contaminación del medio ambiente y afecciones a la 

salud humana (Reinoso et al. 2006). 

Combate biológico 

El combate biológico se define como cualquier práctica a través de la cual la supervivencia, 

actividad o incidencia de un agente patógeno o enfermedad se reducen por la mediación de 

cualquier organismo biológico (Reina et al. 2013). Investigaciones sobre el combate 

biológico de plagas se orientan a unificar esfuerzos para el desarrollo de insumos 

alternativos a los productos químicos sintéticos para el manejo de plagas y enfermedades, 

entre estas alternativas se encuentra el combate biológico (Pall y Gardener 2009).  

Reina et al. (2013) mencionan que el uso de microorganismos para el manejo de 

enfermedades que limitan la productividad en cultivos ha recibido mucha atención en los 

últimos años. En la mayoría de ocasiones utilizan productos químicos aplicados al suelo, 

semillas, follajes y frutos, causando consecuencias negativas sobre la salud humana y el 

medio ambiente por su toxicidad, persistencia y mal uso, por lo tanto, se produjo la 

búsqueda de sustitutos biológicos de productos agroquímicos como por ejemplo 

Trichoderma, Gliocladium roseum, entre otros. (Sutton et al. 1997). 

Generalidades sobre Trichoderma 

Velasco (2013) indica que Trichoderma es la fase asexual del hongo, mientras que 

Hypocrea es la fase sexual. Según Infante et al. (2009), las especies pertenecientes al 

género Trichoderma se caracterizan por ser hongos saprofitos que viven en suelos con 

diferente cantidad de materia orgánica, son capaces de descomponerla y en determinadas 
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condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo que les da una mayor plasticidad 

ecológica. Se le puede encontrar en todo el mundo, desde zonas polares hasta el ecuador. 

Presenta una alta capacidad enzimática para degradar sustratos, un metabolismo versátil y 

resistencia a inhibidores microbianos, además, la habilidad de Trichoderma para reducir los 

daños causados por hongos fitopatógenos está relacionada a su capacidad de competición y 

antibiosis por la producción de enzimas líticas y otros metabolitos secundarios, así como a 

su micoparasitismo (Aceves et al. 2005). Trichoderma sp. mostró resultados promisorios 

como antagonista para el manejo de Fusarium solani donde muchos cultivos funcionan 

como hospedantes, principalmente el tomate, así como Sclerotinia sclerotiorum en papa y 

hortalizas (Sousa et al. 2009). Por otro lado, Zúñiga (2013) logró combatir los patógenos 

Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii, agentes causales de la pudrición de la 

cebolladestruyendo en un 64% las hifas de ambos patógenos. 

Infante et al. (2009) definen la competición, antibiosis y el micoparasitismo de la siguiente 

manera: “La competencia es el comportamiento desigual de dos o más organismos ante un 

mismo requerimiento (sustrato, nutrientes) siempre y cuando las utilizaciones de éste por 

uno de los organismos reduzcan la cantidad o espacio disponible para los demás. El 

micoparasitismo es una simbiosis antagónica entre organismos, en el que generalmente 

están implicadas enzimas extracelulares como quitinasas, y que se corresponden con la 

composición y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados. Antibiosis es 

la acción directa de antibióticos o metabolitos tóxicos producidos por un microorganismo 

sobre otro sensible a estos” 
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Existen una gran cantidad de especies del género Trichoderma que están ampliamente 

distribuidas en todo el mundo en diferentes zonas y hábitats y tienen aplicación en la 

agricultura fundamentalmente para el combate biológico de otros organismos patógenos 

(Salazar et al. 2012),  por lo tanto es de importancia conocer las especies que ejercen un 

efecto antagónico sobre otros organismos que causan enfermedades. 

Identificación de Especies 

Los caracteres morfológicos son muy utilizados en la identificación de hongos debido a que 

sigue siendo el método más económico y rápido. Sin embargo, la inclusión de información 

molecular en estudios de sistemática y análisis de poblaciones está cambiando la base para 

la clasificación de estos organismos (Soriano 2007). Según Azofeifa (2006), entre las 

técnicas moleculares utilizadas en la actualidad para la identificación de especies de hongos 

y bacterias se encuentra la secuenciación de marcadores genéticos (regiones o genes 

específicos) y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

La PCR es un procedimiento in vitro para la síntesis y duplicación de secuencias 

específicas de ADN. Esta tecnología utiliza oligonucleótidos que inician la síntesis de 

fragmentos de ADN (Primers o cebadores). Usa, según la técnica, uno o dos 

oligonucleótidos sintéticos generalmente entre 10 a 30 pares de bases de longitud y 

complementarios a la secuencia nucleotídica de los extremos del ADN blanco y diseñados 

para hibridar en dirección contraria. El método implica la ejecución de una serie repetitiva 

de ciclos (conocidos como ciclos térmicos), cada uno de los cuales involucra la 

desnaturalización del ADN, la unión del iniciador a la cadena desnaturalizada, y la síntesis 

a partir del iniciador de una doble cadena mediante la acción de la ADN polimerasa. 
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La ADN polimerasa es una enzima que en unas condiciones determinadas, y en presencia 

de un cebador, es capaz de producir millones de copias de determinados fragmentos del 

ADN plantilla durante el proceso de PCR. Estos fragmentos se separan posteriormente por 

peso molecular y mediante técnicas electroforéticas, se obtiene un patrón de bandas 

específico que nos permite diferenciar individuos. Numerosos marcadores moleculares se 

basan en la técnica de PCR para su ejecución, como por ejemplo los RAPDs, SSR, ISSR, 

SNPs, ITSs (Azofeifa 2006). 

Gen del factor de elongación de la traducción 1-α 

Los marcadores moleculares asociados a regiones ITS (Internal transcribed spacer) han sido 

considerados como la región oficial para la identificación de hongos (Druzhinina et al. 

2005, Druzhinina et al. 2006, Schoch et al. 2012). Sin embargo en otros grupos como los 

Hypocreales la identificación ha sido limitada e imprecisa por lo tanto, Chaverriet al. 

(2015) utilizando marcadores moleculares del gen (TEF1) lograron distinguir de manera 

correcta aislamientos biocontroladoras de Trichoderma de uso comercial. Este gen tiene la 

mayoría de caracteres filogenéticamente informativospara este objetivo, siendo las regiones 

más informativas el cuarto y quinto intrónademás del sexto exón, seguido del gen 

Calmodulina (CAL), secuencias de ADN de la a-actina (ACT) y la subunidad 2 de la RNA 

polimeraza II (RPB2). (Chaverriet al.2015). 

Según Acevedo (2013), “(TEF1) se considera como un gen esencial en el análisis 

multigénico por las siguientes razones: La presencia de una única copia en el genoma de los 

eucariotas, la no detección de copias ortólogas, su riqueza de regiones intrónicas, alto nivel 

de polimorfismo entre especies estrechamente cercanas y la posibilidad de generar 
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cebadores universales que permiten estudios a través de los limites filogenéticos de hongos. 

Además, la gran utilidad de la secuencia del (TEF1) es debida principalmente a que de los 

656 nucleótidos que lo componen en promedio 39 de ellos son considerados 

cladísticamente significativos.” Por lo tanto el gen del factor de elongación será de utilidad 

para tratar de encontrar posibles similitudes de las cepas con los datos de la herramienta 

BLAST (Acevedo 2013). 

También Chaverriet el. (2013) en su estudio de evolución de la preferencia en los hábitat de 

Trichoderma spp utilizaron estos genes, siendo el (TEF1) el más informativo. Además, 

Umaña (2014) obtuvo secuencias más informativas utilizando este gen con los mismos 

cebadores usados por Chaverri et al. (2015) los cuales fueron EF-728M-, Ef2-r y EF700F-, 

TEF1R-r en comparación con los ITS. 

Intermicrosatélites (ISSRs) 

Además del gen (TEF1) existen otro tipo de marcadores genéticos, los ISSRs que permiten 

analizar la diversidad genética entre especies porque son altamente polimórficos y han 

probado su utilidad en estudios de diversidad genética, filogenia, identificación de genes, 

mapeo genético y biología evolutiva. (Zietkiewicz et al. 1994). 

Son un tipo de marcador genético que permite obtener los niveles de variación entre las 

regiones microsatélites que se encuentran dispersas en varios genomas, en especial el 

nuclear. Son marcadores semiarbitrarios amplificados por la PCR a partir de la presencia de 

un oligonucleótido o cebador complementario a un microsatélite. La molécula generada con 

un determinado peso molecular se considera un locus, que representa el segmento de ADN 

entre los microsatélites. El polimorfismo entre individuos de la misma población puede 
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detectarse, ya que el análisis es sensible a la presencia-ausencia del elemento genómico 

reconocido por el cebador y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada (González 

y Aguirre 2007).  

Según Consolo et al. (2012), los ISSRs funcionan para evaluar la diversidad genética entre 

hongos. Esto se evidencia en su estudio en el cual se evaluó la diversidad en cepas de 

Trichoderma sp. con diferentes tipos de intermicrosatélites, CT (AC)8, (AG) 8TA,ACA 

(CAA)5 (GA) 8ACC, (AG)8,(AATG)4,(CAA) 5ACG,TCA (GT)8,(GCC)5,(AG) 

8CG,GAG (CAA)5, en donde el primer y segundo cebador fueron los que generaron más 

bandas polimórficas con un total de 21. También utilizaron una técnica llamada UP-PCR 

utilizada para observar diversidad de especies; sin embargo, estos cebadores revelaron poca 

información sobre la diversidad genética entre los aislamientos. Por el contrario, los 

cebadores ISSRs permitieron la discriminación de la variación genética molecular entre los 

33 aislamientos de Trichoderma (Consolo et al. 2012). 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Origen y reproducción de los aislamientos 

Se analizaron 15 aislamientos monospóricos de Trichoderma de la colección de hongos del 

Laboratorio de Fitopatología de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) 

provenientes de La Zona Norte de Costa Rica, aislados a partir de suelo en fincas piñeras y 

parches de bosque aledaños a las plantaciones en Pital de San Carlos, Río Cuarto de Grecia, 

Sarapiquí y Muelle de San Carlos (Cuadro 2, Anexos). Estos aislamientos mostraron ser 

promisorios en condiciones in vitro como antagonistas para el combate biológico de F. 
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oxysporum y P. carotovorum, por medio de pruebas de competencia por sustrato y 

antibiosis realizadas por el Laboratorio de Fitopatología de la UNA.  

Los aislamientos de Trichoderma se reactivaron en placas petri con PDA (papa-dextrosa-

agar) acidificado con ácido láctico al 25% y se incubaron a temperatura ambiente hasta el 

desarrollo de las colonias fungosas y su esporulación. Una vez esporuladas, se replicaron 

tomando el micelio de cada cepa para ser colocado en nuevas placas petri esperando 

nuevamente su esporulación libre de otros microorganismos. Se realizaron tres repeticiones 

para cada aislamiento (French y Hebert 1980). 

Velocidad del crecimiento micelial y porcentaje germinación (viabilidad) 

Se midió el crecimiento diametral durante 72hr. Para esto, se siguió un protocolo 

modificado basado en Días y Lecuona (1995). Se sembró un cuadro de 1cm de PDA con el 

aislamiento purificadoen el extremo del plato petri con medio PDA y se incubó a 25ºC. Se 

tomaron tres mediciones por aislamiento con regla milimetrada, a las 24, 48 y 72hr. Se 

realizaron tres repeticiones por cada aislamiento. 

Se determinó el porcentaje de germinación (viabilidad) de esporas aplicando un protocolo 

modificado basado en Tabsoba y Wilson (1997) y Morica et al. (2001). Se colocaron cinco 

alícuotas de 5µl de una suspensión de conidios con una concentración de 1 x 106 conidios · 

mL-1 en medio agar agua para cada aislamiento. Se incubaron a temperatura ambiente y a 

las 16 horas se agregó azul de lactofenol para detener la germinación. Posteriormente, se 

cortó la porción de agar conteniendo las alícuotas de la suspensión de conidios y se colocó 

sobre un portaobjetos cubierto con un cubre objetos. Luego se registró el número de 
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conidios germinados. Se consideró conidio germinado como aquellos cuyo tubo 

germinativo fue dos veces mayor al diámetro de los conidios. Se realizaron cinco 

repeticiones por cada aislamiento.  A las 16 horas se calculó el porcentaje de germinación 

contando tanto el número total de conidios como los conidios germinados en el campo 

visual del microscopio a 40X, con estos datos se obtuvo el respectivo promedio. 

Identificación de especies y análisis molecular 

El ADN de los aislamientos se extrajo a partir de micelio esporulado siguiendo el protocolo 

de Hoyos-Carvajal (2008). El ADN se visualizó por medio de electroforesis en geles de 

agarosa al 1% para observar su calidad y cantidad. Cada muestra se tiñó con buffer de carga 

con Gel Red™ (Biotium) al 0.3%. La cantidad del ADN se midió utilizando ADN lambda 

como estándar. La intensidad del fragmento se midió por medio del programa ImageJ, el 

cual cuantificó los pixeles digitales contrael estándar.  

Se amplificaron dos regiones del (TEF1) para la identificación de los 15 aislamientos de 

Trichoderma. Para esto, se utilizaron dos pares de cebadores reportados por Chaverri et al 

.(2015): EF-728M (5’- CAT YGA GAA GTT CGA GAA GG) y Ef2 (5’- GGA RGT ACC 

AGT SAT CAT GTT); y EF700F (5’- TCT ACC AGT GCG GTG GTA) y TEF1R (5’- 

GCC ATC CTT CGA ACC AGC). Las PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones 

de termociclado reportadas por Chaverri y Samuels (2003): desnaturalización inicial a 94°C 

por 5 min; 36 ciclos de 94°C con duración de 1 min, luego a 56°C por 1 min y 72°C por 1 

min; finalizado por una extensión a 72°C por 5 min. La calidad de los productos de PCR 

fueron verificados en un gel de agarosa al 1% y se repitió todo el proceso de la PCR hasta 
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obtener un producto en abundancia del tamaño esperado de 600pb (Chaverri et al. 2015). 

Se generaron 30 productos de PCR que fueron enviados a la empresa Macrogen® Corea 

para su purificación y secuenciación por método Sanger en ambas direcciones de cada 

cadena. Aquellas reacciones que no rindieron secuencia de alta calidad legible, se 

sometieron a PCR de nuevo y fueron enviadas a Macrogen® Corea para una segunda 

secuenciación. 

Relaciones genéticas de los aislados de Trichoderma 

Se realizó una prueba preliminar con 20 cebadores ISSR reportados por Consolo et al. 

(2012) y Verma et al. (2009) utilizando ADN de una submuestra de los aislamientos de 

Trichoderma. Se eligieron cinco aislamientos con diferente actividad antagonista contra F. 

oxysporum y P. carotovorum (datos provenientes del Laboratorio de Fitopatología). Se 

corrieron aproximadamente 50 reacciones con los 20 cebadores hasta obtener seis 

imprimadores que generarán productos polimórficos. Se eligieron los seis cebadores más 

informativos basándose en la claridad y cantidad de fragmentos generados después de las 

PCR y su revelación en geles. Las PCR se realizaron con las siguientes condiciones en un 

volumen final de 25µL: un paso de desnaturalización a 94°C durante 7 min; seguido por 33 

ciclos a 94°C durante 60s, 48°C durante 75s y 72°C durante 4 min; y una etapa de 

extensión final de 72°C durante 7 min. Los productos de PCR se separaron en geles de 

agarosa al 1% teñidos con Gel Red® con un tiempo de corrida de 3 a 4 h a 100 V y fueron 

digitalizados en un fotodocumentador BioDoc-It (UVP). 
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Análisisde datos 

Crecimiento diametral y porcentaje de germinación (viabilidad) 

Se realizó una regresión lineal para cada cepa, donde la pendiente de la función se 

consideró la velocidad del crecimiento (𝑚𝑚 ∙ ℎ𝑟−1). Los datos no cumplieron con las 

suposiciones de normalidad y varianzas homogéneas del análisis de varianza (ANOVA), 

por lo tanto, se aplicó el test Krukall-Wallis para datos no paramétricos con comparaciones 

múltiples y el ajuste del valor p con el método de Holm. Diferencias significativas se 

declararon cuando p < 0.05. Los datos de porcentaje de germinación se transformaron por 

medio de la función arco seno. Se aplicó un ANOVA de un factor con un análisis post hoc 

de Tukey, donde diferencias significativas se declararon cuando p < 0.05. Los análisis se 

realizaron por medio del paquete de scripts agricolae en el programa R (de Mendiburu, 

2016; R Core Team, 2016). 

Análisis genético 

Se armaron secuencias consenso a partir de las secuencias bidireccionales de las dos 

regiones del (TEF1) con en el programa BioEdit (Hall 1999). Para determinar la especie de 

cada aislamiento, ambas secuencias del (TEF1) se compararon con las accesiones 

depositadas en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

mediante el programa de búsqueda en línea BLAST. Se realizaron alineamientos múltiples 

de todas las secuencias de cada aislamiento utilizando el programa en línea Mafft (versión 

7) para realizar un análisis de similitud genética. Se utilizó el programa Gbloks para 

eliminar las posiciones mal alineadas y regiones divergentes de las secuencias de ADN y 
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cada fragmento del (TEF1) se analizó independientemente para obtener un dendrograma 

más cercano al verdadero (Fregin et al. 2012). El dendrograma se construyó basado en el 

(TEF1) utilizando el programa de acceso libre raxmlGUI1.3, antes se realizó un Jmodel test 

para escoger el mejor modelo de sustitución de nucleótidos a la hora de realizar la filogenia, 

por lo tanto, se utilizó el modelo GTRgama1. El dendrograma se generó en el programa de 

libre acceso Figtree. El porcentaje de confianza se calculó por medio del método Bootstrap 

con 2000 interacciones. El análisis incluyó secuencias de Trichoderma de clima tropical y 

templado depositadas en el NCBI (National Center for Biotecnology Information) así como 

dos secuencias de Fusarium oxysporum como controles externos. 

Para las relaciones genéticas con los ISSRs se generó una matriz binaria utilizando el 

programa Cross Checker (Buntjer y Otsen 1999). Se armó una matriz de distancias 

genéticas y se determinó la diversidad alélica por cepa, así como un análisis de variación 

molecular (AMOVA) con el programa de libre acceso GenAlex (Peakall y Smouse 2006). 

Se generó y se calcularon las distancias del dendrograma por medio del método Neighbor 

Joining para representar diferencias de cepas similares utilizando el programa Splits Tree. 

El dendrograma se generó con el programa de libre acceso Fig Tree. Los porcentajes de 

confiabilidad se calcularon por medio de un Bootstrap con 2000 interacciones. 

Se probó la correlación entre la distancia genética y las mediciones fisiológicas de 

crecimiento diametral (velocidad de crecimiento en 𝑚𝑚 ∙ ℎ𝑟−1) y porcentaje de 

germinación, así como la actividad antagonista (dato proporcionado por el Laboratorio de 

Fitopatología) por medio de un test de Mantel en el programa GenAlEx (Peakall y Smouse 
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2006). Se realizó un análisis de correlaciones entre las distancias genéticas y los datos 

fenotípicos utilizando paquete vegan para el programa estadístico R(Oksanen et al. 2017; R 

Core Team, 2016). 

RESULTADOS 

Velocidad del crecimiento micelial y porcentaje germinación 

Dentro de los aislamientos analizados mediante la velocidad de crecimiento, 11fa, 8a, 6a y 

11c fueron similares entre ellos, pero tienen diferencias estadísticamente significativas (p < 

0.05) con respecto a 9a, Ia, H1, 13c y 1c (Cuadro 1). Por lo anterior los aislamientos 11fa, 

8a, 6a y 11c fueronlos que alcanzaron una mayor velocidad de crecimiento al completarlas 

72hr con un promedio >1 𝑚𝑚 ∙ ℎ𝑟−1.  

Todos los aislamientos de Trichoderma cubrieron casi la totalidad del plato petri en 72hr. 

Las velocidades de crecimiento del micelio en los platos petri a las 72hr variaron 

notablemente (entre 0.74 y 1.20 𝑚𝑚 ∙ ℎ−1), sin embargo, al final los aislamientos 11fa, 8a, 

6a y 11c mostraron el mayor crecimiento de micelio (Figura 1), revelando diferencias en 

cuanto a los demás como se indica en el cuadro 1. 

El porcentaje de germinación o viabilidad de cada aislamiento (Cuadro 2) varió mucho, 

hasta en un 90%, a pesar de estar en las mismas condiciones. Los aislamientos 11fb, 13a, 

13c, 6a y v2 tuvieron una germinación de más del 80%. Se utilizó el medio AA para la 

germinación debido a que este permite que la luz del microscopio lo atraviese con facilidad 

para observar con claridad las estructuras de los hongos. En la figura 2 se muestran los 

conidios que se contabilizaron de acuerdo al tamaño de su tubo germinativo. Los conidios 
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que no presentaron un tubo germinativo del doble de tamaño del conidio no fueron 

contabilizados como germinados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Código utilizado para 

cada aislamiento de 

Trichoderma 

 Promedio velocidad de 

crecimiento micelial 

(mm · h-1) 

Grupos de Trichoderma con 

diferencias estadísticamente 

significativas (p < 0.05) 

 

11fa 1.20 a 

8a 1.17 ab 

6a 1.02 abc 

11c 1.02 abc 

9a 0.99 bc 

Ia 0.93 cd 

H1 0.97 cd 

13c 0.90 de 

1c 0.90 de 

11fb 0.87 def 

13b 0.90 efg 

13a 0.80 fg 

11d 0.79 fg 

V2 0.75 g 

11e 0.74 g 

Cuadro 1. Tests Kruskall-Wallis realizado a los aislamientos de Trichoderma en donde se 

muestra lavelocidad de crecimiento en (𝑚𝑚 ∙ ℎ𝑟−1). Ajuste del valor p con el método de Holm. 
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Código utilizado para cada 

aislamiento de Trichoderma 

 

Promedio de germinación 

(%) de aislamientos de 

Trichoderma. 

 

Grupos de 

aislamientos de 

Trichoderma con 

diferencias 

estadísticamente 

significativas 

(p < 0.05) 

11fb 94.01 a  

13a 91.07 ab  

13c 83.73 b 

6a 88.34 b 

v2 80.32 bc 

1c 78.23 cd   

13b 56.78 d 

11fa 61.19 d   

8a 34.68 de   

H1 16.77 e  

9a 15.61 f  

11e 15.41 f   

Ia 14.29 f  

11c 3.68 f 

11d 3.68 g  

Cuadro 2. Análisis post hoc de Tukeys realizado a los porcentajes de germinación de cada una de los 

aislamientos de Trichoderma tomado a las 16 horas de desarrollo en 20mL de medio agar agua, a una 

concentración de 1 x 106 conidios ∙ ℎ−1 a temperatura ambiente (25ºC). Ajuste del valor p con el método 

de Holm. 
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Figura 1. Conidios de Trichoderma en una porción de agar aguavistos al microscopio (40X) a las 16 

hr de su desarrollo. 

Antagonismo de los aislamientos de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum y P. 

carotovorum in vitro 

F. oxysporum 

Los experimentos in vitro mostraron que Trichoderma spp. tuvo un efecto antagónico sobre 

F. oxysporum. En comparación con un testigo, los aislamientos que ejercieron una mayor 

actividad antagónica fueron la 8a, 13b y 13c. Todos mostraron ser promisorios impidiendo 

el desarrollo del patógeno, sin embargo F. oxysporum en presencia de el aislamiento 8a 

presentó 17.30mm de crecimiento al término de 5 días en comparación con el testigo que 

creció 57.84mm (Este testigo contenía solo a F. oxysporum). Estas diferencias mostraron 

ser estadísticamente significativas (p < 0,05). (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Tests Kruskall-Wallis realizado a los promedios de crecimiento en mm de F. oxysporum 

en presencia deaislamientos deTrichoderma a los cinco días de su desarrollo en medio PDA. Ajuste 

del valor p con el método de Holm. 

*Placa Petri con desarrollo sólo de F. oxysporum. 

P. carotovorum 

Los experimentos in vitro mostraron que Trichoderma spp. también tuvo un efecto 

antagónico sobre P. carotovorum. En comparación con un testigo, los aislamientos que 

ejercieron una mayor actividad antagónica fueron la 8a, 13b y 13c (Cuadro 4). Todas 

mostraron ser promisorias impidiendo el desarrollo por completo del patógeno, sin 

embargo, P. carotovorum en presencia del aislamiento 8a presentó diferencias 

estadísticamente significativas más marcadas (p < 0.05) que los demás con un crecimiento 

de 55.38mm del patógeno en comparación con un testigo de 88.63mm a los 5 días.  

Código utilizado para cada 

aislamiento de Trichoderma 

 

Crecimiento promedio en 

mm de F. oxysporum en 

presencia de Trichoderma 

Grupos de aislamientos de 

Trichoderma con diferencias 

estadísticamente significativas 

(p < 0.05) 

Testigo* 57.84 - 

8a 17.30 a 

13b 22.01 b 

13c 23.80 b 

11fb 27.24 c 

H1 30.00 d 

13a 30.26 d 

9a 30.34 d 

Ia 30.98 f 

11e 31.08 f 

11c 32.02 g 

1c 32.49 g 

11fa 32.81 hg 

6a 33.14 h 
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Estos análisis de Trichoderma sobre  F. oxysporum y P. carotovorum mostraron que el 

aislamiento 8a desempeñó un mayor efecto antagónico contra los dos patógenos a pesar 

deser organismos de reinos diferentes 

Cuadro 4. Tests Kruskall-Wallis realizado a los promedios de crecimiento en mm de P. 

carotovorum en presencia de aislamientos de Trichoderma con cinco días de desarrollo en medio 

PDA. 

*Placa Petri con desarrollo sólo de P. carotovorum 

Análisis genéticos. 

En la figura 2 se muestran los productos de PCR obtenidos a partir del ADN genómico de 

los aislamientos de Trichoderma, usando cebadores del gen (TEF1). Éstos presentaron 

pesos entre 500pb y 600pb, similares a aquellos obtenidos por Chaverri y Samuels (2003). 

(Figura 2) 

Código utilizado para 

cada aislamiento de 

Trichoderma 

 

Crecimiento promedio en 

mm de P. carotovorum en 

presencia de Trichoderma 

Grupos de aislamientos de 

Trichoderma con diferencias 

estadísticamente significativas 

(p < 0.05) 

Testigo* 87.63 - 

8a 55.38 a 

9a 56.10 b 

6a 57.02 c 

13c 59.93 d 

Ia 52.92 e 

11e 64.70 f 

11fa 65.59 g 

H1 65.96 gh 

11c 66.02 h 

1c 66.70 i 

13a 68.72 j 

11fb 71.27 k 

13b 75.22 l 
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El cuadro 5 muestra que del total de aislamientos secuenciados se obtuvieron cuatro 

especies de Trichoderma las cuales fueron: T. spirale, T. asperellum, T. koningiopsis y T. 

reesei. Todas las especies obtuvieron más de un 95% de identidad en comparación con 

secuencias depositadas en la base de datos de NCBI y sus respectivos artículos científicos 

asociados.  

Figura 2. Productos de PCR del gen (TEF1) de los aislamientos de Trichoderma vistos en un gel de 

agarosa al 1%. Donde M= marcador de peso molecular 1kb. Los números de muestra  11c, 13a, Ia, 

13c, 1c, 11e y 13b corresponden a una parte de los aislamientos de Trichoderma  analizados por 

medio del factor de elongación de la traducción 1-α. 

  

250pb 

500pb 

750pb

b 
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Cuadro 5. Resultados de la secuenciación de los fragmentos EF-728M- y EF700F- (500-600pb) 

del gen (TEF1) de los aislamientos de Trichoderma. Porcentajes de identidad fueron calculados por 

medio de la herramienta en línea BLAST Nucleotide del NCBI. 

 

Código de los 

aislamientos 

Similitud de la secuencia 

original con las depositadas en 

NCBI 

Especie reportada por 

GenBank 

Porcentaje de 

identidad 

13a 531pb/525pb T. spirale 99% 

11e 541pb/526pb T. spirale 97% 

13c 531pb/523pb T. spirale 98% 

11fb 581pb/553pb T. asperellum 95% 

13b 579pb/576pb T. asperellum 99% 

H1 584pb/577pb T. asperellum 99% 

9a 570pb/560pb T. koningiopsis 98% 

1c 552pb/544pb T. koningiopsis 99% 

6a 486pb/467pb T. koningiopsis 96% 

Ia 570pb/558pb T. koningiopsis 98% 

11fa 574pb/556pb T. koningiopsis 97% 

11c 555pb/548pb T. koningiopsis 99% 

8a 530pb/526pb T. reesei 99% 

  

En la figura 3 se presenta un dendrograma filogenético con las especies obtenidas mediante 

secuenciación del (TEF1). Se corroboró el posicionamiento taxonómico de las cepas 

analizadas las cuales se agruparon con cepas de la misma especie. En el clado 1 se encontró 

el aislamiento 8a (T. reesei), la cual se agrupó con accesiones de la misma especie de 

diferentes lugares del mundo, incluida Hipocrea jecorina, la fase asexual de T. reesei (Xú y 

Xia 2016). El clado 2 corresponde a T. spirale, el 3 a T. asperellum y T. asperelloides y el 4 

a T. koningiopsis. Todos los anteriores también se agruparon con accesiones de su misma 

especie en donde el valor bootstrap fue entre el 70 y el 100% 
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Figura 3. Dendrograma filogenético de máxima verosimilitud basado en las secuencias parciales del 

gen del factor de elongación de la traducción 1-α que incluye cepas de Trichoderma aisladas de la 

Zona Norte de Costa Rica (las utilizadas en este estudio) y secuencias obtenidas del Genbank® (21 

accesiones) todas del género Trichoderma. El valor mostrado en las ramas indica el valor bootstrap 

mediante 2000 permutaciones. Se utilizó como grupo externo dos secuencias de Fusarium 

oxysporum. 

 

 
Según el dendrograma de distancias genéticas (Fig.4) calculado por los marcadores ISSRs, 

el clado 1 colocó a los aislamientos 13a y 13c estrechamente relacionadas, mientras que la 

11e, a pesar de que estos tres fueron identificados como T. spirale, reveló una separación 

más notable. Estos tres aislamientos fueron extraídos del cantón de Sarapiquí en zonas 

boscosas dentro de fincas piñeras en la provincia de Heredia. T. spirale también ha sido 

reportada en México de identificación de hongos antagonistas en zonas boscosas, según 

Almaraz et al. (2012). 
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Figura 4. Dendrograma de distancias (relaciones) genéticas mediante el método NJ (Neighbor 

Joining) con los aislamientos de Trichoderma de la Zona Norte de Costa Rica anteriormente 

identificadas. En donde elgrupo 1 corresponde a: T. spirale, Grupo 2: T. asperellum, Grupo 3: T. 

koningiopsis y Grupo 4: T. reesei. 

 

En la figura 4, el clado 2 mostró a las cepas 13b y H1 como estrechamente relacionadas, 

mientras que la 11fb se separó de las anteriores a pesar de ser la misma especie. El clado 3 

presentó una mayor similitud entre los aislamientos que los demás clados, sin embargo, el 

11fa y el Ia presentaron diferencias en comparación con la 1c y la 11c. Éstas también se 

aislaron de la zona Norte de Costa Rica. 

Por último la cepa, identificada como T. reesei, presentó similitudes con el clado 3, sin 

embargo, fue el aislamiento genéticamente más distante. Además, Samuels (2006) 

menciona que T. reesei presenta una distribución muy reducida, debido a que la mayoría de 

las cepas se han aislado de regiones que se encuentran dentro de la línea ecuatorial. Se 
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realizó un test de mantel para correlacionar las distancias genética con la coordenadas 

geográficas de recolección de cada aislamiento, el cual no fue significativo, por lo tanto la 

distancia geográfica entre especies no determina su variabilidad. 

Cuando se calcularon las distancias euclidianas de los datos morfológicos (velocidad de 

crecimiento y porcentaje de germinación), los test de Mantel no encontraron ninguna 

correlación con las distancias genéticas (p< 0.86). Tampoco hubo correlación entre estas 

características morfológicas (p < 0.109). Sin embargo, la velocidad de crecimiento presentó 

una leve correlación positiva con la diversidad genética. Aun así, la correlación no fue 

significativa (p < 0.26). Esta correlación podría demostrarse con confiabilidad utilizando un 

mayor número de muestras para el análisis. También al calcular las distancias euclidianas 

de los datos de antagonismo de Trichoderma spp. contra F. oxysporum y P. carotovorum, 

los test de Mantel tampoco encontraron correlación con las distancias genéticas (p<0.34) ni 

entre el desempeño de las dos actividades antagónicas de los dos patógenos. 

DISCUSIÓN 

Velocidad del crecimiento micelial y porcentaje germinación (viabilidad de conidios) 

Al comparar el porcentaje de germinación y la velocidad de crecimiento, no hubo ningún 

tipo de correlación (p < 0.86) con las distancias genéticas. De la misma manera, un 

porcentaje de más del 90% de germinación no coincidió con una tasa de crecimiento alta y 

viceversa. Tampoco hubo correlación entre las distancias genética y el antagonismo 

(p<0.34). Chavarría (2016) en su estudio obtuvo resultados similares ya que el porcentaje 

de viabilidad en aislamientos de Trichoderma fue de un 100% a las 72 horas, mientras que 
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en algunas su velocidad de crecimiento fue de 0.70 mm·h-1 y en otras fue mucho menor 

correspondiente a 0.40mm·hr-1. 

El aislamiento 8a (T. reesei), a pesar de desempeñar la mayor capacidad antagónica, no 

tuvo la mayor velocidad de crecimiento de micelio (1.17mm · hr-1) y porcentaje de 

germinación (34.68%). Steyaert et al. (2013) mencionaron que la producción de conidios 

de Trichoderma se estimula por cambios ambientales muy complejos que interactúan entre 

sí para lograr una reproducción exitosa. En este estudio los porcentajes más altos de 

germinación de conidios corresponden a las cepas 13a y 13c ubicadas en el clado 1, el cual 

estuvo genéticamente distante al aislamiento 8a. También Valencia y Castro (2004) 

midieron el crecimiento micelial de Trichoderma, el cual fue más rápido en temperaturas 

entre 26ºC-30ºC, sin embargo, el porcentaje de germinación (82%) fue mayor cuando se 

incubó a 21ºC a una concentración de 1x103 conidios/mL observado a las 17 horas. Lo 

anterior sugiere que cada mecanismo de reproducción es diferente y que a cada aislamiento 

se le debe dar las condiciones adecuadas para su desarrollo de acuerdo con la especie, pero 

tomando en cuenta que estos parámetros varían a nivel del individuo. En este estudio a 

todos los mecanismos se les dieron las mismas condiciones de temperatura ambiente (25ºC) 

por lo que no se le puede atribuir a la especie características de crecimiento, germinación y 

antagonismo debido a que no se encontró correlación. Adicionalmente, se reporta que 

especies como T. asperellum y T. harzianum crecen mejor a temperaturas entre 27ºC y 

30ºC (Lieckfeldt et al. 1999, Hermosa et al. 2000, Watanabe et al. 2005), y un máximo de 

35°C (Guigón et al. 2010). Cabe mencionar que al correlacionar las distancias genéticas 

con las coordenadas geográficas de recolección no hubo correlación, lo cual significa que la 
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distancia geográfica no fue un factor de determinación de la diferenciación genética, pero 

también indica que hubo una alta variabilidad entre esas especies.  

Análisis Genéticos 

En este estudio se obtuvieron cuatro especies: T. reesei/H. jecorina, T. spirale, T. 

aperelumm/asperelloides y T. koningiopsis. T. reesei/H. jecorina, según Atanasova et al. 

(2010) ha sido encontrado en suelos tropicales del sureste de Asia, Suramérica y regiones 

del sur del Pacífico donde su reproducción es ideal entre los 25ºC-30ºC. Es utilizada en la 

industria biotecnológica para la producción de enzimas celulolíticas, hemicelulolíticas y 

proteínas recombinantes. (Kubicek et al. 2009, Seidl y Seiboth 2010), lo cual ha despertado 

el interés en este hongo para producir biocombustibles de segunda generación y reducir las 

emisiones de dióxido de carbono con la dependencia de combustibles fósiles (Kumar et al. 

2008). También Druzhinina et al. (2010) demostró que Trichoderma reesei es antagonista 

moderado a los patógenos Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata y Botritis cinérea 

y que se ha encontrado también en Centroamérica y Suramérica. T. spirale es un hongo 

cosmopolita, el cual ha sido encontrado en el tronco de plantaciones de cacao en San Vito 

de Coto Brus, Puntarenas, Costa Rica y su crecimiento se desarrolla mejor en temperaturas 

entre 25ºC-30ºC (Chaverri et al. 2003). Ha sido utilizado como agente de combate 

biológico de hongos fitopatógenos como Moniliophora roreri en el cultivo del cacao en 

bosques indígenas de Ecuador (De la Cruz et al. 2015 y Evan et al. 2003). T. 

aperelumm/asperelloides ha sido encontrada por Guigón et al. (2010) en suelos de la 

rizosfera en un cultivo de chile en Chihuahua, México en donde su temperatura óptima de 

crecimiento es de 27ºC-30ºC. Cruz et al. (2015) mencionaron a este hongo como 
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biocontrolador de enfermedades al disminuir el índice de ataque de Rhizoctonia solani en 

arroz en un 48% y un 100% para Pyricularia gricea. También se describió a T. 

asperelloides como una especie críptica que es morfológicamente indistinguible de T. 

asperellum (Cummings et al. 2016). T. koningiopsis, según Jaimes et al. (2009), ha 

demostrado ser eficaz en el control de Fusarium oxysporum, agente causal de la pudrición 

del cuello y la raíz del tomate y también un inductor de defensa. García et al. (2017) 

obtuvieron resultados similares en donde identificaron a Trichoderma asperellum 

proveniente de suelos hortícolas en Toluca, México, el cual funcionó de manera adecuada 

como controlador biológico de Phytophthora infestans. Según Velasco (2013), T. 

koningiopsis se ha encontrado en Brasil, Canadá, Etiopía, Ecuador, Alemania, Ghana, Perú 

y en el noroeste de México donde fue aislada de suelos cultivados con frijol. También se ha 

aislado de vainas de cacao, suelo, ramas y hojas en descomposición así como de plantas de 

frijol y tomate (Aixa et al. 2015 y Velasco 2013). Su crecimiento a los 21ºC fue de más de 

un 50% en comparación a cepas de T. harzianum (Aixa et al. 2015).  

Las especies de Trichoderma tienen una amplia plasticidad ecológica lo que implica 

encontrar variabilidad genética en ellas, en donde factores bióticos y abióticos como 

temperatura, pH, humedad relativa, iluminación y sustratos juegan un papel muy 

importante en el comportamiento del hongo (Martínezet al. 2015). Esto nos indica la 

importancia de conocer el comportamiento y hábitat de cada uno para tomar decisiones en 

cuanto a la escogencia de cepas con actividad antagónica. En la figura 5 se demostró la alta 

variabilidad presente en cepas de Trichoderma de la misma especie analizada en este 

estudio, aisladas de un clima tropical que prevalece en Costa Rica. A pesar de que los 
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hongos fueron aislados a partir de ambientes similares y a distancias cortas entre ellas (a 

una circunferencia menor a 50 km), se observó una variabilidad entre especies importante. 

El aislamiento 8a (T. reesei) presentó un mejor desempeño en cuanto a efecto antagónico 

en condiciones in vitro contra los dos patógenos de la piña, donde F. oxysporum tuvo un 

crecimiento de 30% en presencia de Trichoderma y P. carotovorum un 63%. Resultados 

similares obtuvieron Sánchez y Rebolledo (2010), en donde T. reesei inhibió más del 80% 

del crecimiento de Thielaviopsis paradoxa en un cultivo de agave en México. En el 

presente estudio, además de ser el mejor antagonista, este aislamiento (8a) fue 

genéticamente distante a los demás en cuanto a variabilidad entre especies y aislamientos 

(figura 4). 

La correcta identificación molecular de aislamientos monospóricos es de suma importancia 

para así  tener certidumbre de la composición de un producto. Además de su identificación 

Martínez et al. (2015) mencionaron la importancia de explorar, caracterizar y explotar estas 

variaciones genéticas entre especies para así lograr realizar una selección adecuada de los 

aislamientos promisorios para el combate de enfermedades. En este estudio se logró 

evidenciar esas variaciones genéticas entre aislamientos que no dependen de su distancia 

geográfica. También se encontró que las características deseables de un producto para el 

combate biológico no dependieron de su especie o de sus relaciones genéticas. 

Al caracterizar cuatro productos comerciales de Trichoderma reportados como T. 

harzianum, Chaverri et al. (2015) encontraron catorce especies que no coincidieron con la 

especie mencionada. Además, Xu et al. (2011) encontraron que la mezcla de varios agentes 

biológicos no favoreció el combate biológico, lo que destaca la importancia de estudiar más 
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a fondo las características de un aislamiento con potencial para el combate biológico de 

enfermedades en los cultivos. 

Howell (2003) mencionó que los mecanismos de biocontrol de Trichoderma pueden 

funcionar de manera distinta en condiciones de laboratorio y en el campo debido a que 

factores como el tipo de suelo, temperatura, pH, humedad del ambiente, la planta, el suelo y 

otros aspectos de la microflora influyen en su comportamiento. También la interacción con 

la rizosfera y los microorganismos presentes en el ecosistema juegan un papel importante 

en el crecimiento y antagonismo de estos hongos ya que los exudados de las plantas 

proporcionan alimento para la actividad de microorganismos del suelo, germinación y 

proliferación de patógenos que a la vez sirven de alimento para hongos antagonistas 

(Mukerji et al. 2006). 

Orozco (2017) obtuvo aislamientos con un buen comportamiento antagónico en 

condiciones de laboratorio y otros con una aptitud antagónica menor. Al probar estos 

aislamientos en invernadero, las que tenían una menor aptitud antagónica en laboratorio 

revelaron un mejor desempeño, por lo tanto, la escogencia de un organismo para el combate 

biológico de patógenos en cultivos se debe hacer hasta observar su comportamiento en 

campo, ya que además de los factores antes mencionados la radiación ultravioleta en campo 

reduce la viabilidad fúngica (Shang et al. 2011).  

En este estudio no todas las características deseables para un producto biológico se 

encontraron en un mismo aislamiento. Se encontraron rangos de germinación entre 10 y 

90%, velocidades de crecimiento entre 0.74 y 1.20 mm·hr-1 y porcentajes de antagonismo 

sobre los patógenos de 30 a 63%. Existen alternativas para obtener todas estas 
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características deseables en un solo aislamiento, por ejemplo brindar las condiciones de 

reproducción más favorables mencionadas por Howell (2003) y Mukerji et al. (2006) para 

cada especie, tomando en cuenta la alta variabilidad observada entre ellas, y un posible 

cambio en su comportamiento ya que existe estrecha relación entre aislamiento, 

antagonismo y temperatura (Martinez et al. 2013). También esto se puede lograr mediante 

la ingeniería genética. Por ejemplo, Shang et al. (2011) introdujeron un gen exógeno de 

tirosina en un aislado de Beauveria bassiana, el cual dotó una tolerancia fúngica a los rayos 

ultravioleta y una mayor capacidad de virulencia contra el gusano de seda Bombix mori y el 

gusano de la harina Tenebrio molitor. 

Existen varios genes involucrados en estos procesos, por ejemplo el gen tac1 se relaciona 

con el crecimiento, germinación, micoparasitismo y metabolismo secundario de 

Trichoderma en T. virens (Mukherji et al. 2006). El gen prb1, relacionado con la proteinasa 

Prb 1, está directamente asociada al micoparasitismo en la penetración de Trichoderma 

sobre las paredes celulares del hospedante, la cual se expresa en medios con limitaciones de 

nitrógeno para el antagonista (Olmedo et al. 2002). Estos genes deben estudiarse más a 

profundidad en caso de recurrir a la ingeniería genética como medio para obtener un 

aislamiento con capacidades deseables en cada una de sus etapas de reproducción. 

 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 A la hora de hacer pruebas iniciales como velocidad de crecimiento, producción de 

conidios, porcentaje de germinación y antagonismo para pronosticar el efecto 

antagónicode aislamientos de Trichoderma se deben tomar en cuenta además de su 
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alta variabilidad, las condiciones de temperatura, luz, pH para cada especie y cada 

etapa. 

 Una vez detectados los aislamientos con mayor efecto antagónico se deben 

identificar molecularmente por especie para que a la hora de reproducirlas pensando 

en un producto comercial, brindarles las condiciones adecuadas para cada etapa ya 

que por ejemplo la luz y su espectro influyen en el desarrollo de Trichoderma, 

fundamentalmente sobre la esporulación (Martínez et al. 2013). 

 La identificación molecular por especie contribuye a la elaboración de un producto 

de combate biológico puro, sin combinaciones con otras especies que puedan limitar 

la actividad antagónica contra determinado patógeno por competencia entre ellas 

por espacio o por alimento. 

 Conocer la variabilidad genética de los aislamientos y el hábitat en las que fueron 

recolectadas es de suma importancia ya que éstas se comportarán mejor en su 

actividad antagónica en zonas con condiciones de temperatura, humedad y sustrato 

similares en las que se desarrollaban antes de su aislamiento. 

 Realizar pruebas in vitro para saber cual es el mecanismo que utiliza en este caso la 

cepa 8a (T. reesei) contra la bacteria y contra el hongo fitopatógeno, ya sea 

competición, antibiosis o micoparasitismo (Infante y Martínez 2009), ya que ambos 

patógenos son de reinos distintos. 

 Al identificar las especies y haber probado su efecto antagónico bajo condiciones 

controladas de laboratorio según su comportamiento y hábitat de recolección se 

deben probar en campo para observar su interacción con microorganismos de la 



52 

 

 

 

raíz, suelo y planta y así tomar la decisión final de cuáles son los aislamientos 

dentro de las mismas especies adecuados para un combate biológico de distintos 

patógenos. Estos hallazgos beneficiarán a particulares, universidades o empresas 

privadas  que deseen elaborar biopesticidas para el combate biológico de 

enfermedades en cultivos.  
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ANEXOS 

 
Anexo 1. Crecimiento de aislamientos de Trichodermaa las 72hr de su desarrollo, a una 

temperatura ambiente de 25°C 
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Anexo 2.Códigos y procedencia de las muestras de Trichoderma aisladas de suelo en zonas 

boscosas en la zona Norte de Costa Rica. 

Código de la muestra Zona de recolección 

TRICHO 1 (11fa): T. koningiopsis Río Cuarto de Grecia 

TRICHO 2 (8a): T. reesei Río Cuarto de Grecia 

TRICHO 3 (V2) Pital de San Carlos 

TRICHO 4 (11fb): T. asperelloides Muelle de San Carlos 

TRICHO 5 (13b): T. asperelloides Pital de San Carlos 

TRICHO 6 (I3) IDEM 

TRICO 7 (1c): T. koningiopsis IDEM 

TRICHO 8 (9a): T. koningipsis Río Cuarto de Grecia 

TRICHO 9 (11e): T. spirale Sarapiquí 

TRICHO 10 (11d)  IDEM 

TRICHO 11 (H1): T. asperelloides IDEM 

TRICHO 12 (11C): T. koningiopsis Muelle de San Carlos 

TRICHO 13 (6a): T. koningiopsis IDEM 

TRICHO 14 (13C): T. spirale Sarapiquí 

TRICHO 15 (13a): T. spirale Sarapiquí 

TRICHO 16 (Ia): T. koningiopsis Muelle de San Carlos 

 


