
R

l
L
e
m
T
í
d
e
H
p
D
b

P

A

s
T
T
T
j
T
H

1
l

Disponible  en  www.sciencedirect.com

Revista Mexicana de Biodiversidad

www.ib.unam.mx/revista/
Revista Mexicana de Biodiversidad 86 (2015) 947–961

Ecología

Diversidad de Trichoderma en el agroecosistema cacao del estado
de Tabasco, México

Trichoderma diversity in the cocoa agroecosystem in the state of Tabasco, Mexico

Magdiel Torres-De la Cruz a, Carlos F. Ortiz-García b, Consuelo Bautista-Muñoz a,b,c,
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esumen

Las plantaciones de cacao de Tabasco tienen similitud con las selvas tropicales. Este agroecosistema ayuda a conservar la biodiversidad. En
a entidad, los estudios de diversidad en el agroecosistema cacao están relacionados con la vegetación, mamíferos, avifauna, insectos y arañas.
a diversidad de hongos no se ha estudiado. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la diversidad de Hypocrea/Trichoderma  presente
n la rizósfera de Theobroma  cacao  en Tabasco, México. Para este fin, se obtuvieron e identificaron 96 aislamientos de Hypocrea/Trichoderma
ediante morfología y secuencias de ITS. Las especies encontradas fueron Trichoderma  asperellum, T.  brevicompactum, T.  harzianum/H.  lixii,

.  koningiopsis/H.  koningiopsis, T.  longibrachiatum/H.  sagamiensis, T.  pleuroticola, T.  reesei/H.  jecorina, T.  spirale  y T.  virens/H.  virens. Los
ndices de riqueza (DMg) y abundancia (H′) fueron de 1.75 y 1.69, respectivamente. El índice de uniformidad de Pielou (J) fue de 0.77. La mayor
iversidad de Trichoderma/Hypocrea  se detectó en la subregión Chontalpa. Trichoderma  harzianum/H.  lixii  fue la especie más abundante. Todas las
species encontradas son primer registro para el agroecosistema cacao en Tabasco. Trichoderma  asperellum, T.  brevicompactum, T.  koningiopsis/
.  koningiopsis, T.  pleuroticola, T.  reesei/H.  jecorina  y T.  spirale  son registros nuevos para la entidad y Trichoderma  pleuroticola  es registro nuevo
ara México.
erechos Reservados © 2015 Universidad Nacional Autónoma de México, Instituto de Biología. Este es un artículo de acceso abierto distribuido
ajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.
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bstract
Cocoa plantations of Tabasco are similar to rainforests. This agro-ecosystem contributes to preserve the biodiversity. In Tabasco, diversity
tudies in the cacao agro-ecosystem are related to the vegetation, mammals, birds, insects and spiders. The fungal diversity has not been studied.

ypocrea  from the cocoa rhizosphere in cocoa production areas of Tabasco.
 identified by morphology and ITS sequences. Trichoderma  asperellum,
iopsis, T.  longibrachiatum/H.  sagamiensis, T.  pleuroticola, T.  reesei/H.

e richness (DMg) and abundance (H′) indexes were 1.75 y 1.69, respectively.
oderma/Hypocrea  was detected in the Chontalpa subregion. T.  harzianum/

oa agroecosystem of Tabasco. Trichoderma  asperellum, T.  brevicompactum,
he aim of this study was to characterize the diversity of Trichoderma/H
o this end, 96 strains of Hypocrea/Trichoderma  were obtained and
.  brevicompactum, T.  harzianum/H.  lixii, T.  koningiopsis/H.  koning
ecorina, T.  spirale  y T.  virens/H.  virens, were the identified species. Th
he Pielou uniformity index (J) was 0.77. The highest diversity of Trich
.  lixii  was the most abundant. All the species are first report for the coc
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.  koningiopsis/H.  koningiopsis, T.  pleuroticola, T.  reesei/H.  jecorina  y T.  spirale, are new reports for the state. Trichoderma  pleuroticola  is new
ecord for Mexico.
ll Rights Reserved © 2015 Universidad Nacional Autónoma de México, Instituto de Biología. This is an open access item distributed under the
reative Commons CC License BY-NC-ND 4.0.
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ntroducción

El estado de Tabasco es productor de cacao con más de 500
ños de práctica (Córdova-Ávalos et al., 2001). Sus plantaciones
e caracterizan por ser un agroecosistema arbolado de sombra,
ue forma un paisaje heterogéneo a causa de la diversidad florís-
ica asociada a ellos. Debido a las condiciones climáticas donde
e cultiva y por establecerse bajo un dosel diversificado de som-
ra, este agroecosistema tiene similitud con las selvas tropicales
Greenberg, Bichier y Cruz, 2000). Además, éste contribuye
onsiderablemente a conservar la biodiversidad, provee impor-
antes servicios ambientales (Vandermeer, 2003) y aporta una
antidad significativa de materia orgánica que protege el suelo
Rice y Greenberg, 2000; Rivas-Rojas, 2005).

En el agroecosistema cacao del estado de Tabasco, los estu-
ios de diversidad están relacionados con la vegetación, aves e
nsectos (Córdova-Ávalos et al., 2001; Greenberg et al., 2000;
barra, Arriaga y Estrada, 2001; Muñoz, Estrada y Naranjo,
005; Pérez-De la Cruz et al., 2009; Pérez-De la Cruz, Sánchez-
oto, Ortiz-García, Zapata-Mata y De la Cruz-Pérez, 2007); sin
mbargo, la diversidad de hongos ha sido poco estudiada. Las
aracterísticas únicas de este agroecosistema sugieren la existen-
ia de una amplia diversidad de hongos, tales como especies del
énero Trichoderma, cuyo teleomorfo es Hypocrea  (Ascomy-
ota: Hypocreales).

Trichoderma/Hypocrea  es un género de hongos cosmopo-
ita y habitante de suelos, madera en descomposición y restos
e plantas (Klein y Eveleigh, 1998). Diversas especies de este
énero están asociadas con la rizósfera de plantas o pueden
elacionarse de manera endofítica (Harman, Howell, Viterbo y
het, 2004). Estos hongos son componentes predominantes de

a micobiota del suelo en varios ecosistemas, entre los que se
ncluyen los agrícolas (De Bellis, Kernaghan y Widden, 2007).
lgunas especies de este género tienen importancia económica,
ebido a la producción de enzimas y antibióticos. También
e utilizan como agentes de control biológico de enfermeda-
es vegetales y como estimuladores del crecimiento vegetal
Harman et al., 2004; Kubicek y Penttilä, 1998).

Uno de los estudios sobre diversidad de Tricho-
erma/Hypocrea  en el agroecosistema cacao, basados en
orfología y secuencia de genes, es el de Rivas-Cordero

 Pavone-Maniscalco (2010). Estos autores evaluaron la
iversidad de especies de Trichoderma  en la rizósfera de
lantas de T.  cacao  L. del estado de Carabobo, Venezuela. En
éxico, Sánchez y Rebolledo (2010) evaluaron la diversidad

e Trichoderma  en el agroecosistema agave tequilana, en la

el conocimiento de su biodiversidad en plantaciones de cacao.
Así, en este estudio se aislaron e identificaron especies de Tri-
choderma  presentes en la rizósfera de plantas de T.  cacao  del
estado de Tabasco, y también se caracterizó la diversidad de
Hypocrea/Trichoderma. Se describe la importancia económica
y biotecnológica de las especies encontradas.

Materiales  y  métodos

El estado de Tabasco se encuentra situado al sureste de
la República Mexicana entre los 17◦15′00′′ - 18◦38′45′′ N,
90◦59′08′′ - 94◦07′00′′ O. En su territorio se encuentran 2 pro-
vincias fisiográficas: Llanura Costera del Golfo Sur (70%) y
Sierra de Chiapas y Guatemala (30%). Los suelos predominan-
tes son vertisol éutrico (433,000 ha), histosol fíbrico y asociación
de gleysoles (341,078 ha) y fluvisol éutrico (245,828 ha) (López-
Güemez et al., 2007; Palma-López, Cisneros-Domínguez,
Moreno-Cáliz y Rincón-Ramírez, 2007). El clima predomi-
nante es cálido húmedo con abundantes lluvias en verano
(Velázquez, 1994), temperaturas medias anuales superiores a
los 26 ◦C (García y Vidal-Zepeda, 1990a), con valores mínimos
entre 20-22 ◦C en enero, y máximos entre 30-34 ◦C en mayo
(García y Vidal-Zepeda, 1990b). La precipitación media anual
es de 2,432 mm, con periodos de precipitación y sequía defi-
nidos (CNA, 2005). Posee una superficie de aproximadamente
24,661 km2 y en ella se asientan 17 municipios que se reparten
en 2 grandes regiones: Grijalva y Usumacinta. La región Gri-
jalva se divide en 3 subregiones: la subregión de la Chontalpa,
formada por los municipios de Huimanguillo, Cárdenas, Cun-
duacán, Comalcalco y Paraíso; la subregión Centro, integrada
por los municipios de Centro, Jalpa de Méndez y Nacajuca, y la
subregión Sierra, constituida por los municipios de Teapa, Jalapa
y Tacotalpa. La región Usumacinta se divide en 2 subregiones:
la subregión los Ríos, formada por los municipios de Balancán,
Centla, Emiliano Zapata, Jonuta y Tenosique, y la subregión los
Pantanos, integrada por los municipios de Macuspana, Jonuta y
Centla. La entidad cuenta con una superficie de 236,812 ha para
el desarrollo de la agricultura, de las cuales 41,086 ha están ocu-
padas con plantaciones de cacao, distribuidas en 10 municipios
de las subregiones Chontalpa, Centro y Sierra, en donde la pri-
mera concentra la mayor superficie cultivada, aproximadamente
el 16.38% de la superficie estatal (Sagarpa, 2000) (fig. 1).

Los sitios de muestreo se ubicaron en 3 subregiones:
Chontalpa (Huimanguillo, Cárdenas, Cunduacán, Comalcalco
y Paraíso), Centro (Centro, Jalpa de Méndez y Nacajuca) y
Sierra (Teapa y Tacotalpa). De esta manera se consideraron
egión de Los Altos Sur de Jalisco, México.
A pesar de la importancia de las especies del género Tri-

hoderma, en el estado de Tabasco no existen estudios sobre

l
c
r

os 10 municipios que concentran el total de la producción de
acao en la entidad. En cada municipio los muestreos consistie-
on en 3 muestras compuestas de suelo superficial (0-20 cm de
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Figura 1. Ubicación del estado de Tabasco en la República Mexicana (recuadro inferior) y distribución de las plantaciones de cacao en Tabasco, México (recuadro
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uperior).
uente: OEIDRUS, 2009.

rofundidad). A su vez, cada muestra compuesta representó a
 ha al considerar 5 submuestras; entonces, las 3 muestras com-
uestas representaron a 3 ha en cada municipio. Las coordenadas

 altitud de los sitios de muestreo compuesto se aprecian en la
abla 1. El proceso de muestreo se realizó durante la época de
luvias (octubre a diciembre de 2012). Cada submuestra se reco-
ectó de la rizósfera del árbol de T.  cacao, a 1 m de distancia del
ronco.

Los aislamientos de las especies de Trichoderma  se obtuvie-
on por el método de dilución en placa (Nelson, Toussoun y

arasas, 1983), para lo cual, se diluyeron 10 g de suelo de cada
uestra compuesta en 90 ml de agua destilada estéril (dilución

:10). Se prepararon 2 diluciones sucesivas (1:100 y 1:1,000), de
as cuales, se dispersó una alícuota de 0.5 ml de cada suspensión
e forma uniforme sobre la superficie de una caja de Petri con el
edio de cultivo agar dextrosa y papa (PDA) acidificado (1 ml de

cido láctico/1 l). El ácido láctico se añadió al medio de cultivo
ntes de vaciar en las cajas de Petri. Se prepararon 3 repeticio-
es por dilución utilizada. Las placas sembradas se incubaron a
5 ◦C, 12 h luz/oscuridad durante 7 días. El crecimiento de Tri-
hoderma  fue reconocido por la formación de parches o cojines
erdes de conidios. Las colonias visibles durante los 5 y 7 días
espués de la siembra se transfirieron a cajas de Petri con medio
DA y se incubaron como se mencionó anteriormente, como
ecomienda Michel-Aceves (2001).

Las colonias de Trichoderma  se cultivaron usando la téc-
ica de cultivos monospóricos (Estrada, Vélez y López, 1997).
os cultivos fueron almacenados a 4 ◦C hasta la identificación
orfológica y extracción de ADN. Todos los aislamientos des-

ritos en el presente estudio están conservados en la colección
e hongos de la División Académica de Ciencias Biológicas de

a Universidad Juárez Autónoma de Tabasco.

Las cepas fueron sembradas en cajas de Petri con PDA e incu-
adas durante 7 días, para determinar las características de la

P
r
M

olonia: tamaño, morfología y conidiación. Además, se inoculó
na suspensión de esporas sobre discos de PDA de 0.5 cm de
iámetro, bajo un cubreobjeto, para obtener estructuras micros-
ópicas de cada aislamiento. Todos los discos inoculados se
ncubaron a 25 ◦C en una cámara húmeda durante 3-5 días.
as características microscópicas de conidióforos, fiálides, coni-
ios y clamidosporas fueron observadas bajo el microscopio
e campo claro y fotodocumentadas mediante digitalización de
mágenes. Posteriormente, se llevó a cabo la morfometría con el
oftware Image Tool® 3.00 para Windows. Para la identificación
orfológica de las especies de Hypocrea/Trichoderma  se utilizó

a clave interactiva de Samuels, Chaverri, Farr y McCray (2002)
 ésta se confirmó con las descripciones hechas por Chaverri,
astlebury, Overton, & Samuels (2003); Gams y Bissett (2002);
raus et al. (2004); Park, Bae y Yu (2006); Samuels et al. (2006)

 Samuels, Lieckfeldt y Nirenberg (1999).
El ADN genómico de las especies de Trichoderma  se obtuvo

el micelio de 5 colonias sembradas en cajas de Pietri con PDA
 72 h de incubación. El micelio fue homogeneizado en 400 �L
e buffer de extracción PBS, en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
eguidamente, el ADN se obtuvo siguiendo el protocolo del Kit
xyPrep Multisource Genomic ADN Minipep (Axigen®). La

alidad de ADN se evaluó en gel de agarosa al 1% (Agarosa
ltra Pure, Invitrogen®) y cuantificó en un espectrofotómetro
erkin Elmer® (Lambda BIO 10®). Las regiones ITS1, ITS2 y
.8 del ARN ribosomal se amplificaron por reacción en cadena
e la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores universales
TS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) e ITS5 (GGA AGT
AA AGT CGT AAC AAG G) (White, Bruns, Lee y Taylor,
990). La amplificación se realizó según protocolo de Ahrens

 Seemüller (1992), con modificaciones en las reacciones de

CR cuyo volumen final fue de 25 �L: agua ultrapura esté-
il (16.05 �L), solución amortiguadora Buffer 10X (2.5 �L),

gCl2 a 50 mM (1.25 �L), dNTP mezcla a 10 mM (0.5 �L),
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Tabla 1
Localización de sitios de muestreo y aislamientos de Trichoderma/Hypocrea obtenidos de la rizósfera de Theobroma cacao en Tabasco, México, 2013.

Municipio Localidad Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (m) Aislamientos obtenidos Número de
aislamientos

Paraíso R/a. Moctezuma 1 18◦22′19.3′′ 93◦13′42.4′′ 3 TTC1, TTC2, TTC3, TTC4 4
R/a. Oriente 18◦21′06.9′′ 93◦12′57.8′′ 3 TTC5 1
Ej. Occidente-San
Francisco

18◦20′37.9′′ 93◦15′24.5′′ 3 TTC6, TTC7, TTC8 3

Cárdenas Poblado C-28 18◦01′46.7′′ 93◦29′42.0′′ 3 TTC9, TTC10, TTC11, TTC12,
TTC13

5

R/a. Ocampo 18◦01′49.3′′ 93◦21′29.7′′ 21 TTC14, TTC15, TTC16 3
R/a. Río Seco 1 18◦03′47.2′′ 93◦23′04.4′′ 23 TTC17, TTC18, TTC19 3

Comalcalco R/a. Arena 4 18◦13′25.4′′ 93◦23′31.1′′ 6 TTC20, TTC21, TTC22, TTC23,
TTC24

5

R/a. Gregorio Méndez 1 18◦14′59.9′′ 93◦17′12.7′′ 12 TTC26, TTC27, TTC28 3
Finca Cholula 18◦17′03.9′′ 93◦12′35.7′′ 3 TTC29 1

Cunduacán Ej. José María Pino
Suárez

18◦08′30.1′′ 93◦17′29.1′′ 21 TTC31. TTC32 2

R/a. La Piedra 1 18◦07′45.2′′ 93◦11′52.4′′ 14 TTC35, TTC37, TTC39 3
R/a. Huimango 2 18◦08′01.0′′ 93◦09′54.8′′ 3 TTC40, TTC41, TTC42, TTC44 4

Huimanguillo R/a. Villa Flores 2 17◦48′06.6′′ 93◦24′16.5′′ 3 TTC45, TTC46, TTC47 3
R/a. Paredón 1 17◦44′59.6′′ 93◦23′57.8′′ 7 TTC48, TTC49, TTC50, TTC51,

TTC52
5

Ej. Rafael Martínez 17◦42′56.8′′ 93◦23′45.7′′ 5 TTC54, TTC55 2
Jalpa De Méndez R/a. Hermenegildo

Galeana 2
18◦10′33.4′′ 93◦08′48.5′′ 12 TTC56, TTC57, TTC58, TTC59,

TTC61
5

Ej. Huapacal 18◦11′48.1′′ 93◦10′28.5′′ 4 TTC62, TTC63 2
R/a. Benito Juárez 2 18◦09′59.1′′ 93◦11′20.0′′ 5 TTC64 1

Nacajuca R/a. Rivera Alta 18◦10′51.0′′ 93◦02′15.0′′ 8 TTC66, TTC67 2
R/a. Vainilla 18◦08′51.7′′ 93◦01′47.1′′ 10 TTC68, TTC69, TTC70 3
R/a. Allende 18◦09′38.1′′ 93◦02′00.8′′ 7 TTC73, TTC74, TTC75, TTC76 4

Centro R/a. Plátano y cacao 4 17◦59′04.2′′ 93◦10′07.9′′ 2 TTC77, TTC79, TTC81, TTC82,
TTC84

5

R/a. Buena Vista 1 17◦56′59.2′′ 93◦06′23.2′′ 12 TTC85, TTC86 2
R/a. González 4 17◦57′29.6′′ 93◦05′25.7′′ 11 TTC87, TTC88, TTC89, TTC90,

TTC91, TTC92
6

Tacotalpa Ej. Zunuy y patastal 17◦28′10.3′′ 92◦50′56.7′′ 155 TTC93, TTC95 2
R/a. Pochitocal 1 17◦37′18.9′′ 92◦45′10.6′′ 14 TTC96, TTC97 2
R/a. Puyacatengo 1 17◦39′37.2′′ 92◦54′20.7′′ 14 TTC98, TTC100, TTC101,

TTC102, TTC103, TTC104
6

Teapa R/a Allende 3 17◦36′02.9′′ 92◦59′27.7′′ 29 TTC105, TTC106 2
Ej. Allende 2 17◦33′20.0′′ 92◦59′08.7′′ 90 TTC107. TTC108, TTC109 3
Ej. Vicente Guerrero 17◦30′15.7′′ 92◦54′02.5′′ 91 TTC111, TTC113, TTC114, 4
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as cepas obtenidas fueron identificadas con las siglas TTC (Trichoderma Taba

niciadores ITS4 e ITS5 a 10 pmol (1.25 �L de cada uno), Taq
NA polimerasa (Invitrogen®) a 1U (0.2 �L) y ADN blanco a
0 ng (2 �L).

El procedimiento para la PCR consistió en los siguien-
es ciclos: 1 de 95 ◦C por 4 min, 35 de 95 ◦C por 1 min,
5 de 58 ◦C por 1 min, 35 de 72 ◦C por 2 min y un ciclo
e 72 ◦C durante 10 min. Los productos de la PCR se
ometieron a electroforesis en gel de agarosa para visuali-
ación y medida de la especificidad. La cuantificación del
DN se realizó por espectrofotometría (NanoDrop 2000,
hermo Scientific®). Los productos fueron enviados para
ecuenciación a Macrogene®, y las secuencias obtenidas se
ompararon con la base de datos del banco de genes del

ational Center for Biotechnology Information (NCBI, 2014)

www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para la comparación de los valores
enerados con la secuencia de estudio se consideró una similitud

d
f
r

TTC115

acao) seguidas de un número que las diferencia.

 97% (Stackebrandt y Goebel, 1994). La sinonimia aceptada
stá basada en Index Fungorum (www.indexfungorum.org/),
ycoBank (www.mycobank.org) y Enciclopedia de la vida

http://eol.org/pages/192915/names/synonyms).
Las secuencias de nucleótidos fueron alineadas usando

l programa Crustalx 2.1 (Thompson, Gibson, Plewniak,
eanmougin y Higgins, 1997). La inferencia filogenética fue
ealizada por el método neighbor-joining (NJ) (Saitou y
ei, 1987) usando el programa MEGA6 (Tamura, Stecher,
eterson, Filipski y Kumar, 2013). El soporte de las ramas
n el árbol de NJ se estimó mediante el método de
ootstrap, usando 1,000 réplicas (Felsenstein, 1985). Las
istancias evolutivas se estimaron usando el método P.

istance (Nei y Kumar, 2000), excluyendo gaps  y datos
altantes. Los valores de bootstrap  ≥  70% se considera-
on significativos (Felsenstein, 1985). Como grupo externo

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.indexfungorum.org/
http://www.mycobank.org/
http://eol.org/pages/192915/names/synonyms
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Figura 2. Relación filogenética de 96 aislamientos de Trichoderma inferido por análisis de secuencias de ADNr (ITS1, 58S y ITS2). La filogenia fue inferida por el
método neighbor-joining, y la distancia evolutiva fue estimada por el método P. distance. Los números en los nodos representan el porcentaje del bootstrapping con
1,000 repeticiones. La barra de escala = 0.01 sustituciones por sitio.
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Tabla 2
Especies de Trichoderma/Hypocrea presentes en la rizósfera de Theobroma cacao, identificados por morfología y amplificación de los espaciadores transcritos
internos (ITS) 1 y 2, y de la región 5.8S del ARN ribosomal. Tabasco, México, 2013.

Aislamiento Identificación morfológica/molecular Identidad (%) Cepa de referencia (GenBank)

TTC1 T. asperellum 100 JQ040322.1
TTC2,TTC51 T. asperellum 100 JQ040322.1
TTC22, TTC35 T. asperellum 100 JQ040312.1
TTC24, TTC29, T. asperellum 99 JQ040317.1
TTC46, TTC107 T. asperellum 99 KF815050.1
TTC45, TTC47 T. brevicompactum 99 JQ040334.1
TTC50 T. brevicompactum 99 EU280087.1
TTC52, TTC55 T. brevicompactum 99 FJ610287.1
TTC79, TTC86 T. brevicompactum 99 JQ040334.1
TTC5 T. harzianum/H. lixii 100 HG940500.1
TTC6, TTC9 T. harzianum/H. lixii 99 JQ040359.1
TTC10 T. harzianum/H. lixii 99 AY605732.1
TTC11 T. harzianum/H. lixii 99 JF923807.1
TTC12 T. harzianum/H. lixii 99 JF923806.1
TTC13, TTC82 T. harzianum/H. lixii 99 EU280079.1
TTC40, TTC44, TTC48, TTC68, TTC73, TTC74, TTC87, T. harzianum/H. lixii 100 HG940500.1
TTC90, TTC95, TTC96 TTC97, TTC108, TTC111, TTC114 T. harzianum/H. lixii 100 HG940500.1
TTC19 T. harzianum/H. lixii 99 AY605743.1
TTC37, TTC39 T. harzianum/H. lixii 99 JQ617299.1
TTC39 T. harzianum/H. lixii 100 KJ439172.1
TTC41, TTC42 T. harzianum/H. lixii 99 AY605743.1
TTC49 T. harzianum/H. lixii 99 EF191298.1
TTC56, TTC57 T. harzianum/H. lixii 99 AY605743.1
TTC62, TTC89, TTC105 T. harzianum/H. lixii 99 JF923806.1
TTC64, TTC91, TTC70 T. harzianum/H. lixii 99 EU280077.1
TTC73 T. harzianum/H. lixii 99 JQ040358.1
TTC75, TTC76, TTC77, TTC92, TTC100 T. harzianum/H. lixii 99 KC330218.1
TTC87, TTC95, TTC96 T. harzianum/H. lixii 100 JQ040358.1
TTC98 T. harzianum/H. lixii 99 JQ040358.1
TTC103 T. harzianum/H. lixii 99 KC139308.1
TTC106 T. harzianum/H. lixii 99 JQ040358.1
TTC109 T. harzianum/H. lixii 99 AY605743.1
TTC115 T. harzianum/H. lixii 99 EF191298.1
TTC81 T. reesei/H. jecorina 100 JQ040380.1
TTC113 T. reesei/H. jecorina 99 JQ040380.1
TTC18 T. koningiopsis/H. koningiopsis 99 JQ040370.1
TTC20 T. koningiopsis/H. koningiopsis 99 JQ617300.1
TTC21 T. koningiopsis/H. koningiopsis 100 JQ040370.1
TTC61 T. koningiopsis/H. koningiopsis 99 JQ617301.1
TTC63 T. koningiopsis/H. koningiopsis 100 JQ040370.1
TTC84 T. koningiopsis/H. koningiopsis 99 AB568478.1
TTC26, TTC27, TTC101 T. longibrachiatum/H. sagamiensis 99 JN108926.1
TTC28, TTC88 T. longibrachiatum/H. sagamiensis 99 FJ361041.1
TTC3, TTC7, TTC8 T. pleuroticola 99 JQ040377.1
TTC4 T. spirale 99 JF439515.1
TTC54, TTC85 T. spirale 99 EU280082.1
TTC93 T. spirale 99 JQ040382.1
TTC14, TTC15 T. virens/H. virens 99 JQ973614.1
TTC16 T. virens/H. virens 99 KF691803.1
TTC69 T. virens/H. virens 98 JX424333.1
TTC17, TTC102, TTC104 T. virens/H. virens 100 KC176361.1
TTC23, TTC31, TTC58 T. virens/H. virens 99 JQ040400.1
T virens
T virens

s
v
u
d
(
T

T
T
d

TC32 T. virens/H. 

TC59, TTC66, TTC67 T. virens/H. 

e utilizó una secuencia de Aspergillus  Aspergillus  fla-
us (número de acceso GenBank: AF138287); también se
tilizaron secuencias de GenbBank de 9 especies de Tricho-

erma: Trichoderma  harzianum  (EU280079), T.  pleuroticola
JQ040377), T.  virens  (JQ040400), T.  spirale  (EU280092),
. brevicompactum  (JQ040334), T.  reesei  (JQ040380),

c
d
(

 99 EU280073.1
 99 JQ973614.1

.  longibrachiatum  (JN108926), T.  koningiopsis  (JQ040370) y

. asperellum  (JQ040317). La elección de los grupos externos
el género Trichoderma  se basó en los resultados de la compara-

ión de las secuencias de estudio con la base de datos del banco
e genes del National Center for Biotechnology Information
NCBI, 2014).
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Figura 3. Riqueza de especies de Trichoderma/Hypocrea en el agroecosistema
cacao, por subregión productiva, en Tabasco, México, 2013.
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Se analizaron la riqueza específica y la abundancia de las
species de Trichoderma  fueron. La riqueza específica se calculó
ediante el índice de diversidad de Margalef (DMg), por entidad

 subregión:

DMg =  (S −  1)/  log N

onde N  es el número total de individuos y S  el número de espe-
ies. Este índice representa la riqueza de especies en un sentido
lásico, pero en función del número total de individuos (ais-
amientos) obtenidos en el muestreo. La abundancia se obtuvo

ediante el índice de diversidad según Shannon-Wiener:

H′ =  −Σipi(log pi)

onde pi es la proporción del número total de individuos que
parece representada en la especie i. El índice proporciona un
ndicador (H′) de la relación entre el número de especies en cada
ubregión estudiada y sus respectivas abundancias numéricas
Magurran, 1991).

También se evaluó la equitabilidad con el índice de unifor-
idad de Pielou:

J =  H′
(observado)/H′

(má x)

onde H′
(máx) es la diversidad máxima posible que se podría

btener si todas las especies fueran igualmente abundantes. El
ndice representa la uniformidad en la distribución numérica
ntre las diferentes especies del conjunto estudiado (Magurran,
991).

Para comparar la composición de las comunidades fúngicas
ntre las subregiones incluidas en la presente investigación se
btuvo el índice de similitud de Sorensen (ISS), que se calculó

on la fórmula que establece Mueller-Dombois (1981):

ISS =  [(2C)/(A +  B) ∗  100]
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igura 4. Curva de acumulación de especies de hongos del género Trichoderma/Hyp
onde C  es el número de especies comunes a las 2 muestras; A
epresenta todas las especies de la primera muestra, B  representa
odas especies de la segunda muestra.

Además, la frecuencia de constancia (FC) se calculó de
cuerdo con Heredia-Abarca (1999), a fin de conocer la pre-
encia de las especies de Trichoderma  en cada subregión
uestreada. Igualmente, se construyó una curva de acumula-

ión de especies tomando como unidad de esfuerzo cada sitio de
uestreo. Esta curva permitió calcular el esfuerzo de muestreo

ecesario para registrar el mayor número de especies posibles

n el agroecosistema de estudio.
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Tabla 3
Clados formados por secuencias de ADN de aislamientos Tricho-
derma/Hypocrea presentes en la rizósfera de Theobroma cacao en Tabasco,
México, 2013.

Clado Bootstrap
(%)

Núm. de
aislamientos

Especie

1 99 46 T. harzianum/H. lixii
2 99 3 T. pleuroticola
3 99 14 T. virens/H. virens
4 99 4 T. spirale
5 99 7 T. brevicompactum
6 94 6 T. reesei/H. jecorina
7 99 5 T. longibrachiatum/H. sagamiensis
8
9

e
y
n

igura 5. Trichoderma asperellum. a) colonia en medio de cultivo PDA, des
escripción: Samuels et al. (1999); http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/

esultados

Se obtuvieron 96 aislamientos de Trichoderma/Hypocrea  a
artir de muestras de suelo del agroecosistema cacao en Tabasco,
éxico. Los aislados fueron identificados mediante morfología

 secuencias de ITS, con la finalidad de conocer la riqueza y
bundancia de especies (tabla 2).

En la figura 2 se muestra el árbol filogenético obtenido con
as secuencias de los 96 aislamientos de Trichoderma  y otras
ecuencias obtenidas del GeneBak. El árbol de NJ mostró 2
amas principales: una alberga a T.  koningiopsis  y T.  asperellum,

 la otra se subdivide en otras 2, una que alberga a T.  longibra-
hiatum, T.  reesei  y T.  brevicompactum, y la otra a T.  spirale,
. virens, T.  pleuroticola  y T.  harzianum. Con base en los soportes
e las ramas de bootstrap, los 96 aislamientos de Trichoderma
orresponden a 9 especies, todas ellas con soportes superiores

 89% de bootstrap  (tabla 3; fig. 2). De esta manera, se deter-
inaron 9 taxa, lo cual resultó en un DMg = 1.75 y un H′ = 1.69.
a mayor diversidad se detectó en la subregión Chontalpa (8

species, DMg = 1.8); aunque la diferencia con las subregiones
estantes fue mínima: Centro (7 especies; DMg = 1.76) y Sierra
6 especies, DMg = 1.7) (fig. 3). La curva de acumulación de

z
m
t

 94 7 T. koningiopsis/H. koningiopsis
 89 8 T. asperellum

species mostró estabilidad después de 22 sitios de muestreo
, aunque se realizaron otras exploraciones, no se localizaron
uevos taxones de este género (fig. 4).
En el presente estudio, la especie más abundante fue T.  har-
ianum/H.  Lixii  (47.9%), que estuvo presente en 20 de 30 sitios
uestreados y que también fue dominante en 18 sitios de mues-

reo. Después de T.  harzianum/H.  lixii, T.  virens/H.  virens  fue

http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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igura 6. Trichoderma brevicompactum. a) colonia en medio de cultivo PDA, d
escripción: Kraus et al. (2004); http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Tr

a especie más abundante (14.6%), y estuvo presente en 8 de
0 sitios muestreados; sin embargo, ésta no dominó en ninguna
ocalidad. Siete especies más se presentaron con una frecuencia
nferior al 10%: T.  asperellum  (9.4%) (fig. 5), T.  brevicompactum
7.3%) (fig. 6), T.  koningiopsis/H.  koningiopsis  (6.3%) (fig. 7),
. longibrachiatun/H.  sagamiensis  (5.2%), T.  spirale  (4.2%)
fig. 8), T.  pleuroticola  (3.1%) (fig. 9) y T.  reesei/H.  jecorina
2.1%) (fig. 10).

El índice de uniformidad de Pielou (J) fue de 0.77. El valor
e J  indicó uniformidad en la distribución de las especies, con
ominancia de pocas especies. Considerando un mismo esfuerzo
n el muestreo realizado, el número de especies (S) incrementó
e manera importante, desde el primer sitio (S  = 3) hasta el sitio
3 (S  = 8) (fig. 4).

En relación con el ISS, la comunidad de Trichoderma  de la
ubregión Chontalpa fue un 88% similar a la comunidad encon-
rada en la subregión Centro, y de un 71.4% con la subregión de
a Sierra. Así también, la comunidad de la subregión Centro fue
n 76.9% similar a la subregión Sierra. Con base en la presen-
ia de las especies en las 3 subregiones evaluadas, las especies
. harzianum/H.  lixii, T.  virens/H.  virens, T.  longibrachiatun/

. sagamiensis  y T.  spirale  mostraron una FC del 100%. Las 4

species restantes mostraron una FC del 67%. La especie con
enor FC en la subregión fue T.  pleuroticola  (tabla 4).

a
C
a

és de 14 días a 25 ◦C; b) conidióforo; c) fiálides; d) conidios; e) clamidospora.
ermaIndex.cfm.

iscusión

Se evaluó la diversidad de Trichoderma/Hypocrea  presente
n la rizósfera de plantas de T.  cacao  en Tabasco, México. Los
studios de las especies de Trichoderma  son escasos en el sureste
e México. Hasta el momento presente, la identificación de espe-
ies de Hypocrea/Trichoderma  requiere la combinación tanto
e características morfológicas como de secuencias de algunos
enes, como por ejemplo, ITS (Druzhinina y Kubicek, 2005).
asados en características morfológicas y secuenciación de las

egiones ITS1 e ITS2, en el agroecosistema cacao en Tabasco,
éxico, se identificaron 9 especies. En el sureste de México,

ste es el primer estudio del género Trichoderma/Hypocrea
asado en un amplio número de muestras, combinadas con iden-
ificación molecular. Lo anterior limita la comparación de los
esultados obtenidos de otras biocenosis.

En relación con estudios sobre diversidad de Hypo-
rea/Trichoderma  en México, Sánchez y Rebolledo (2010), en
l agroecosistema agave tequilana, en la región de Los Altos
ur de Jalisco, México, obtuvieron 4 especies de Trichoderma

 partir de 66 aislados, con una DMg de 0.71, la cual es inferior

 la obtenida en el presente estudio. De acuerdo con Hoyos-
arvajal y Bissett (2011), la baja diversidad de Trichoderma  en
lgunos ecosistemas puede deberse a los disturbios agrícolas,

http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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igura 7. Trichoderma koningiopsis/H. koningiopsis. a) colonia en medio de 

) clamidospora. Descripción: Samuels et al. (2006); http://nt.arsgrin.gov/taxad

or lo cual la diversidad encontrada en la presente investigación
DMg = 1.75) refleja el efecto benéfico de un manejo conser-
acionista y revela las bondades del ecosistema cacao en el
antenimiento de la diversidad de este género de hongos.
En el presente estudio, la diversidad de Tricho-

erma/Hypocrea  obtenida de la rizósfera de T.  cacao  fue mayor
 la que documentan Rivas-Cordero y Pavone-Maniscalco
2010) en la rizósfera de plantas de T.  cacao  del estado de
arabobo, Venezuela. Estos autores identificaron 6 especies

 partir de 35 aislados, con una DMg = 1.37. Sin embargo,
ara América del Sur se han registrado índices relativamente
ayores (10 especies/53 aislamientos, DMg = 2.26; Druzhinina,
opchinski, Komon, Bissett, Szakacs y Kubicek, 2005), el sud-
ste de Asia (14/96, DMg = 2.84; Kubicek, Bissett, Druzhinina,
radinger y Szakacsc, 2003), China (13/135, DMg = 2.44;

hang, Druzhinina, Kubicek y Xu, 2005) y Cerdeña (isla
el mar Mediterráneo) (14/482, DMg = 2.1; Migheli et al.,
009).

g
T
s

o PDA, después de 14 días a 25 ◦C; b) conidióforo; c) fiálides; d) conidios;
tions/keys/TrichodermaIndex.cfm.

La estabilidad mostrada por la curva de acumulación de espe-
ies indicó que el número de especies registradas en este trabajo
s muy cercano al que alberga el agroecosistema muestreado,
n la rizósfera, en el estado de Tabasco, y que el esfuerzo de
uestreo que falta por realizar para obtener otras especies es

oco (fig. 4).
Los resultados del presente estudio muestran la predomi-

ancia de T.  harzianum/H.  lixii/, similar a lo obtenido por
ivas-Cordero y Pavone-Maniscalco (2010) para el agroecosis-

ema cacao del estado de Carabobo, Venezuela. Sin embargo,
tros estudios también evidencian la predominancia de esta
specie (Kullnig, Szakacs y Kubicek, 2000; Wuczkowski,
ruzhinina, Gherbawy, Klug, Prillinger y Kubicek, 2003; Zhang

t al., 2005).
En relación con la presencia de las especies en las subre-
iones evaluadas, T.  harzianum/H.  lixii, T.  virens/H.  virens,
. longibrachiatun/H.  sagamiensis  y T.  spirale  estuvieron pre-
entes en las 3 subregiones donde se cultiva cacao en Tabasco;

http://nt.arsgrin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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igura 8. Trichoderma spirale (Synanamorfo). a) colonia en medio de cultivo PD
) conidios; e) clamidospora. Descripción: Chaverri, Castlebury, Overton y Sam

in embargo, T.  brevicompactum  y T.  koningiopsis/H.  koningiop-
is sólo se encontraron en la región de la Chontalpa y Centro.
odas las especies encontradas en la subregión de la Sierra se
resentaron en la subregión de la Chontalpa, excepto T.  reesei.
richoderma pleuroticola  únicamente se presentó en la subre-
ión de la Chontalpa (tabla 4). La mayor riqueza de especies se
ncontró en la subregión de la Chontalpa, que alberga la mayor
uperficie cultivada con T.  cacao  (OEIDRUS, 2009)

Las 9 especies de Trichoderma/Hypocrea  encontradas en
l presente estudio constituyen el primer registro para el
groecosistema cacao en el estado de Tabasco. Así también,
. asperellum  (fig. 5), T.  brevicompactum  (fig. 6), T.  koningiop-
is/H. koningiopsis  (fig. 7), T.  spirale  (fig. 8), T.  pleuroticola
fig. 9) y T.  reesei/H.  jecorina  (fig. 10) son nuevos regis-
ros para la entidad; y T.  pleuroticola  (fig. 9) es un registro
uevo para México.

De las especies de Trichoderma/Hypocrea  encontradas en el
resente estudio, T.  brevicompactum, T.  harzianum/H.  lixii, T.
oningiopsis/H.  koningiopsis  y T.  virens/H.  virens  se han regis-
rado en el agroecosistema cacao en Venezuela (Rivas-Cordero

 Pavone-Maniscalco, 2010). También, T.  harzianum/H.  lixii,
. longibrachiatun/H.  sagamiensis  y T.  reesei/H.  jecorina  se
egistraron por Sánchez y Rebolledo (2010) en el agroe-
osistema agave tequilana en Jalisco, México.  En Tabasco,
el Olmo-Ruiz, Cifuentes-Blanco, Vidal-Gaona y Rosique-Gil
2010) documentaron la presencia de T.  harzianum/H.  lixii  y T.
ongibrachiatun/H.  sagamiensis  en una plantación de plátano
Musa paradisiaca).

n
g
h

pués de 14 días a 25 ◦C, con abundante micelio aéreo; b) conidióforo; c) fiálides;
(2003); http://nt.arsgrin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm.

De las especies encontradas en este estudio, T. asperellum, T.
arzianum/H.  lixii, T.  longibrachiatun/H.  sagamiensis, T. virens/
. virens, T.  spirale  y T.  koningiopsis/H.  koningiopsis  son

species que tienen aplicación como agentes de control bio-
ógico de hongos fitopatógenos (Evans, Holmes y Thomas,
003; Hjeljord y Tronsmo, 1998; Krauss y Soberanis, 2001). De
anera particular, T.  harzianum/H.  lixii  y T.  virens/H.  virens  son

species utilizadas para el control de Phytophthora  palmivora  y
oniliophthora  roreri, 2 hongos patógenos del cacao (Benítez,
incón, Limón y Codón, 2004; Evans et al., 2003; Harman,
000; Krauss y Soberanis, 2001; Migheli, Whipps, Budge y
ynch, 1995). También T.  virens/H.  virens  se ha registrado
omo promotor del crecimiento en algunas especies vegeta-
es (Contreras-Cornejo, Macías-Rodríguez, Cortés-Penagos y
ópez-Bucio, 2009), y T.  asperellum  es capaz de colonizar el
istema radical de algunas especies vegetales e inducir resisten-
ia a patógenos (Yerdidia et al., 2003). Trichoderma  pleuroticola
s el agente causal de pérdidas de producción en cultivos de hon-
os comestibles (Sobieralski et al., 2012). Trichoderma  reesei/
. jecorina  es un hongo de importancia económica debido a su

lta capacidad de producción de enzimas industriales (Kubicek
 Penttilä, 1998). Trichoderma  brevicompactum  se ha regis-
rado como productor de antibióticos (Degenkolb, Gräfenhan,
irenberg, Gams y Brückner, 2006). Finalmente, T.  longibra-

hiatun/H. sagamiensis  tiene importancia agronómica y biotec-

ológica, por ejemplo en la producción de las enzimas celulasa,
lucanasas e hidrolasas; además, es un patógeno oportunista en
umanos inmunocomprometidos (Kredics et al., 2003).

http://nt.arsgrin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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igura 9. Trichoderma pleuroticola. a) Colonia en medio de cultivo PDA des
escripción: Park et al. (2006); http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Tric

Los resultados de este trabajo, incluyendo el índice de diver-
idad de Shannon-Wiener y de equitatividad de Pielou, servirán
omo referencia para futuras investigaciones sobre la ecología
e las especies del género Trichoderma. Además, los resul-

ados obtenidos demuestran la alta diversidad de especies de
richoderma/Hypocrea  que pueden encontrarse en ambien-
es poco perturbados. Así también, este estudio revela que el

m
e
d

abla 4
species de Trichoderma/Hypocrea presentes en la rizósfera de Theobroma cacao y 

species Subreg

Chontalpa C

. harzianum/H. Lixii 1 1 

. virens/H. virens 1 1 

. asperellum 1 0 

. brevicompactum 1 1 

. koningiopsis/H. koningiopsis 1 1 

. longibrachiatum/H. sagamiensis 1 1 

. spirale 1 1 

. pleuroticola 1 0 

. reesei/H. jecorina 0 1 
de 14 días a 25 ◦C; b) conidióforo; c) fiálides; d) conidios; e) clamidospora.
rmaIndex.cfm.

groecosistema cacao es un área de investigación con poten-
ial biotecnológico. Asimismo, el conocimiento de la diversidad
e Trichoderma  y la obtención de aislados regionales forman
l primer paso en la búsqueda de agentes de control de enfer-

edades vegetales. La utilidad potencial de los aislamientos y

species obtenidas en el control biológico de diversas enferme-
ades puede evaluarse en futuras investigaciones.

su frecuencia de constancia por subregión. Tabasco, México, 2013.

iones Frecuencia de constancia (%)

entro Sierra

1 100
1 100
1 67
0 67
0 67
1 100
1 100
0 33
1 67

http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm
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igura 10. Trichoderma reesei/H. jecorina. a) colonia en medio de cultivo PDA
escripción: Gams y Bissett (2002); http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/key
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