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Resumen  

Phytophthora cinnamomi es el agente de podredumbre de raíz más agresivo para la encina. Un 

trabajo publicado en 2016 mostró la relación entre la presencia de Trichoderma spp. y la escasez de 

ADN de Phytophthora spp. en encinas localizadas en zonas con diagnóstico positivo del patógeno, así 

como la influencia de la estructura y composición del microbioma en la defoliación. En 2019 se 

tomaron muestras en cinco de estas localizaciones, en las provincias de Huelva, Sevilla y Córdoba. 

Ocho de los árboles muestreados se mantenían en condiciones sobresalientes en lugares donde la 

enfermedad había avanzado considerablemente. Se realizó el aislamiento por métodos clásicos de 

oomicetos y hongos en muestras de suelo de la rizosfera y raíz. A partir del suelo se identificaron 15 

aislados diferentes de Trichoderma spp. que presentaron un grado de inhibición del crecimiento de P. 

cinnamomi superior al 75% en ensayos in vitro. Se identificaron distintas relaciones de antagonismo 

dependiendo de la especie de Trichoderma spp., como la competencia interespecífica, la antibiosis y 

la predación. La presencia de estas cepas de Trichoderma podría desempeñar un papel fundamental 

en la supervivencia a medio plazo de pies localizados en áreas afectadas por la podredumbre de raíz.  
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1. Introducción  

 

El decaimiento de la encina (Quercus ilex L.) en las dehesas de la Península Ibérica es uno de 

los problemas de sanidad forestal más preocupantes y más estudiados en España de las últimas 3 

décadas (Brasier et al., 1993; Sánchez et al., 2002; Ruiz-Gómez et al., 2019). Estos ecosistemas de 

encinar adehesado ocupan más del 66% de los 3,3 millones ha de dehesa distribuidas por la 

península (Moreno y Pulido, 2008; Díaz Esteban y Pulido Díaz, 2009), jugando un papel clave en la 

sostenibilidad del medio rural, así como en la conservación de recursos naturales y biodiversidad 

(Ruiz-Gómez et al., 2019). Una muestra de la gran biodiversidad que albergan éstos ecosistemas 

agrosilvopastorales es el elevado número de especies fúngicas que habitan en la rizosfera de las 

encinas (Ruiz Gómez et al., 2019). 

Entre las causas del decaimiento de la encina, uno de los principales desencadenantes de 

graves episodios de defoliación y mortalidad es la podredumbre de raíz causada por los oomicetos, en 

concreto, Phytophthora cinnamomi Rands. (Sánchez et al., 2002). Este oomiceto, considerado como 

uno de los patógenos más importantes en ecosistemas forestales en todo el mundo (Burgess et al., 

2017), invade las raíces secundarias de la encina, colapsando los tejidos conductores del xilema y 

originando zonas de destrucción celular en el córtex y los tejidos parenquimatosos (Ruiz Gómez et al., 

2015), lo que conlleva la pudrición y pérdida de las raíces absorbentes. 

 

Por otro lado, los síntomas de la podredumbre de raíz y el estado fitosanitario del arbolado 

infectado presentan patrones de distribución aleatorios. Trabajos previos muestran que la defoliación 

no se relaciona bien con la ocurrencia e incidencia del patógeno (Navarro-Cerrillo et al., 2019; 
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Sánchez-Cuesta et al., 2021), siendo frecuente encontrar pies en buen estado en zonas de riesgo 

elevado de infección, o en focos donde el resto del arbolado se encuentra gravemente afectado. Este 

patrón puede ser consecuencia de varias razones, incluyendo la influencia de las complejas 

interacciones que tienen lugar entre la comunidad microbiana del suelo y la rizosfera de las plantas. 

La estructura y composición del componente biológico del suelo modula la biodiversidad de la 

vegetación, las características del suelo y el control de patógenos (Delgado-Baquerizo et al., 2020). 

En dicho sentido, la presencia de especies beneficiosas como ectomicorrizas (EcM), micorrizas 

arbusculares (AM) u otros organismos endófitos de raíz, puede beneficiar a la planta en diferentes 

sentidos, incluyendo la mejora de las funciones de absorción de agua y nutrientes, o ejerciendo un 

control sobre los patógenos de raíz, por competencia, exclusión o predación (Pérez-de-Luque et al., 

2017; Tamayo-Vélez y Osorio, 2018). Entre los organismos de control que nos podemos encontrar en 

las dehesas se encuentran los hongos del género Trichoderma, entre los cuales encontramos 

especies frecuentemente usadas para control biológico en agricultura (Vinale et al., 2008). 

Concretamente, se ha demostrado el efecto antagonista de Trichoderma spp. sobre otras 

especies del género Phytophthora spp. (Chemeltorit et al., 2017; Promwee et al., 2017; Widmer, 

2014), incluyendo Phytophthora cinnamomi en plantones de vivero de Quercus ilex subsp. ilex 

(Aleandri et al., 2015). En un trabajo previo en el que se caracterizó la composición y estructura de la 

microbiota de la rizosfera de encinas en dehesas de Andalucía, se identificó una relación significativa 

entre la abundancia de algunos clústeres de Trichoderma spp. y la escasez, o incluso ausencia, de 

especies patógenas de Phytopthora spp. en el suelo, incluyendo P. cinnamomi (Ruiz Gómez et al., 

2019). Basándonos en dicho trabajo, y en las observaciones de campo, establecemos como hipótesis 

que algunos pies localizados en zonas con diagnóstico positivo de P. cinnamomi podrían verse menos 

afectados por la podredumbre de raíz debido a la presencia en su rizosfera de especies de 

Trichoderma spp. con potencial antagonista sobre el patógeno. 

 

2. Objetivos 

 

El objetivo de este trabajo es aislar e identificar especies de Trichoderma spp. en la rizosfera de 

pies de encina sanos situados en localizaciones afectadas por podredumbre de raíz, que pudieran 

tener una acción antagonista frente a Phytophthora cinnamomi, así como testar dicha actividad 

antagonista in vitro. Para ello se plantearon los siguientes subobjetivos: i) Identificar los pies 

candidatos, analizando las matrices de frecuencia de unidades taxonómicas identificadas a partir de 

técnicas de metagenómica (Operational Taxonomic Units - OTUs) de las muestras recogidas en 2015 

(Ruiz-Gómez et al., 2019) y caracterizando el estado fitosanitario de esos pies en campo 4 años 

después; ii) Aislar e identificar las especies de oomicetos y Trichoderma spp. presentes en la rizosfera 

de dichos árboles y iii) Realizar un test in vitro de inhibición del crecimiento micelial y micoparasitismo 

para identificar las cepas de Trichoderma spp. con actividad antagonista sobre Phytophthora 

cinnamomi. Adicionalmente, éste estudio servirá para confirmar la utilidad de las técnicas de 

metabarcoding para caracterizar la comunidad microbiana del suelo.  

 

3. Metodología 

 

Selección de pies y recolección de muestras 

 

Partiendo de la tabla de frecuencias de taxones (OTUs) obtenida en Ruiz-Gómez et al. (2019), 

se seleccionaron pies de encina que cumplieran con las siguientes características: i) Estar localizados 

en una parcela con diagnóstico positivo de P. cinnamomi y que presentara un aumento de la 

defoliación media de la parcela en los últimos 4 años; ii) Que en el análisis realizado sobre las 

muestras de 2015 se identificaran OTUs de Trichoderma spp. Con estas características se 

seleccionaron un total de 11 pies en 6 parcelas situadas en las provincias de Huelva, Sevilla y 

Córdoba (Tabla 1). 
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Tabla 1. Frecuencia de las Unidades Taxonómicas Operativas (OTUs) de los 11 pies seleccionados, para el conjunto de los 

OTUs identificados dentro del género Trichoderma spp., el conjunto de OTUs identificados dentro del género Phytophthora 

spp., y el OTU#4, identificado como P. cinnamomi. Los valores pertenecen a la matriz de frecuencias rarificada (Ruiz-Gómez 

et al. 2019). 

ID Parcela Trichoderma spp. Phytophtora spp. P. cinnamomi 

1 1023 (Cordoba) 351 121 - 

2 1101 (Córdoba) 469 3626 - 

3 1027 (Huelva) 8114 223 - 

4 1027 (Huelva) 4565 369 10 

5 1028 (Huelva) 1240 43 - 

6 1028 (Huelva) 610 195 - 

7 1048 (Sevilla) 8727 6345 1755 

8 1048 (Sevilla) 183 9181 167 

9 1050 (Sevilla) 5533 70 - 

10 1050 (Sevilla) 5142 20 - 

11 1050 (Sevilla) 2860 21 - 

 

En marzo de 2019 se realizó una campaña de campo, en la que se midieron el diámetro del 

fuste y la altura de todos los pies pertenecientes a las parcelas de estudio, incluyendo los pies 

analizados, con ayuda de una cinta métrica y un hipsómetro digital Vertex IV (Haglöf Sweden AB, 

Sweden). También se evaluó el porcentaje de defoliación de estos pies, siguiendo las instrucciones de 

evaluación del ICP Forest (Eichhorn et al., 2017). Así mismo, se tomaron muestras de suelo de la 

rizosfera de los pies analizados, siguiendo la metodología descrita en Zamora-Rojas et al. (2014). Las 

muestras se guardaron en bolsas de plástico, y se conservaron en contenedor frigorífico a 4ºC hasta 

su llegada al laboratorio. 

 

Aislamiento de hongos del género Trichoderma spp. y oomicetos: 

 

Las muestras de suelo de la rizosfera tomadas de los pies seleccionados fueron secadas a 

temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente homogeneizadas mediante procedimientos 

mecánicos. Una fracción de dicha muestra fue colocada en contenedores de plástico de 2L después 

de eliminar los restos de material vegetal para realizar una prueba de captura en trampa vegetal 

mediante suspensión en agua (“soil baiting”). Las trampas vegetales utilizadas fueron hojas frescas 

juveniles de rododendro (Rhododendrum ponticum L.), azalea (Rhododendrum indicum L.), encina 

(Quercus ilex L. subsp. ballota) y alcornoque (Quercus suber L.), cultivadas exprofeso para este tipo de 

ensayos, junto con pétalos de clavel blanco comercial (Dianthus cariophyllus L.). Las trampas se 

retiraron cuando aparecieron lesiones necróticas y estas fueron transferidas a medio selectivo 

PARPBH (Jeffers y Martin, 1986). Los organismos que crecieron en este medio fueron transferidos a 

medio agar zanahoria. 

 

El resto de la muestra de suelo se pasó a través de un tamiz de 2 mm y la fracción fina 

resultante se utilizó para realizar el aislamiento de Trichoderma spp. mediante la metodología de 

diluciones seriadas (Vargas Gil et al., 2009) utilizando una concentración inicial de 60 g L-1 y 

diluciones x10, x100 y x1000 sobre medio selectivo para Trichoderma (Williams et al., 2003). Las 

colonias que presentaron una morfología típica del género Trichoderma spp. fueron cultivadas en 

medio de agar con patata y dextrosa (PDA, Difco Laboratorioes Inc.) con cloranfenicol (250 mg L-1). 

 

Test de inhibición de crecimiento y micoparasitismo: 
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Todos los aislados nativos de Trichoderma spp. obtenidos a partir del cultivo en medio selectivo 

se evaluaron en condiciones in vitro para determinar su actividad antagónica frente a P. cinnamomi. 

Estas pruebas de antagonismo se realizaron a través de la técnica del “cultivo dual” (Rahman et al., 

2009). En placas de Petri de 9 cm de diámetro con medio de cultivo PDA se sembraron los 

antagonistas y el patógeno, colocando de forma enfrentada, y a una distancia de 5 cm, discos de 

micelio de 5 mm de diámetro que procedían de la región periférica de una colonia con crecimiento 

activo. El crecimiento del patógeno de forma aislada en una placa se utilizó como control. Cada 

enfrentamiento contó con 4 réplicas y el experimento se repitió 3 veces. Las placas se incubaron en 

oscuridad a 21 C durante una semana. Pasado el periodo de incubación, se midió el radio de las 

colonias de P. cinnamomi enfrentadas para calcular la tasa de inhibición (Li et al., 2016). El 

porcentaje de la tasa de inhibición del crecimiento micelial (ICM) se calculó en base a la siguiente 

ecuación: 

    ICM = (C-T)/C   *  100 

 

donde ICM es la tasa de inhibición del crecimiento micelial expresada en porcentaje, C es la 

medida del crecimiento del radio del patógeno en la placa control, y T es la medida del crecimiento 

del radio del patógeno cuando crece en presencia del antagonista (Li et al., 2016). 

 

 Posteriormente se clasificaron los niveles de antagonismo en 4 clases: bajo, ICM  50%; 

medio, 50%  ICM  60%; alto, 60%  ICM  75%; muy alto, ICM  75%. En el primer ensayo todas las 

cepas de Trichoderma spp. aisladas se enfrentaron al aislado P90 de P. cinnamomi. Aquellas cepas 

que presentaron tasas de antagonismo altas o muy altas fueron seleccionadas para un segundo 

experimento. Este segundo experimento también contó con 4 repeticiones y fue realizado por 

triplicado.  

 

 El micoparasitismo se evaluó como el sobrecrecimiento y esporulación de las cepas de 

Trichoderma spp. sobre las colonias de P. cinnamomi, observando la zona de interacción entre el 

antagonista y el patógeno en las placas de enfrentamiento del segundo experimento. Las respuestas 

de antagonismo se clasificaron en cuatro categorías; 0: no existe invasión de la colonia del patógeno; 

1: 25% de la colonia del patógeno esta invadida; 2: 50% de la colonia del patógeno esta invadida; 3: 

invasión total de la colonia del patógeno; 4: total invasión de la colonia del patógeno y esporulación 

de Trichoderma sp. sobre la colonia (Elías et al., 1993). Se realizaron preparaciones microscópicas 

que fueron capturadas con un microscopio óptico (objetivo 40X, Nikon, Eclipse 50i) acoplado a una 

cámara (Nikon DS-Fi1).  

 

Identificación molecular: 

 

Las cepas de Trichoderma spp. utilizadas en el segundo experimento de antagonismo fueron 

identificadas mediante la amplificación y secuenciación de fragmentos de la subunidad pequeña de 

la RNA polimerasa II (rpb2) (Liu et al., 1999), y el factor de elongación de la traducción 1 (EF-1, 

tef1) (Carbone y Kohn, 1999). La identificación de los aislados de Phytophthora se basó en la 

secuenciación de las regiones 1 y 2 del espaciador transcrito interno (ITS1 e ITS2) (Cooke et al., 

2000). El ADN genómico se extrajo directamente de los cultivos in vitro usando el kit “Plant DNeasy 

Mini Kit “(Qiagen, Alemania). Las regiones mencionadas se amplificaron por PCR convencional y los 

productos de PCR se purificaron con el kit FavorPrepTM (FAVORGEN, China). El ADN fue secuenciado 

por secuenciación Sanger en la compañía Stab Vida (Caprica, Portugal) utilizando los mismos 

cebadores directos (“forward”) usados para la PCR. Los resultados se secuenciación se sometieron al 

análisis BLAST del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias de Phytophthora 

spp. además se analizaron en la base de datos de Phytophthora (http://www.phytophthoradb.org/). 

 

Análisis estadístico: 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.phytophthoradb.org/
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La normalidad y homocedasticidad de las variables se comprobaron mediante el test de 

Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene. El ICM fue transformado mediante la función arcoseno 

debido a su naturaleza porcentual. Este tipo de variables deben ser transformadas para realizar 

inferencia estadística aún superando los test de normalidad (Milton y Tsokos, 1983). Los valores 

dasométricos de los pies elegidos se enfrentaron a los valores del resto de los pies presentes en las 

parcelas de estudio de forma global, mediante análisis de varianza (ANOVA), así como mediante la 

determinación de los rangos intercuartílicos de los valores para cada parcela y del error estándar. 

Para evaluar las diferencias del ICM en función de la defoliación, se procedió a realizar el test de 

diferencias significativas mediante análisis de varianza (ANOVA). Las hipótesis nulas se contrastaron 

en todos los casos para una significación estadística del 5% (p<0.05). 

Todos los análisis se realizaron en el entorno de programación R (R Core Team, 2022), 

utilizando los paquetes MVN y agricolae. 

 

4. Resultados 

 

Estado fitosanitario de los pies analizados: 

 

Todos los pies, excepto el 11, presentaron diferenciales de defoliación menores que los de las 

parcelas en las que estaban situados. Incluso en el caso de 5 de los pies analizados, dicho 

incremento fue negativo (se redujo la defoliación entre las dos evaluaciones), siendo ésta mejora 

significativa en los pies 7 y 8, pertenecientes a la parcela 1048 de Sevilla. No se encontraron 

diferencias significativas en los valores dasométricos de los pies con respecto a los valores medios de 

las parcelas (p>0.05) (Tabla 2). 

 

 
Figura 1. Diferencial de defoliación entre 2015 y 2019 para los pies evaluados, y para el conjunto de la parcela. 
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Tabla 2. Características dasométricas de los pies analizados y características dasométricas medias de las parcelas en las 

que se localizaban. Las características de las parcelas muestran valor medio ± error estándar. 

 

 Caracetrísticas del pie Características de la parcela 

ID H (m) DBH (cm) H (m) DBH (cm) 

1 4.80 24.00 6.56 ± 0.19 34.17 ± 2.03 

2 7.00 29.00 6.87 ± 0.25 38.67 ± 2.17 

3 12.00 53.00 9.29 ± 0.45 38.76 ± 2.23 

4 8.50 28.00 9.29 ± 0.45 38.76 ± 2.23 

5 5.00 32.00 5.05 ± 0.21 24.00 ± 1.91 

6 5.60 28.00 5.05 ± 0.21 24.00 ± 1.91 

7 8.70 49.90 6.66 ± 0.24 38.03 ± 1.49 

8 7.00 39.00 6.66 ± 0.24 38.03 ± 1.49 

9 11.50 42.70 9.43 ± 0.42 39.77 ± 2.34 

10 10.50 39.00 9.43 ± 0.42 39.77 ± 2.34 

11 10.50 46.10 9.43 ± 0.42 39.77 ± 2.34 

 

Por otra parte, se comprobó que el mayor número de especies de Trichoderma spp. aisladas de 

las muestras de suelo se correspondía con un menor nivel de defoliación medio de la parcela 

(F=4.56; P<0.05), relación que no se había encontrado con anterioridad al realizar la misma 

comprobación utilizando la abundancia de los OTUs identificados como Trichoderma spp. (Ruiz 

Gómez et al., 2019) (Figura 2) 

 

 
Figura 2. Relación entre la riqueza y abundancia de Trichoderma spp. y la defoliación de las parcelas de estudio. a: Relación 

entre el número de especies de Trichoderma spp. aislados e identificados en las parcelas y la defoliación de los pies de 

dicha parcela en el año 2019. b: Relación entre la abundancia relativa (frecuencia de lecturas) de los OTUs identificados 

como Trichoderma spp. y la defoliación de las parcelas en el año 2015. Las etiquetas del eje x muestran la marca de clase 

de la frecuencia, divididas por percentiles de casos. 

 

 

Aislamiento e identificación de cepas: 

 

En total se aislaron 95 morfotipos de Trichoderma diferentes, correspondiendo los mayores 

valores a los árboles 3, 4, 9 y 10. En todas las muestras de suelo se identificaron aislados de 

Trichoderma spp. La secuenciación de los morfotipos de Trichoderma spp. que pasaron el umbral del 

60% de ICM en el test de enfrentamiento mostró que entre las 21 cepas analizadas se encontraban 

10 especies diferentes (Tabla 3). 
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Tabla 3. Identificación de las cepas de Trichoderma spp. aisladas en la rizosfera de los pies analizados, para las dos 

regiones cromosómicas utilizadas (TEF1α y RPB2). Morfotipo: Código adjudicado a la cepa en laboratorio. Match: 

Identificación obtenida tras la búsqueda en la base de datos del NCBI (Porcentaje de identidad> 99%, cobertura > 98% y E-

value < 10-5 en todos los casos). Accession: Número de registro del NCBI de la secuencia emparejada para la identificación. 

 
 TEF1α RPB2 

Morfotipo Match Accession Match Accession 

T8 #1.1  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  KU523896.1  

T8 #11.1  T. viridarium  DQ672607.2  T. viridarium  KC285759.1  

T8 #10.1  T. hamatum  KJ665514.1  T. hamatum  JN715601.1  

T9 #2.5  T. olivascens  MF095876.1  T. olivascens  MF095876.1  

T9 #5.5  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T10 #1.6  T. virens  KU933428.1  T. virens  EU341804.1  

T9 #8.5  T. olivascens  MF095876.1    

T10 #8.6  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T10 #11.6  T. paraviridescens  MF095876.1  T. paraviridescens  KT343762.1  

T10 #13  T. hamatum  KJ665514.1    

T11 #2.1  T. linzhiense  KY688048.1    

T11 #6.1  T. hamatum  KJ665514.1  T. hamatum  EU883555.1  

T11 #9.1  T.hirsutum  KY688030.1  T.hirsutum  KY687972.1  

T11 #11.1  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  KT028597.1  

T3 #16.2  T. harzianum  XM_024912186.1    

T3 #18.2  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T5 #2.3  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  MF043074.1  

T5 #4.3  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T11 #10.1  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T5 #7.3  T. gamsii  XM_024548974.1  T. gamsii  JN133561.1  

T2 #15  T. samuelsii  JN715654.1  T. samuelsii  MH746771.1  

 

 

Por otro lado, únicamente se consiguió aislar al patógeno P. cinnamomi de los pies 3, 4 y 7, si 

bien otras especies de oomicetos fueron aislados del resto de las muestras (Tabla 4).  

 
Tabla 4. Lista de las especies identificadas en las muestras de suelo procedentes de los pies seleccionados 

Cultivo Especie Accession (NCBI) Phytophthora Database ID 

P4 #8.1 Phytophthora cinnamomi MN755703.1 PD_00120 

P8 #1 Phytopythium mercuriale MK910138.1  

P2 #1 Pythium mamillatum GQ410353.1  

P7 #5 Phytophthora gonapodyides MG696539.1 PD_02259 

P7 #6 Pythium vexans JQ922524.1  

 

Antagonismo y micoparasitismo de los aislados de Trichoderma spp. sobre P. cinnamomi: 

 

Entre los 21 morfotipos incluidos en el segundo experimento, se encontraron 10 cepas con ICM 

≥ 75% que presentaron niveles de micoparasitismo entre 3 y 4 (invasión total de la colonia del 

patógeno, sin o con esporulación sobre la misma). Cinco de ellas correspondieron a la misma especie 

(Trichoderma gamsii), siendo la especie que presentó mayor grado de inhibición Trichoderma 

viridarium, aislada en el árbol 7 (Figura 3, Tabla 5).  
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Figura 3: Enfrentamientos de las especies con mayor ICM del segundo experimento. Las placas están orientadas mostrando 

en la parte superior el micelio de P. cinnamomi y en la inferior el de la especie de Trichoderma spp. indicada al pie de figura. 

Arriba se muestran el estado del enfrentamiento después de 7 días, abajo, la misma placa después de 14 días. 

 

Tabla 5. Morfotipos de Trichoderma spp. que presentaron más del 75% de ICM y valores de micoparasitismo de 3 y 4 

Aislado Espepcie ICM (%) 
Escala de 

micoparaistismo 

T8 #11.1 T. viridarium 90,89 4 

T5 #2.3 T. gamsii 88,36 3 

T11 #10.1 T. gamsii 86,67 4 

T5 #4.3 T. gamsii 85,09 4 

T9 #8.5 T. olivascens 81,86 4 

T5 #7.3 T. gamsii 80,36 3 

T10 #13.6 T. hamatum 80,35 4 

T9 #5.5 T. gamsii 77,33 4 

T11 #2.1 T. linzhiense 76,53 4 

T11 #9.1 T. hirsutum 75,9 4 

 

La observación al microscopio de la zona de contacto entre patógeno y antagonista mostró 

crecimiento adherente y enrollamiento del micelio de Trichoderma sobre P. cinnamomi, así como 

vacuolización abundante del citoplasma del patógeno P. cinnamomi, lo cual es signo de muerte 

celular (Figura 4) 

 

 
Figura 4. Detalle de la actividad micoparasítica de las cepas de Trichoderma sobre Phytophthora cinnamomi. a: 

Enrollamiento hifal de Trichoderma (t) alrededor de una hifa de P. cinnamomi (p). b: Crecimiento adherente de hifas de 

Trichoderma (t) en la superficie de las hifas de P. cinnamomi (p). En ambas imágenes se aprecia abundante vacuolización 

de las hifas de P. cinnamomi, así como escasez de material citoplasmático vacuolado en la zona de adherencia de 

Trichoderma sobre P. cinnamomi (b) 
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5. Discusión 

 

En el presente trabajo se ha caracterizado la actividad antagonista de Trichoderma spp ante 

Phytophthora cinnamomi, utilizando aislados nativos procedentes de dehesas afectadas por 

decaimiento, y concretamente de pies que estando localizados en áreas afectadas por el oomiceto, 

presentaron un estado fitosanitario y una evolución temporal mejor que la de los pies vecinos. Aparte 

de las características beneficiosas que se le otorgan a diversas especies de Trichoderma spp. en el 

ámbito agronómico como bioinoculantes y agentes de control de patógenos de suelo (Vinale et al., 

2008; Aleandri et al., 2015), una consideración importante es el riego que puede suponer el uso de 

bioinoculantes para el equilibrio de los ecosistemas (Hart et al., 2018). Sin embargo, el hecho de que 

las cepas utilizadas en este trabajo, tanto de Trichoderma spp. como de P. cinnamomi sean nativas, 

supone una ventaja considerable al respecto (Promwee et al., 2017)  

 

Capacidad de inhibición y parasitismo de Trichoderma spp. sobre P. cinnamomi: 

 

Aunque todos los aislados ensayados presentaron algún porcentaje de inhibición sobre el 

patógeno, únicamente 10 aislados (6 especies) mostraron ICM superiores al 75% con actividad 

micoparasítica importante, y que podríamos señalar como potenciales organismos de biocontrol de P. 

cinnamomi. Hay que señalar que entre las especies de Trichoderma spp. hay algunas muy 

cosmopolitas, que se pueden encontrar en cualquier suelo que tenga un buen estado de diversidad y 

escasez de contaminantes (Vinale et al., 2008). Por otro lado, entre los potenciales agentes de 

biocontrol identificados, se encuentran algunas especies que ya han sido anteriormente identificadas 

como organismos antagonistas de P. cinnamomi, o de otras especies patógenas del género, como T. 

hamatum (Aleandri et al., 2015; Chemeltorit et al., 2017) o T. gamsii (Chen et al., 2016; Zhang et al., 

2015), mientras que otras no han sido descritas hasta la fecha como posibles agentes de biocontrol 

ni han sido ensayadas como bioinoculantes, como es el caso de T. viridarium, T. olivascens, T. 

linzhiense or T. hirsutum. Trichoderma olivascens y T. viridarium son parte del complejo de T. 

viridescens. Otras especies pertenecientes a este complejo han mostrado actividad antagonista 

contra Phytophthora megasperma y Phytophthora capsici (Cuervo-Parra et al., 2014). Trichoderma 

linzhiense y T. hirsutum son especies próximas al cluster de Harzianum, en el cual se encuentran 

varias especies con actividad antifúngica probada en trabajos previos (Gu et al., 2020) 

 

El micoparasitismo es una de las propiedades del género Trichoderma que le confiere un 

elevado interés en materia de biocontrol (Benítez et al., 2004; Howell, 2003). Los 10 aislados 

identificados como potenciales agentes de biocontrol presentaron altos índices de actividad 

micoparasítica in vitro, encontrando muestras de adherencia, enrollamiento hifal y muerte celular del 

patógeno en preparaciones de las 6 especies identificadas. El micoparasitismo de T. gamsii ha sido 

comprobado anteriormente frente a P. capsici (Cucu et al., 2020), y Phytophthora parasitica (Osorio-

Hernández et al., 2016). Sin embargo, este trabajo representa la primera evidencia de 

micoparasitismo de T. harzianum, T. viridarium, T. gamsii, T. olivascens, T. linzhiense y T. hirsutum 

sobre P. cinnamomi. 

 

Relación de la presencia de Trichoderma spp. y el estado fitosanitario del arbolado: 

 

Los resultados mostraron una relación entre el número de especies diferentes aisladas de una 

muestra y la defoliación de la parcela a la que pertenecía. Así mismo, la especie con mayor capacidad 

de inhibición de P. cinnamomi apareció en el pie que presentó mayor mejora en el estado de su copa 

entre los 4 años, estando localizado en una parcela con altos niveles de inóculo del patógeno. 

Además del beneficio que supondría la supresión del patógeno para el estado general de la planta, 

los hongos endófitos promueven un mejor crecimiento vegetativo a través de otros mecanismos, 

como la activación de mecanismos de defensa inducida en las plantas y el aumento en la tasa de 
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producción de raíces finas, influyendo en los procesos metabólicos de la planta y mejorando la 

capacidad de absorción de agua y nutrientes de la planta directa e indirectamente (Hakizimana et al., 

2011) 

 

Aunque estos resultados parecen muy prometedores, no se pueden aún establecer relaciones 

causales entre la presencia de Trichoderma spp. y el estado fitosanitario del arbolado porque en el 

presente trabajo no se estudian los mecanismos de interacción considerando la planta y otros 

factores ambientales. Sin embargo, los resultados y las evidencias aportadas animan a continuar 

trabajando en esta línea, testando la capacidad de estas especies como agentes de biocontrol en la 

podredumbre de raíza causada por P. cinnamomi, así como su efecto en la promoción del crecimiento 

de la encina.  

 

Metagenómica aplicada a la patología forestal: 

 

La hipótesis principal de este trabajo partía de un análisis previo de la comunidad microbiana 

de suelos a través de metagenómica (Ruiz-Gómez et al., 2019). Las técnicas de aislamiento clásico 

coincidieron con las identificaciones moleculares previas, a pesar del tiempo transcurrido, no sólo en 

cuanto a la presencia de oomicetos y Trichoderma spp., sino también en relación a su abundancia, 

encontrando muchos más morfotipos en las muestras de los pies que presentaron el mayor número 

de OTUs pertenecientes a Trichoderma spp. y la mayor frecuencia relativa de lecturas de éstos OTUs. 

En ocasiones, como es el caso del género Trichoderma spp., los cebadores que se utilizan para este 

tipo de ensayos de metabarcoding amplifican regiones demasiado conservadas de éste género, 

impidiendo su identificación precisa a nivel de especie. Sin embargo, en nuestro caso esto no fue un 

impedimento para encontrar una relación que ha conducido a la identificación de potenciales agentes 

de biocontrol de la podredumbre de raíz causada por P. cinnamomi, lo que supone un ejemplo claro 

de aplicación práctica de éstas técnicas de análisis para el manejo de enfermedades forestales en 

campo. 

 

6. Conclusiones 

 

Este trabajo muestra la capacidad antagonista in vitro sobre P. cinnamomi de especies del 

género Trichoderma spp. aisladas en zonas afectadas por podredumbre de raíz, en la rizosfera de 

pies que se mantenían en buen estado fitosanitario. Las evidencias de estos resultados, junto con las 

de trabajos previos (Ruiz Gómez et al., 2019), nos permiten establecer como hipótesis que estas 

especies ejercen un cierto control o supresión del patógeno en estos pies, mejorando el estado 

fitosanitario de esos árboles frente a pies vecinos. Sin embargo, se debe continuar investigando sobre 

los mecanismos específicos de interacción entre estas especies y la encina, y testar su actividad 

como agente de biocontrol en condiciones naturales, antes de confirmar dicha hipótesis. En cualquier 

caso, los resultados ofrecen nuevas expectativas en el control de un síndrome que lleva 20 años 

asolando las dehesas del suroeste de la Península Ibérica. 

 

Por otro lado, nuestros resultados confirman la validez de las técnicas de metagenómica como 

herramienta para caracterizar las comunidades microbianas a escala regional, mostrando un ejemplo 

de aplicación directa de las mismas a la posible resolución de un problema concreto. Además, la 

unión de las técnicas clásicas de aislamiento y las técnicas más avanzadas de identificación de 

especies a través del análisis molecular de fragmentos de ADN nos ha permitido establecer la primera 

colección de potenciales agentes de biocontrol nativos de las dehesas andaluzas, lo que representa 

un paso importante en el desarrollo de capacidades de elaboración de bioinoculantes hechos a 

medida para cada caso, más efectivos y con menos riesgos ambientales. 
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