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Mejora de cepas de Trichoderma para
su empleo como biofungicidas
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La utilización de cepas fúngicas del género Trichoderma para el control de
enfermedades de plantas producidas por hongos es una de las alternativas más
prometedoras al empleo de fungicidas químicos. Con el fin de obtener cepas de
Trichoderma que sean mejores agentes de control biológico que las cepas ya
existentes, se han seguido varias estrategias encaminadas a aumentar su capa-
cidad de degradar la pared celular de los hongos a los que ataca. Así, mediante
la transformación de cepas de Trichoderma harzianum con genes de quitinasas
y glucanasas, se han obtenido cepas con actividades enzimáticas muy superio-
res a las de la estirpe silvestre. No obstante, algunas de las enzimas producidas
por los transformantes sufren procesos de proteolisis que se pueden evitar
modificando las condiciones de cultivo. La obtención de enzimas híbridas
mediante la fusión de dominios de unión a sustrato, es una alternativa al incre-
mento de la dosis génica que también originaría cepas con mayor capacidad líti-
ca. En ensayos de antagonismo realizados in vitro, las cepas transformadas con
genes de hidrolasas muestran una capacidad antifúngica sobre el hongo fitopa-
tógeno Rhizoctonia solani superior a la de la estirpe silvestre.
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Improvement of Trichoderma strains for biocontrol
The use of the fungal genus Trichoderma to control fungal plant diseases is a
promising alternative to the use of chemical compounds. The aim of this work
has been to obtain Trichoderma strains with improved capacity as biological con-
trol agents. To do so, the hydrolytic capacity on fungal cell walls of strains of the
fungus Trichoderma harzianum has been increased. On one hand, transforma-
tion experiments with genes which coded for chitinases and glucanases have
been carried out in T. harzianum strains. On the other hand, the medium compo-
sition has also been modified in order to eliminate proteolytic degradation of
some of the overproduced enzymes. Finally, hybrid chitinolytic enzymes with
substrate-binding domains have been produced as an alternative to obtain
improved biocontrol strains. The transformant strains, when compared with the
wild type, showed improved antifungal capacity against the phytopathogenic fun-
gus Rhizoctonia solani, in in vitro experiments.
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Resumen

Las enfermedades producidas por microorganis-
mos fitopatógenos, tales como bacterias, nematodos u
hongos, constituyen la mayor causa de pérdida en la pro-
ducción agrícola, tanto en cosecha como en postcosecha.
Dentro de los distintos fitopatógenos, los hongos constitu-
yen uno de los principales grupos tanto por la diversidad
de especies existentes como por las pérdidas que originan
[1-4]. La manera tradicional de combatir tales pérdidas se
basa en el empleo de compuestos químicos (control quí-
mico), los cuales se caracterizan por una elevada eficacia
y por una gran rapidez en el control, pero también por ser
tóxicos inespecíficos que eliminan, junto con los organis-
mos fitopatógenos, otros organismos beneficiosos. Los
inconvenientes que presenta el control químico se han
potenciado en los últimos años debido al cambio en los
sistemas de cultivo (monocultivos, explotaciones intensi-
vas, etc.). Esto, unido a una mayor concienciación social
ante el enorme deterioro medioambiental que supone la
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utilización masiva de compuestos químicos, ha provocado
un gran interés en la búsqueda de sistemas de control
alternativos [1-3,5]. En este sentido, una estrategia que
esta dando un buen resultado es la utilización de microor-
ganismos que son antagonistas de los agentes infecciosos
y que desplazan a éstos de una manera natural (control
biológico) [4-10]. 

Las especies del género Trichoderma son los anta-
gonistas más utilizados para el control de enfermedades
de plantas producidas por hongos, debido a su ubicuidad,
a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su creci-
miento rápido en un gran número de sustratos y a que no
atacan a plantas superiores [10-13]. Los mecanismos por
los que las cepas del género Trichoderma desplazan al
fitopatógeno son fundamentalmente de tres tipos: compe-
tición directa por el espacio o por los nutrientes
[2,3,5,7,11], producción de metabolitos antibióticos, ya
sean de naturaleza volátil o no volátil [2,3,5,6] y parasitis-
mo directo de determinadas especies de Trichoderma
sobre el hongo fitopatógeno [2,5]. Durante el micoparasi-
tismo, el antagonista localiza al patógeno y se enrolla alre-
dedor de las hifas de éste, provocando su muerte. Estos
tres mecanismos no son excluyentes sino que actúan
sinérgicamente en el control de los patógenos. La impor-
tancia relativa de cada uno de ellos depende de cada pare-
ja de antagonista-patógeno y de las condiciones
ambientales [2,5,11].

Un uso más extendido del control biológico requie-
re la obtención de agentes de biocontrol más eficaces de
los que existen actualmente. En la búsqueda de tales agen-
tes mejorados se podrían seguir varias estrategias ya que,
como se ha indicado, son varios los mecanismos mediante
los cuales los antagonistas ejercen su acción. No obstante,
un análisis de los mecanismos de acción descritos ante-
riormente revela que en todos ellos participan enzimas
hidrolíticas de la pared celular. Así, la capacidad saprofíti-
ca de un microorganismo está mediada por la cantidad de
enzimas degradadoras de polímeros tales como la quitina
o los glucanos. Por otra parte, esta bien establecido que
los enzimas hidrolíticos de pared celular tienen un efecto
sinérgico con los antibióticos [14-19], siendo la acción
antifúngica de ambos compuestos muy superior a la de
cualquiera de ellos por separado. En cuanto al micoparasi-
tismo, una de las etapas claves del mismo consiste en la
degradación de la pared celular de los fitopatógenos
mediada por la acción de los enzimas hidrolíticos produci-
das por el antagonista [2,5]. Por todo ello, una buena
estrategia de mejora podría ser el aumento de los niveles
de enzimas hidrolíticos del agente de biocontrol, ya que al
modificar este parámetro se estarían actuando directamen-
te sobre los tres mecanismos mediante los cuales
Trichodermapodría desplazar a los hongos fitopatógenos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Transformación de Trichoderma harzianum con
genes de quitinasas y glucanasas.Una vía directa para la
obtención de cepas de Trichodermacon un mayor nivel de
expresión de enzimas hidrolíticos de pared celular
(EHPC), se podría conseguir mediante el aumento de la
dosis génica. Actualmente existen varios métodos de
transformación que permiten aumentar de manera estable
el número de copias de un gen de una manera rápida
[2,20-23]. En este estudio, se llevó a cabo la cotransfor-
mación a partir de protoplastos para aumentar los niveles
de transcripción de los genes que codifican EHPC en la
cepa T. harzianumCECT 2413. El protocolo seguido fue
el descrito por Penttila y colaboradores [22], utilizando
como marcador de selección la capacidad de utilizar ace-

tamida como fuente de nitrógeno a través del gen de la
acetamidasa de Aspergillus nidulans[24-26], mientras que
el gen de interés quedaba en un segundo vector bajo el
control del promotor pki (piruvato kinasa) y el terminador
de la celobiohidrolasa I, ambos deTrichoderma reesei
[21]. Mediante cotransformación se obtuvieron transfor-
mantes estables de T. harzianumpara cuatro genes de
EHPC distintos; dos de ellos que codificaban quitinasas,
chit42 [27] y chit33 [128,31], y dos que codificaban dos
glucanasas, bgn16.2[32,33] y bgn13.1[34].

a) Análisis del patrón de integración.El análisis
Southern de distintos transformantes para cada uno de los
genes, mostró un patrón similar de integración para la
mayoría de los transformantes analizados (Figura 1). Este
mismo fenómeno ya se ha descrito para otras cepas tras-
formadas de Trichoderma[23,35], lo que pone de mani-
fiesto la presencia de lugares preferentes de integración
dentro del genomio de Trichoderma.

Para valorar de una manera aproximada el número
de copias extras que presentaban los transformantes se
realizaron análisis densitométricos con un lector de radia-
ciones β. Los incrementos del número de copias que se
obtuvieron para el gen de interés oscilaron entre 2 y 20
veces (Figura 2).

b) Análisis de los niveles de expresión.El siguiente
paso fue comprobar mediante análisis northern si el
aumento de dosis génica se traducía en un aumento equi-
valente de los niveles de ARNm para los distintos genes.

Figura 1. Southern de transformantes de la quitinasa Chit33. Los patrones
similares muestran la existencia de un lugar preferente de integración.

Figura 2. Actividad β-1,3-glucanasaa en cultivos en condiciones de repre-
sión (glucosa 2% como fuente de carbono) de T. harzianum silvestre (wt) y
cepas transformadas para el gen bgn13.1. Debajo de cada cepa se indica
el número de copias ectópicas de dicho gen.
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Para ello se realizaron análisis northern de micelios de
Trichodermacultivado en condiciones de represión por
glucosa -ya que casi todos los genes de este estudio mues-
tran represión transcripcional por glucosa y/o inducción
por sustrato [36]- y en condiciones de desrepresión/induc-
ción. Los resultados obtenidos fueron muy heterogéneos.
En condiciones de represión por glucosa, como era de
esperar, sólo los transformantes mostraban ARNm, ya que
éstos quedaban bajo el control de un promotor constituti-
vo, aunque ligeramente modulable en función de la fuente
de carbono [2,22]. Además, mientras que en algunos casos
se observaba una correlación clara entre el número de
copias extras que se habían integrado y los niveles de
ARNm (i.e. β-1,6-glucanasa), en otros casos como el de la
β-1,3-glucanasa no se observaba tal correlación
(Figura 2). En condiciones en las que también se expresa-
ban las copias endógenas (desrepresión/inducción), las
diferencias entre los niveles de ARNm entre las cepas sil-
vestres y las transformadas fueron menores de las que
serían esperables en todos los casos, salvo para la β-1,6
glucanasa.

c) Análisis de los niveles de proteínas y de activi-
dad hidrolítica.Aquí también se observaron discrepancias
entre los niveles de ARNm y la actividad enzimática.
Nuevamente, en condiciones de represión los transfor-
mantes presentaban mucha más actividad que las estirpes
silvestres (Figura 2) mientras que en condiciones de des-
represión/inducción las diferencias se atenuaban. Estos
datos, al igual que los del estudio de los niveles de
ARNm, mostraban que, transformantes que habían inte-
grado un número similar de copias extras, presentaban
niveles muy dispares de ARNm y de actividad, lo que
parece mostrar una efecto posicional muy claro, de mane-
ra que en la expresión de un gen no sólo influye el numero
de copias, sino el lugar del genomio en el que se integren
esas copias. Además, los resultados indican que los mayo-
res niveles de actividad se obtienen con un número inter-
medio de copias (Figura 2) y que por lo tanto un número
mayor de copias del gen no produce mayores niveles de
actividad, debido tal vez a un agotamiento de algunos fac-
tores transcripcionales [37,38]. Junto con esta falta de
correlación entre el número de copias del gen integradas
en el genomio y los niveles de ARNm y de actividad
(Figura 2), ya descrita para transformantes de otros genes
[37,38] el resultado más destacable fue el obtenido con la
β-1,6-glucanasa. Los transformantes para este gen mostra-
ban altos niveles de ARNm y en condiciones de desrepre-
sión mostraban más actividad que el silvestre pero en
condiciones de represión por glucosa, a pesar de existir
ARNm, no se detectaba ni actividad enzimática ni proteí-
na (Figura 3).

Estudio de factores post-traduccionales: optimiza-
ción de las condiciones de cultivo.Debido fundamental-
mente a los resultados obtenidos con los transformantes
para la β-1,6-glucanasa, nos centramos en el estudio de
cómo los procesos post-traduccionales estaban modulando
los niveles finales de actividad de las distintas enzimas.
Existen referencias en la literatura, en las que se muestra
cómo alteraciones en los procesos de glicosilación, o satu-
ración de sistema de transporte o proteolisis pueden pro-
vocar que niveles altos de transcripción de un gen no se
vean reflejados en niveles altos de proteínas [28,35,
39,40]. Por ello, el estudio se centró en cuál de estos fac-
tores era el responsable de la falta de correlación entre
ARNm y proteínas observada en los transformantes de la
β-1,6-glucanasa. En primer lugar se estudió el grado de
glicosilación de la proteína silvestre y de los transforman-
tes, no encontrándose diferencias entre ellos. También se
estudió la acumulación de proteína intracelular en los

transformantes crecidos en distintos medios de cultivo, sin
que se hallara nuevamente ninguna diferencia entre aque-
llos transformantes en los que se detectaba proteína extra-
celular y en los que no. Estos resultados parecían indicar
que la causa más probable de la ausencia de proteína
podría ser la proteolisis, como ya se había descrito en
otros sistemas [39-41]. Para ver cómo afectaban las condi-
ciones de cultivo a la actividad β-1,6-glucanasa, se ensayó
esta actividad en medios con distintas fuentes de carbono
y/o nitrógeno (Tabla 1). Puesto que uno de los factores
que más influencia tienen sobre un gran grupo de protea-
sas es el pH del medio [25,28,42], también se estudió la
evolución del pH en los medios en los que se detectaba
proteína y en los que no se detectaba. El resultado fue que
en medios donde había proteína el pH siempre era supe-
rior a 3, mientras que en medios donde no se detectaba
proteína el pH era sensiblemente inferior (Tabla 1).

Figura 3. A: Análisis northern de ARN extraído de las cepas silvestre (wt) y
transformante (B4) de T. harzianum cultivado durante 24 h en medio míni-
mo con las siguientes fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa 0.1%, quiti-
na 1.5%, quitina mas glucosa 2%, pustulan 0.75% y pustulan mas glucosa
2%. Los micelios se precultivaron durante 40 h en medio mínimo con glu-
cosa al 2% como fuente de carbono. B: Análisis western de proteínas
extracelulares obtenidas de sobrenadantes de dichas cepas de T. harzia-
num cultivadas en las mismas condiciones que en A.

Tabla 1 . Actividad específica (U/g peso seco de micelio) de la actividad
β-1,6-glucanasa medida en medio mínimo (MM) con diferentes fuentes de
carbono y nitrógeno, o diferente pH.____________________________________________________________

Silvestre Transformante B4
_______________________________

Fuente de carbono__________________________

2% glucosa 7,4 ± 0,9a 12,73 ± 1,1
0,1% glucosa 294 ± 32,8 8292 ± 184
1,5% quitina 1062 ± 80,9 12833 ± 356
1,5% quitina + 2% glucosa 6,0 ± 0,3 2,0 ± 0,1
0,75% pustulan 203,1 ± 2,4 1132 ± 76,1
0,75% pustulan + 2% glucosa 10,42 ± 1,3 13,7 ± 1,4
2% glicerol 4,64 ± 1,13 1,9 ± 0,0
2% arabinosa 12,65 ± 1,82 9,3 ± 0,8
2% xilosa 66,8 ± 17,6 282 ± 102,1
2% citrato 3,7 ± 0,9 670 ± 70,3
2% lactosa 699,6 ± 125,9 1131 ± 151

Fuente de nitrógeno__________________________

0,5% sulfato amónico 7,4 ± 0,9 12,7 ± 1,1
1% extracto de levadura 5,75 ± 0,7 36150 ± 8294
1% peptona 3,62 ± 0,1 14330 ± 2727
1% caseína 10,72 ± 1,4 6262 ± 182
0,52% prolina 31,99 ± 0,6 1235 ± 244,8
0,5% urea 8,20 ± 1,9 6026 ± 926

pH__________________________

3 5,4 ± 0,7 9,8 ± 1,0
6 11,7 ± 1,5 18946 ± 309,4
8 103,5 ± 9,4 11888 ± 368,5____________________________________________________________

a Los valores se representan con media ± desviación estándar.

A

B



les de actividad específica [50], y se le fusionó el dominio
de unión a quitina de un quitinasa de planta con demostra-
da actividad antifúngica [47]. En la figura 5 se muestra el
esquema de construcción de la proteína híbrida. Como sis-
tema de expresión se utilizó Escherichia coli, para lo que,
la proteína híbrida, se fusionó a la GST para facilitar la
purificación de la misma. Cuando se valoró la actividad
específica de la proteína con el dominio de unión fusiona-
do respecto a la silvestre, se observó que, para sustratos
solubles, prácticamente no se observaban diferencias,
mientras que para sustratos más complejos como puede
ser la pared celular, la enzima híbrida presentaba mayores
niveles de actividad que la silvestre (Tabla 2). Este resul-
tado indica que la adición de un dominio de unión a sus-
trato podría ser una buena estrategia para mejorar las
cualidades líticas de las enzimas objeto de estudio.

Análisis in vitro de la capacidad antifúngica de
las estirpes silvestres y transformantes.Para comprobar
si un aumento de los niveles de EHPC se veía traducido
en una mayor capacidad antifúngica se realizaron ensayos
de antagonismo in vitro. Para ello cocultivamos en cajas
de medio rico las cepas silvestres y algunos de las trans-
formantes de Trichodermafrente a un hongo fitopatógeno
(Rhizoctonia solani). Además, como control del experi-
mento también se comprobó la capacidad antagónica de
las cepas transformadas únicamente con el gen de la ace-
tamidasa. En la Figura 6 se muestran los resultados obte-
nidos con transformantes de la β-1,6-glucanasa, de la
quitinasa de 33 kDa. y, como control positivo, un mutante
supersecretor de enzimas líticas, PF1. Resultados simila-
res se obtuvieron con las cepas que producían mayores
niveles de enzimas, tanto transformantes como el mutante
PF1 (Figura 6). Este ensayo de antagonismo in vitro
muestra claramente que los transformantes poseen mayor
actividad antifúngica que el silvestre o que el control
transformado con el gen de la acetamidasa, ya que cuando
los transformantes han sobrecrecido y esporulado sobre el
hongo fitopatógeno, el silvestre no ha llegado a sobrecre-
cer al fitopatógeno. 

Al comienzo de este trabajo apuntábamos la posi-
bilidad de que el aumento de los niveles enzimáticos
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Este resultado apoyaba la hipótesis de que existiera alguna
proteasa regulada por pH al igual que ocurre en otros hon-
gos filamentosos [25,28,42], que sería la responsable de la
falta de proteína. Para comprobar este extremo se realiza-
ron isoelectroenfoques de sobrenadantes provenientes de
cultivos con y sin glucosa y también de medios con gluco-
sa tamponados a pH 5. Mediante zimogramas de actividad
proteasa utilizando como sustrato BSA se detectó una
actividad proteolítica debida a la presencia de una protea-
sa ácida que era regulada por pH y no por la fuente de car-
bono (Figura 4). Para comprobar si esta actividad era la
causante de la proteolisis se incubó sobrenadante de
medio ácido con β-1,6-glucanasa pura, observándose
como ésta desaparecía.

Una vez identificada la causa de la desaparición de
la proteína, el siguiente objetivo fue buscar condiciones de
cultivo que no hicieran bajar el pH. Para ello se estudia-
ron, como se ha indicado, distintos sustratos para tampo-
nar el medio de cultivo, así como distinta fuentes de
carbono y nitrógeno. La utilización de medios tampona-
dos dio un buen resultado, si bien el elevado coste de
algunas de las sustancias empleadas para tamponar los
medios (por ejemplo, tampón MES) no hacía viable tal
solución. Resultados similares al empleo de medios tam-
ponados se obtuvieron al utilizar una fuente de nitrógeno
orgánica como la urea, por lo que éste puede ser el medio
a utilizar para la obtención de grandes cantidades de pro-
teína.

Modificación de la afinidad a sustrato: construc-
ción de enzimas híbridas.Una estrategia distinta al
aumento de los niveles enzimáticos podría ser la mejora
de las propiedades líticas de las enzimas. Por lo descrito
para otros sistemas, pueden darse diferencias importantes
en la actividad específica de una enzima lítica (capaz de
degradar la pared celular de un microorganismo) depen-
diendo de si posee o no un dominio de unión a sustrato,
independiente del dominio catalítico [43-49]. Puesto que
las enzimas que utilizamos en nuestro estudio no presenta-
ban dominios claros de unión a sustrato, valoramos la
posibilidad de que la adición de estos dominios le otorga-
ran superiores capacidades líticas. Para ello elegimos la
quitinasa de 42kDa, por ser la que presenta mayores nive-

Tabla 2 . Especificidad de sustrato de la quitinasa Chit42 en comparación
con las quitinasas híbridas.____________________________________________________________

Actividad Quitinasa específica
(U/ mmol enzima)a________________________________________

Sustrato Chit 42 Chit42CeBD Chit42ChBD____________________________________________________________

Paredes de S. cerevisiae 0 0 0
Paredes de Botrytis cinerea 166,6 ± 14,6 463,2 ± 8,4 261,1 ± 14,0
Paredes de T. harzianum 178,3 ± 34,6 135,7 ± 29,0 1431,6 ± 82,3
Quitina machacada 515,2 ± 739,4 783,3 ± 57,3 703,3 ± 18,7
Quitina coloidal 4014 ± 91,2 4123 ± 93,1 3238 ± 86,5
Glicol quitina 4600,2 ± 311,4 4733,6 ± 88,9 4600,2 ± 222,8
4-MU-(GlNAc)3 7,8 ± 0,45 9,25 ± 0,02 8,09 ± 0,19____________________________________________________________
a 1U = 1µmol NAcGl liberado/min; b 1U = 1µmol 4-MU  liberado/min.

Figura 4. Isoelectroenfoque y zimograma de proteínas extracelulares de la
cepa transformante B4 de T. harzianum cultivada en: 1)  medio mínimo
(MM) con quitina 1,5% como fuente de carbono; 2) MM con glucosa 2%
como fuente de carbono y tamponado a pH 3 con tampón citrato; 3) como
2) pero tamponado a pH 6 con tampón MES; 4) como 2) pero tamponado a
pH 8 con Tris-HCl. El isoelectroenfoque se realizó entre pH 3,5 y 9,5.
Posteriormente, el gel se cubrió con otro gel de agarosa al 2%, BSA al 1%
y tampón acético 50mM a pH 5,5 y se incubó el sandwich a 37°C.

Figura 5. Esquema de las quitinasas híbridas. = Chit42 de T. harzianum.
= Dominio de unión a celulosa de CBHII de T. reesei. = Bisagra de

CBHII de T. reesei. = Dominio de unión a quitina de ChiA de Nicotiana
tabacum.
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podría resultar en la mejora de la capacidad de biocontrol
de las cepas, ya que esta aumento podía repercutir directa-
mente sobre los tres mecanismos por los que Trichoderma
ejerce su acción antagónica. Con el test de antagonismo
que hemos seguido tan sólo estamos valorando dos de
ellas (la sinergia y el efecto antifúngico directo de las
enzimas), ya que la capacidad competidora no se puede
valorar con este ensayo. Por ello, es posible que en el
campo, donde la competición por el sustrato y el espacio
juegan un papel tan importante, las cualidades como anta-
gonistas de los transformantes sean aún mayores que las
que se observan in vitro.
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