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Tras el análisis de los resultados de la secuenciación mediante herramientas bioinformáticas, se 
logró determinar que el hongo aislado corresponde a S. sclerotiorum con un 99% de identidad, 
descartando así que el patógeno causante de la pudrición blanca fuera Sclerotium cepivorum, 
que, según Granados (2005), es el patógeno causante de esta enfermedad con mayor 
incidencia en las zonas altas de Cartago; además, de igual manera, este hongo se caracteriza 
morfológicamente por un micelio blanco, la formación de esclerocios y clamps. A esto se le 
suma la similitud de la forma de infección en el cultivo y los respectivos síntomas presentes en 
la planta.

Conclusiones 
Se logró aislar el patógeno causante de la pudrición blanca en la cebolla cultivada en Varillal 
de Llano Grande, el cual de manera microscópica es similar a Sclerotium cepivorum, pero que 
mediante el análisis molecular se logró identificar como Sclerotinia sclerotiorum. 
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Resumen
Algunos géneros fúngicos han sido utilizados para el control de agentes causantes de 
enfermedades en plantas, por lo que su actividad representa una alternativa para la disminución 
e incluso la sustitución de químicos sintéticos. Existen hongos antagonistas ampliamente 
estudiados, como Trichoderma sp., que concurre con otros hongos que poseen un alto 
potencial como agentes biocontroladores, entre ellos se destaca Gliocladium sp. En este 
estudio se pretende establecer la capacidad antagonista que tiene Gliocladium contra el 
patógeno causante de la pudrición blanca de la cebolla, Sclerotium cepivorum. Se logró aislar 
Gliocladium sp. a partir de una muestra de suelo dedicada al cultivo de cebolla (Allium cepa 
L.), se subcultivó hasta obtener un cultivo axénico y se realizaron cultivos duales en placas con 
el hongo y el patógeno. Se determinó que el porcentaje de inhibición del crecimiento radial 
(PICR) promedio obtenido a los ocho días de exposición (53,66%) no presentaba diferencias 
significativas (p=0,19) con el obtenido a los 15 días (54,20%) y, dadas las características de 
inhibición, se presume que el mecanismo de control presentado por la cepa de Gliocladium 
sp. utilizada responde a la producción de enzimas, metabolitos y posiblemente una mezcla de 
compuestos orgánicos volátiles capaces de inhibir el crecimiento y desarrollo de S. cepivorum 
aun sin que sus hifas entren en contacto. 
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Isolation; biocontrol; inhibition of radial growth; secondary metabolites.

Abtract
Some fungal genus have been used in controlling disease-causing agents in plants, so their 
activity represents an alternative to reduce and even replace some synthetic chemicals. There 
are many studies about antagonistic Fungi, such as Trichoderma spp., which concurs with other 
Fungi that have high potential as biocontrol agents, like the genus Gliocladium. In this study, it 
is intended to establish the antagonistic ability of this one against the pathogen causing white 
rot in onions Sclerotium cepivorum. It was possible to isolate Gliocladium sp. from a soil sample, 
which was subcultured until obtain an axenic culture and then, dual cultures were performed 
on plates with the fungus and the pathogen. The average IPRG obtained at 8 days of exposure 
(53.66%) showed no significant difference (p= 0,19) to the one obtained at 15 days (54.20%). 
It was presumed that the control mechanism presented by the strain of Gliocladium sp. used, 
responds to the production of enzymes, metabolites and possibly a mixture of volatile organic 
compounds capable of inhibit the growth and development of Sclerotium even if their hyphae 
don’t come into contact.

Introducción 
En Costa Rica, tanto la cebolla (Allium cepa L.) como el ajo (Allium sativum) son hortalizas de 
importancia económica. Para el año 2013 la producción de cebolla alcanzó 1247 ha, siendo la 
provincia de Cartago la principal zona productora, con 1100 ha (SEPSA, 2013). A su vez, el ajo 
tiene una alta demanda en el país, sin embargo, su producción se ve afectada por los bajos 
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rendimientos y la importación del producto. Se estima que la zona de Llano Grande de Cartago 
concentra dicha actividad, con 3 ha sembradas (Brenes & Guillén, 2014).

El hongo patógeno Sclerotium cepivorum es un habitante del suelo presente en clima templado 
y subtropical (Sarmiento & Monsalve, 2013). Se caracteriza por infectar las plantas del género 
Allium y ocasionar la enfermedad conocida como podredumbre blanca de la cebolla, generando 
con ello pérdidas importantes en los cultivos (Ouf et al., 2008). Este hongo tiene la capacidad de 
desarrollar esclerocios secundarios dentro de los esclerocios originales, generando una gran 
capacidad de resistencia en el suelo que puede prolongarse hasta por 20 años y que dificulta 
su control (Rojas et al., 2010; Astorga-Quirós et al., 2014b). El hongo invade las raíces y bulbos 
en forma de moho blanco y sedoso para luego formar los esclerocios. Los compuestos de azufre 
en los exudados favorecen la germinación de los esclerocios, ocasionando la podredumbre de 
la planta joven; si la planta está en estado tardío inicialmente no presenta síntomas pero sí 
durante su almacenamiento (Astorga-Quirós et al., 2014b).

Una de las estrategias de combate contra S. cepivorum es el uso de fungicidas, sin embargo, 
es una técnica poco práctica y con un considerable impacto ambiental, por lo que se han 
implementado otros métodos como el biocontrol (Jiménez et al., 2013). A pesar de la resistencia 
de los esclerocios, diversos estudios han demostrado su susceptibilidad frente a otros 
microorganismos (Sarmiento & Monsalve, 2013); por ejemplo, la acción antagonista in vitro de 
Trichoderma sp. contra S. cepivorum ha sido evaluada por varios autores (Shalaby et al., 2013; 
Sarmiento & Monsalve, 2013; Astorga-Quirós et al., 2014a).

Los hongos biocontroladores utilizan diversos mecanismos, tales como las enzimas quitinolíticas, 
antibióticos que inhiben el crecimiento de otros hongos. También se caracterizan por competir 
por nutrientes y evitar que su tejido huésped sea colonizado por patógenos, mientras que 
muchos inducen resistencia en las plantas (Narayanasamy, 2013).

Gliocladium sp. es un género perteneciente al filo Ascomycota, del que se han descrito al menos 
32 especies (Roskov et al., 2015). Su potencial como biocontrolador se ha evidenciado frente 
a Alternaria, Botrytis, Didymella, Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y Slerotinia. El 
principal método de acción observado en Gliocladium es el enrollamiento de sus hifas alrededor 
de las del patógeno (Helyer et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la capacidad antagonista in vitro del hongo 
biocontrolador Gliocladium sp., aislado a partir de suelo dedicado al cultivo de cebolla, sobre 
el hongo patógeno S. cepivorum a través del análisis del índice de inhibición radial.

Metodología

Aislamiento del biocontrolador
Gliocladium sp. se aisló a partir de una muestra de tierra proveniente de cultivos de cebolla 
de la provincia de Cartago, Costa Rica. Para el aislamiento se tomó como base la metodología 
y el medio de cultivo descrito por Vargas et al. (2009). La metodología empleada se detalla a 
continuación:

•	 Se tomaron 10 g de suelo y se disolvieron en 90 ml de agua destilada (10-1), procurando 
realizar la mayor homogenización posible. Se realizaron diluciones seriadas hasta 10-6. 
Para cada dilución realizada, se inoculó 1 ml en placas de Petri con agar Rosa de Bengala 
(0,3 g/l cloranfenicol; 0,1 g/l estreptomicina; pH 6). Las placas se dejaron incubando a 
temperatura ambiente (24-25 °C) durante ocho días. Para el aislamiento únicamente se 
emplearon las placas que presentaban colonias separadas y bien definidas.
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•	 Se identificaron las colonias de hongos que por su apariencia y características (color 
y crecimiento de los micelios, entre otras) tenían probabilidades de ser de Gliocladium 
sp. y se subcultivaron en placas de Petri con  PDA acidificado. Una vez que las 
colonias subcultivadas crecieron, se identificaron bajo el microscopio las que, por 
sus características morfológicas, efectivamente eran Gliocladium sp. y se procedió a 
subcultivarlas nuevamente en PDA acidificado. 

Pruebas in vitro de la capacidad biocontroladora de Gliocladium sp. para S. cepivorum

La capacidad biocontroladora de la cepa de Gliocladium sp. aislada se probó de forma in vitro 
mediante pruebas de inhibición de crecimiento radial en cultivos duales, tomando como base la 
metodología propuesta por Agarwal et al. (2011). En placas de Petri (8,5 cm de diámetro) con 
PDA acidificado se procedió a sembrar en un extremo un disco (7 mm de diámetro) del micelio 
activo del biocontrolador. En las mismas placas se colocó en el otro extremo un disco del mismo 
tamaño con el micelio activo del patógeno. Se dejaron incubando a temperatura ambiente, 
aproximadamente 25 °C. En total se cultivaron 16 placas, sin contar los controles. Los controles 
únicamente contenían, en un extremo, un disco con el micelio activo, ya fuera del patógeno o 
del hongo con la supuesta actividad antagonista. El porcentaje de inhibición del crecimiento 
radial (PICR) se calculó con base en mediciones a los 8 y a los 15 días para las 16 placas con 
el fin de determinar, aparte de la capacidad biocontroladora de Gliocladium, si esta aumentaba 
o disminuía según el tiempo que estuvieran expuestos los dos hongos. El PICR se calculó con 
la siguiente fórmula:

PICR = 100 r1 r2
r1

 r1= diámetro de colonia control de S. cepivorum

 r2= diámetro de colonia de cepivorum en cultivo dual con Gliocladium.

Resultados
Aislamiento de Gliocladium sp.

Se logró obtener un cultivo puro de Gliocladium sp. después de varios subcultivos, a partir del 
aislamiento, utilizando una muestra de suelo dedicada al cultivo de cebolla (figura 1).

Figura 1. Cultivo axénico en PDA acidificado obtenido del Gliocladium sp. aislado.
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Como se observa en la Figura 1, la especie de Gliocladium sp. que se logró aislar presenta 
la particularidad de que libera compuestos que tiñen el medio de cultivo (PDA) de un color 
rojizo. Las colonias se caracterizan por ser de color amarillo con zonas rojizas, pero estas 
características cambian con la edad del cultivo. 

Para la identificación se examinaron sus estructuras en el microscopio. En la Figura 2 se observa 
el conidióforo de Gliocladium sp.

Figura 2. Características morfológicas del conidióforo que presenta la cepa aislada de Gliocladium sp. (40X).

Se observa que el conidióforo presenta fiálides ramificadas con conidios esféricos en sus 
puntas y aglomerados.

Pruebas in vitro de la capacidad biocontroladora de Gliocladium sp. para S. cepivorum
El PICR promedio de S. cepivorum calculado a los 8 días fue de 53,66%, mientras que a los 15 
días fue de 54,20%. 

Con el fin de determinar si hubo diferencia significativa o no entre los PICR calculados para los 
8 y los 15 días, se realizó un análisis estadístico. Al emplearse la prueba de normalidad Shapiro-
Wilks modificada se determinó que los datos obtenidos no presentaban un comportamiento 
normal (n= 32, w*= 0.90 y p= 0.01), por lo que se utilizó la prueba no paramétrica Kruskal 
Wallis para analizarlos, obteniéndose: H= 1.64 y p= 0.19. Estos resultados indican que no existe 
diferencia significativa entre los PICR calculados, es decir, el tiempo de exposición, ya sea 8 o 
15 días, no ejerce un efecto directo sobre la inhibición del crecimiento del patógeno por parte 
de Gliocladium.

Cabe destacar que, según lo observado en las pruebas de antagonismo, la inhibición del 
crecimiento del patógeno se debió principalmente a la liberación de metabolitos al medio por 
parte del biocontrolador, presencia que se evidencia debido a que tiñeron el medio PDA de un 
tono rojizo (figura 3).
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Figura 3. Pruebas de inhibición del crecimiento radial de S. cepivorum empleando Gliocladium sp. como agente 
biocontrolador.

Discusión
Narayanasamy (2013) indica que se han buscado métodos eficientes de aislamiento de 
Gliocladium sp., debido a los múltiples beneficios de este hongo como agente biocontrolador 
de hongos fitopatógenos. Este autor establece que el medio de aislamiento más eficiente fue 
el empleado en esta investigación, que consiste en el medio Agar Papa Dextrosa modificado 
con Rosa Bengala, cloranfenicol y sulfato de estreptomicina. Sin embargo, de acuerdo con 
Young et al. (2010), al no ser este medio selectivo para Gliocladium sp., se debe proceder a 
una identificación visual basada en características morfológicas distintivas de Gliocladium sp., 
tal como se realizó en su aislamiento. 

Menciona Walsh (2010) que una de las características microscópicas de Gliocladium sp. es 
la presencia de conidióforos y fiálides semejantes a las de Penicillium; estos conidióforos son 
erectos y poseen ramificaciones en la parte superior. Kim et al. (2010) destacan que sus fiálides 
son ramificadas y al final de ellas se encuentran los conidios con morfología esférica y en 
grupos, formando una bola. Estas características descritas por dichos autores concuerdan con 
lo observado bajo el microscopio de Gliocladium sp. aislado (figura 2). Las colonias obtenidas 
del aislamiento son amarillas, lo que concuerda con las características de Gliocladium roseum 
sp., mencionadas por Rojas (2004), cuyas colonias pueden ser blancas, amarillas o rojizas 
(figura 1).

En cuanto a los resultados sobre el potencial antagonista de Gliocladium sp. sobre S. cepivorum, 
se observa que después de exponer al antagonista contra el patógeno durante 8 o 15 días, el 
biocontrolador fue capaz de inhibir el crecimiento del segundo en más de la mitad de lo que 
este crece normalmente cuando está en un cultivo solo. 

Un agente de biocontrol puede actuar contra los agentes patógenos mediante el uso de uno 
o más de los siguientes mecanismos: competencia, antibiosis y parasitismo, o mediante la 
activación de los mecanismos de defensa de la planta hospedera (Narayanasamy, 2013). En 
este caso específico, el crecimiento de Gliocladium no es agresivo, por lo que se infiere que su 
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potencial antagonista contra el agente causal de la pudrición blanca de la cebolla no se basó 
en colonizarlo, sino en producir una serie de enzimas y metabolitos secundarios con capacidad 
antifúngica (figura 3). Con el fin de prevenir que el espacio y los nutrientes fueran colonizados 
por el patógeno, el antagonista pudo haber aumentado la producción de enzimas quitinolíticas 
o antibióticos, entre otras sustancias, que inhibieran su crecimiento y desarrollo. 

Ya se ha reportado que, aparte de producir quitinasas, este hongo también produce metabolitos 
secundarios con propiedades antimicrobianas, y que incluso sus hifas pueden matar el hongo 
por actividad enzimática sin penetración (Saputra et al., 2013). El principal compuesto volátil 
producido por Gliocladium sp. es el 1,3,5,7-ciclo-octatetraeno, que es un efectivo inhibidor del 
crecimiento fúngico (Liouane et al., 2010). En 2003, Stinson et al. encontraron que el hongo 
producía una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (VOC, por sus siglas en inglés) que 
resultaban letales para ciertos patógenos o que al menos tenían capacidad para inhibir y 
detener su crecimiento. Estas características hacen de Gliocladium un organismo con alto 
potencial para su utilización en prácticas agrícolas sostenibles para evitar o sustituir los 
químicos de origen sintético en el control de algunas enfermedades.

Las especies de Gliocladium y Trichoderma son agentes biocontroladores muy conocidos, a 
los que se les ha atribuido esta cualidad por su poderosa capacidad de producir un amplio 
rango de antibióticos (Merillón & Gopal, 2012). Incluso, existen dos especies de Gliocladium 
(catenulatum y virens) a partir de las cuales se han registrado biofungicidas comerciales 
(Saputra et al., 2013) que se usan en un amplio rango de situaciones, incluyendo la prevención 
o el control de enfermedades fúngicas en plantas (Helyer et al., 2014). 

Conclusiones
En esta investigación se aisló el hongo biocontrolador Gliocladium sp. a partir de muestras de 
suelo dedicadas al cultivo de cebolla, y se determinó que este microorganismo es capaz de 
inhibir hasta en más del 50% el crecimiento normal del agente causal de la pudrición blanca 
en ajo y cebolla (S. cepivorum). No se encontró diferencia significativa entre el porcentaje de 
inhibición de crecimiento radial obtenido a partir de mediciones realizadas a los 8 y 15 días 
de cultivo dual y de acuerdo con las características del halo de inhibición, se presume que el 
mecanismo de control presentado por la cepa de Gliocladium sp. aislada es la liberación de 
enzimas, metabolitos y/o posiblemente una mezcla de compuestos orgánicos volátiles al medio, 
con capacidad para inhibir el crecimiento y desarrollo del patógeno, incluso sin necesidad 
de que sus hifas entren en contacto, sin embargo, se requieren mayores estudios para su 
comprobación.
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Resumen
La mayoría de estudios relacionados con Gliocladium se han enfocado en su potente capacidad 
como agente biocontrolador, principalmente de hongos fitopatógenos. Sin embargo, las 
aplicaciones potenciales de este género de hongos abarcan numerosos productos obtenidos 
a partir de su metabolismo, capaz de generar una gran variedad de compuestos químicos. 
Cabe destacar también que es un organismo endófito que, además, de proveer beneficios a 
un amplio rango de plantas hospederas, puede imitar con éxito su comportamiento químico. 
Entre las aplicaciones más novedosas destaca su potencial para la producción de compuestos 
asociados con biocombustibles y su capacidad bioabsorbente de metales pesados. Esta 
investigación describe y ejemplifica estas aplicaciones y muestra a este género de hongos 
como una prometedora herramienta biotecnológica. 

Keywords
Biocontrol; endophyte; myco-diesel; VOCs; taxol.

Abstract
Gliocladium sp. is a genus from Fungi that is often described as a counterpart of Penicillium 
sp. Most studies related to this genus have been focused on its powerful capacity as biocontrol 
agent, especially of fungal pathogens. Nevertheless, its potential applications include numerous 
products derived from its metabolism capable of generate a variety of chemicals. It is remarkable 
as well that Gliocladium sp. is an important endophyte organism whom besides providing 
benefits to the wide range of host plants, can successfully mimic their chemical behavior. Among 
the latest applications stands out its potential for the production of compounds associated with 
diesel fuel and its ability as bio-absorbent organism of heavy metals. This research describes 
and illustrates these applications showing this genus of Fungi as a promising biotechnological 
tool.

Introducción
En los últimos años se ha venido investigando la utilidad de diversos microorganismos para el 
control biológico de hongos fitopatógenos, entre los cuales las especies de Trichoderma han 
sido ampliamente estudiadas (Hernández & Rangel, 2011). Sin embargo, también existen otros 
hongos que poseen alto potencial como agentes biocontroladores, entre los que se encuentra 
el género Gliocladium. De hecho, especies de Gliocladium y Trichoderma son agentes 
biocontroladores conocidos por producir un amplio rango de antibióticos (Merillón & Gopal, 
2012). 

Los agentes biocontroladores fúngicos (BCA, por sus siglas en inglés) pertenecen a diferentes 
grupos taxonómicos y existen en forma de cepas, variedades o razas, las cuales se diferencian 
por su potencial biocontrolador. Poseen uno o más mecanismos, como la producción de 
enzimas quitinolíticas y antibióticos que inhiben el crecimiento o desarrollo del patógeno, entre 
otros. También se caracterizan por competir por los nutrientes y evitar que su tejido huésped 
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sea colonizado por patógenos. Muchos BCA actúan indirectamente sobre el patógeno al inducir 
resistencia en las plantas (Narayanasamy, 2013). 

Del género Gliocladium se han utilizado cepas comerciales como biofungicidas en un amplio 
rango de situaciones, incluyendo la prevención y el control de enfermedades en plantas. Entre 
algunos de los patógenos que se controlan con este hongo se encuentran Alternaria, Botrytis, 
Didymella, Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y Sclerotinia (Helyer et al., 2014). 

El presente trabajo se planteó con el objetivo de describir las características más relevantes del 
género Gliocladium, especialmente aquellas asociadas a su potencial antagónico de hongos 
fitopatógenos. 

Generalidades taxonómicas
Gliocladium sp. pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden 
Hypocreales. Se han descrito al menos 32 especies (Roskov et al., 2015), algunas de las más 
conocidas son G. penicilloides, G. virens, G. roseum y G. deliquescens (Walsh, 2010).

Aspectos morfológicos 
De manera macroscópica (en un medio PDA), Gliocladium forma colonias inicialmente blancas, 
que pueden cambiar a tonos que varían de rosa a salmón; durante la esporulación se tornan 
de color verde (Ellis, 2015). 

Microscópicamente, este hongo ha sido relacionado con Penicillium, ya que sus conidióforos y 
fiálides son similares entre sí; sin embargo, la diferencia radica en la morfología de los conidios 
(Walsh, 2010). Debe destacarse que el rasgo más característico del género es su distintivo 
conidióforo erecto densamente penicilado y con apariencia babosa (figura 1). A pesar de 
que estos siempre están presentes, las especies de Gliocladium también pueden producir 
conidióforos verticilados ramificados que pueden confundirse con los de Verticillium sp. o 
Trichoderma sp. (Ezz, 2012). 

En cuanto a las hifas, son hialinas y septadas, se caracterizan también por ser viscosas y 
transparentes (Walsh, 2010). Por su parte, las fiálides presentan ramificaciones y puntas afiladas, 
en las cuales se encuentran los conidios, formando grupos semejantes a una bola apretada 
(Situmorang et al., 2014). Los conidios son una sola célula y su  forma puede variar desde 
ovoide hasta cilíndrica; se producen en una cabeza terminal y algunas veces en una columna 
suelta (Helyer et al., 2014). En la figura 2 se observan detalles de la estructura microscópica. 

En relación con el tamaño de las estructuras, específicamente para Gliocladium viride, el 
tamaño de los conidióforos se encuentra entre 100~225 μm × 8~10 μm y de los conidios entre 
3.0~3.8 μm × 2~2.5 μm (Kim et al., 2010).
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A. B.

Figura 1. Morfología microscópica de Gliocladium sp. A. Conidióforo con conidios, tomado de Ellis (2015). B. 
Conidios, tomado de Kim et al. (2010).

Figura 2. Micrografía electrónica de Gliocladium sp. (A) Cultivo joven de Gliocladium sp. creciendo en PDA. (B) 
Hongo colonizando tejido de hoja. (C) Fiálides con células hifales y conidiosporos en el fondo. (D) Conidiosporas en 

mayor resolución. Tomado de Stinson et al. (2003).

Métodos de aislamiento, condiciones de cultivo y requerimientos nutricionales
Narayanasamy (2013) establece que entre los diferentes medios de cultivo para su aislamiento, el 
más eficiente para aislar tanto Gliocladium como Trichoderma de muestras de suelo es el medio 
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Agar Papa Dextrosa modificado con Rosa Bengala, cloranfenicol y sulfato de estreptomicina, tal 
y como fue descrito por Vargas et al. (2009). 

La temperatura y el pH son factores importantes necesarios para el desarrollo y producción de 
enzimas, antibióticos y toxinas involucradas en la actividad biocontroladora. De acuerdo con 
Arias y Piñeros (2008), un pH muy bajo puede afectar los sistemas enzimáticos y el ingreso de 
vitaminas esenciales y ácidos orgánicos; en cambio, un pH alto incide en la solubilidad de los 
metales. Por ello, consideran que un pH óptimo se encuentra en el rango de 4-6 para los hongos 
en general. En cuanto a temperatura, Gliocladium es activo a una temperatura de entre 5 °C y 
34 °C, con la mejor actividad entre 15 °C a 25 °C. En cambio, temperaturas muy altas, mayores 
a 42 °C, pueden matar al hongo, las esporas y los micelios (Helyer et al., 2014). 

Gliocladium sp., como cualquier hongo filamentoso, es incapaz de utilizar el carbono inorgánico, 
siendo la glucosa el compuesto más simple de fuente de energía, además puede aprovechar 
la fructosa, la manosa y la galactosa. También requiere de una fuente de nitrógeno (nitrato y/o 
amonio), entre otros (Arias & Piñeros, 2008). Posee una nutrición saprofita en muchos ambientes, 
aunque también se encuentran patógenos de hongos, incluyendo las setas comestibles como 
Agaricus bisporus (Helyer et al., 2014).

Agente de biocontrol
Entre las especies de Gliocladium que se han caracterizado por ser potentes agentes de control 
biológico, se destacan dos registrados como biofungicidas comerciales: G. catenulatum (cepa 
j1446) y G. virens (cepa GL-21). A partir de la germinación de esporas, Gliocladium produce 
hifas finas, de rápido crecimiento y apariencia vellosa, que puede entrar en contacto con el 
hongo patógeno. Estas estructuras pueden actuar por actividad enzimática sin penetración o 
por acción física, tal y como se ha demostrado con la presencia de haustorios en las puntas de 
las hifas del hongo Rhizoctonia solani. En este sentido, el principal método de acción observado 
es el enrollamiento de las hifas alrededor de las del huésped. También existe evidencia de 
que puede formar una relación cercana con raíces saludables de las plantas, otorgándoles 
protección contra ataques de hongos patógenos. Por esta razón se ha utilizado para controlar 
patógenos fúngicos causantes de enfermedades en plantas, como las podredumbres de raíz 
(Heyler et al., 2014). 

La cepa TNC73 de Gliocladium sp. originalmente fue aislada como un agente biocontrolador 
contra el patógeno Phytophtora capsici, causante de la pudrición de fruto del chile. Aparte de 
quitinasas, también produce metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas contra 
las bacterias Gram positiva Bacillus subtilis y Staphylococcus aeureus. Se ha descubierto 
su habilidad para inhibir bacterias Gram negativas como Erwinia carotovora pv. Carotovora, 
causante de la enfermedad de la pudrición blanda en cultivos alimentarios como la papa. Estas 
características hacen de este hongo un organismo con un potencial para ser utilizado en las 
prácticas agrícolas sostenibles que buscan la sustitución de los químicos de origen sintético 
(Saputra et al., 2013). 

Otros estudios han demostrado su potencial como agente inhibidor del crecimiento de 
patógenos asociados a leguminosas (garbanzos, lentejas y frijol negro), entre los que se 
mencionan Alternaria alternata, Chaetomium spp., Penicillium citrinum, Aspergillus niger, A. 
flavus, Rhizopus nigricans y Fusarium oxysporum. G. virens inhibe de manera significativa el 
crecimiento radial de dichos hongos patógenos (Agarwal et al., 2011). Asimismo, puede controlar 
a Rhizotocnia solani, lo mismo que a G. catenulatum y G. roseum, especies que pueden ser 
aisladas de los esclerocios causantes de podredumbres y la enfermedad de costras negras en 
una amplia variedad de cultivos, como la papa, el tomate, la soya y el kiwi (Demirci et al., 2011).
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Gliocladium spp. también ha sido usado para combatir al nemátodo formador de nódulos en 
raíces, Meloidogyne spp., una plaga importante en muchos cultivos alrededor del mundo, 
tales como chile, berenjena y papa. Amin (2014) demostró que el tratamiento con diferentes 
concentraciones de suspensiones del conidio del hongo causa daño intenso y reducción en 
la densidad poblacional del nemátodo, posiblemente debido al mecanismo de colonización. 
También se determinó que ayuda a la planta en la inducción de resistencia sistémica ante el 
ataque de este nemátodo. 

Patogenicidad
No hay reportes de daños causados por este hongo en cultivos. Sin embargo, algunas especies 
de Gliocladium han sido reconocidas como agentes de la enfermedad del moho verde, que 
afecta a las setas cultivadas, como A. bisporus, Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus. Kim et 
al. (2010) aislaron e identificaron al género en las camas de roble; sin embargo, el rol que juega 
este hongo en el cultivo de setas aún no ha sido identificado. 

Potencial farmacéutico
Los usos farmacéuticos que involucran a este microorganismo son muy variados, especialmente 
considerando la diversa cantidad de metabolitos secundarios que produce. Se ha demostrado 
la capacidad de Gliocladium sp. para producir taxol. El taxol es el nombre comercial del 
metabolito secundario (paclitaxel) producido por Taxus brevifolia y se comercializa como un 
tratamiento antitumoral para el control del cáncer, principalmente.

En la actualidad, la producción tradicional de este fármaco es ecológicamente insostenible, ya 
que requiere la maduración del árbol, que tarda hasta 20 años, para sacrificarlo con el fin de 
extraer el metabolito que se produce en la corteza, por lo que se han buscado otras fuentes 
de producción más rentables y amigables con el ambiente. Lo anterior llevó al descubrimiento 
de que varias especies de hongos, bacterias y actinomicetos lo producen. Estos estudios 
demuestran que este hongo no está solo establecido como un endófito sino que ha logrado 
con éxito imitar la diversidad química del hospedero, lo que podría ayudar a entender aspectos 
evolutivos implicados en la transferencia de genes entre el hospedero y el endófito (Sreekanth 
et al., 2009; Sreekanth et al., 2011). 

Producción de enzimas y compuestos de interés
Fiana et al. (2013) produjeron enzimas glucoamilasas, a través de la fermentación en sustrato 
de fase sólida utilizando la cepa Gliocladium KE y obteniendo rendimientos de actividad 
enzimática de 24,22 unidades/ml al optimizar la concentración de nitrato de calcio añadida. 
Las glucoamilasas son enzimas de importancia industrial para procesos de degradación del 
almidón. A su vez, a partir de dicho género también se han obtenido enzimas con potenciales 
médicos. Nanda et al. (2012), produjeron la enzima uricasa, con rendimientos que alcanzaron 
las 84,99 unidades/ml en fermentación sumergida de G. viride. La uricasa se utiliza en el 
tratamiento de la hiperuricemia y la gota, ya que se encarga de la degradación del ácido úrico 
y es un importante componente en la ruta metabólica de la degradación de las purinas.

Por otra parte, Batista et al. (2012) lograron producir fructooligosacáridos (FOS), específicamente 
6-Kestosa, en fermentación sumergida de G. virens. Dichas sustancias pueden utilizarse 
como suplemento alimentario ya que actúan como prebióticos, mejorando el crecimiento de 
las bifidobacterias. Igualmente, contribuyen en la reducción de los niveles de colesterol y 
triglicéridos en el plasma sanguíneo y se relacionan con una disminución en el desarrollo de 
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tumores y las enfermedades inflamatorias del intestino; por último, al ser compuestos de difícil 
hidrolización para el ser humano, se convierten en una alternativa para endulzar alimentos para 
diabéticos, dado su nulo contenido calórico. 

En 2003, Stinson et al. lograron un aislamiento de Gliocladium sp. a partir de la especie vegetal 
Eucryphia cordifolia, y se encontró que el hongo producía una mezcla de compuestos orgánicos 
volátiles (VOC, por sus siglas en inglés) letales para los patógenos de la planta, como Phytium 
ultimum y Verticillium dahliae. Este comportamiento de producción de COV se ha reportado 
principalmente en Muscodor albus, un productor de antimicrobiales volátiles bastante conocido, 
al que Gliocladium sp. mostró resistencia y produjo algunos de los mismos compuestos 
reportados para el primero, entre los que destacan: 1-butanol, 3-metil, feniletil alcohol y ácido 
acético, 2-feniletil éster y otros ésteres de ácido propanoico; sin embargo, el compuesto volátil 
principal resultó ser 1,3,5,7- ciclooctatetrano u 8-anuleno, un potente inhibidor de crecimiento 
fúngico (Liouane et al., 2010). 

Estudios más recientes demuestran que los VOC juegan un importante papel en la señalización 
para los hongos en sus ambientes naturales. Muchas interacciones ecológicas están mediadas 
por ellos, incluyendo aquellas entre hongos y plantas, artrópodos, bacterias y otros hongos. 
Las diversas funciones de los COV fúngicos se pueden desarrollar para su uso en aplicaciones 
biotecnológicas como biocombustibles, biocontrol y micofumigación. Estos compuestos 
representan una nueva frontera en la bioprospección y el estudio de estos compuestos promete 
el descubrimiento de nuevos productos para la explotación humana (Shannon et al., 2012).

Producción de micodiésel a partir de Gliocladium
Entre las posibles sustancias que se pueden obtener a través del género Gliocladium cabe 
destacar su producción de hidrocarburos y su uso en la producción de biocombustibles, 
específicamente del llamado micodiésel. G. roseum, aislado del árbol Eucryphia cordifolia 
en la Patagonia, produce compuestos orgánicos volátiles de cadena media y altamente 
ramificados que pueden utilizarse como combustible. Entre las características más llamativas 
se encuentra su capacidad de utilizar celulosa como sustrato, lo que lo vuelve más atractivo 
dado su potencial. El perfil de hidrocarburos producidos por G. roseum contiene un alto número 
de compuestos que normalmente se asocian con el combustible diesel, por lo que han sido 
denominados “mico-diesel”. La extracción en cultivo líquido reveló la presencia de numerosos 
ácidos grasos y otros lípidos. Todos estos hallazgos tienen implicaciones para la producción 
y utilización de energía (Strobel et al., 2008). En esta misma línea han trabajado otros autores 
como Ahamed y Ahring (2011), quienes obtuvieron resultados de producción de hidrocarburos 
hasta 100 veces mayores al cocultivar tres cepas de Gliocladium sp. con Escherichia coli.

Aplicación de Gliocladium en la biorremediación 
Entre los bioabsorbentes más prometedores para la eliminación de metales pesados ​​que se han 
investigado durante las últimas décadas, los hongos son los que han recibido una creciente 
atención, debido a su gran capacidad para eliminar altas concentraciones de metales pesados 
en comparación con levaduras, algas e incluso bacterias. Tahir (2012) demostró mediante 
diversas pruebas la eficiencia de Gliocladium sp. en la absorción de metales pesados; los 
resultados indicaron que este era el mejor hongo resistente al cobre entre todas las especies 
aisladas para el experimento y se encontró que los componentes de la pared celular fueron los 
responsables de la absorción de este metal. 
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Consideraciones finales
Gliocladium sp. representa un grupo de especies fúngicas con alto potencial biotecnológico; la 
enorme cantidad de metabolitos que produce lo transforman en un microorganismo de interés 
para el descubrimiento de nuevos productos. En múltiples estudios se ha demostrado su 
eficiencia como un agente biológico para el control de hongos, bacterias e incluso nemátodos. 
A nivel ecológico, Gliocladium sp. es un importante microorganismo endófito, capaz no solo 
de adaptarse a vivir dentro de la planta sino de imitar con éxito su perfil químico y producir 
algunos de sus mismos metabolitos. La investigación sobre este microorganismo ha abarcado 
una diversidad de áreas, desde su uso para la producción de enzimas y compuestos de interés 
farmacéutico hasta la producción de lípidos para biocombustibles y la bioabsorción de metales 
pesados como el cobre. Este organismo ejemplifica con claridad por qué cada vez más los 
hongos se han vuelto importantes aliados en las industrias, con un futuro prometedor dentro de 
la biotecnología moderna.
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Resumen
Las especies de hongos pertenecientes al género Hirsutella son capaces de infectar y parasitar 
gran variedad de invertebrados. Planococcus citri es una peste polífaga importante en diversos 
cultivos. El objetivo de este proyecto fue aislar, identificar y determinar la patogenicidad de 
Hirsutella sobre individuos adultos de P. citri a partir de muestras de campo. El micelio se 
produjo en medio sólido PDA acidificado al 2%, que cubrió la placa a los 11 días de haber sido 
cultivado. Se preparó una solución conidiógena a partir del micelio producido y se asperjó sobre 
individuos adultos de P. citri para determinar los porcentajes de patogenicidad de las cepas 
aisladas; estos fueron: 90%, 78,6% y 90,9% a los seis días de haberse iniciado el bioensayo de 
patogenicidad, lo que confirma las cualidades biocontroladoras del género Hirsutella para su 
utilización en el manejo tanto de P. citri como de otras plagas importantes agronómicamente. 

Keywords
Hirsutella; Planococcus citri; host; biological control; mealybug.

Abstract
Fungal species belonging to the genus Hirsutella are capable to infect and parasite a wide 
variety of pathogen invertebrates. Planococcus citri is an important polyphagous plague in 
various crops of agronomic importance. The project objective was to conduct a study related to 
processes of isolation, identification and pathogenicity determination of Hirsutella genus over P. 
citri from 21 field samples. The mycelium was produced on PDA solid medium acidified (2%), 
which covered the plate at 11 days being cultivated. A conidiogenous solution was prepared 
from the mycelium and was sprinkled on adult life stage individuals of P. citri to determine the 
percentages of pathogenicity of isolates. These were: 90%, 78,6% and 90,9% at 6 days after of 
begin the bioassay, which confirm the biocontrol qualities of the genus Hirsutella for its use in 
handling both P. citri as other agronomically important pests.

Introducción
Hirsutella es uno de los géneros de hongos más abundantes e importantes para el control de 
insectos plaga en el campo. H. thompsonii se reportó por primera vez en asociación con 
Phyllocoptruta oleivora y Fisher lo describió como una nueva especie en 1950 (Vacante, 2010).
Hirsutella incluye alrededor de 90 especies capaces de infectar y parasitar una gran variedad 
de invertebrados como ácaros, nemátodos e insectos, muchos de los cuales se consideran 
plagas económicamente importantes (Toledo et al., 2013).

En insectos, esa capacidad se ha demostrado en especies como Diaphorina citri, transmisora 
de la bacteria Candidatus liberibacter, Homalodisca vitripennis, transmisora de la bacteria 
fitopatogénica Xylella fastidiosa, y Delphacodes kuscheli, transmisora del virus del Mal de Río 
Cuarto (MRCV).

Planococcus citri es un polífago importante de cultivos como cítricos, viñedos, café y plantas 
ornamentales, siendo probablemente la especie más destructiva de la familia Pseudococcidae. 
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Se alimenta succionando la savia presente en las células del tallo, ramas y hojas, ocasionando 
su caída prematura, retraso en el crecimiento y en ocasiones la muerte en plantas infestadas 
tanto de manera completa como parcial. Se caracteriza por producir una secreción de 
consistencia melosa en grandes cantidades, que se incrusta en las hojas y racimos de los frutos, 
ocasionando daños visibles en los cultivos. Algunos de esos daños incluyen oscurecimiento de 
los tejidos foliares, así como pérdida de su vitalidad y turgencia. Todos estos elementos afectan 
la calidad del fruto y disminuyen la capacidad fotosintética de la planta, lo que desencadena 
una reducción de su vigorosidad. (Demirci et al., 2011b).

Por otra parte, se conoce que P. citri es vector de varias enfermedades virales a bajos niveles de 
infestación. La cochinilla transmite el Virus 3 Asociado al Enrollado de la Vid (GLRaV-3) (Demirci 
et al., 2011b) perteneciente al género Ampelovirus de la familia Closteroviridae, responsable 
de causar el enrollamiento hacia el envés en los viñedos (figura 1), así como enrojecimiento 
en variedades tintas. Además, es capaz de causar amarillamiento de las zonas internerviales 
(figura 2), mientras que en los racimos genera maduración heterogénea y menor contenido de 
azúcar (Vega et al., 2011).

Figura 1. Enrollamiento hacia el envés producido por la presencia de GLRaV-3 en una variedad blanca de vid. 
Fuente: Gobierno de la Rioja, Consejería de Agricultura, Ganadería y Medio Ambiente.

Figura 2. Enrojecimiento internervial producido por GlRaV en una variedad tinta. Fuente: Gobierno de la Rioja, 
Consejería de Agricultura, Ganadería y Medio Ambiente.
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El control de insectos se realiza comúnmente con insecticidas, no obstante, las cochinillas son 
capaces de oponer altos niveles de resistencia a este tipo de método. Por otro lado, su control 
con agentes químicos presenta dificultades porque se encuentran en sitios protegidos de la 
corteza, donde es difícil que penetre el plaguicida. Además, este insecto usualmente está 
cubierto por una secreción blanca de consistencia cerosa que cubre su cuerpo por completo, 
imposibilitando la penetración del insecticida. 

El control biológico de plagas utilizando agentes entomopatógenos se usa con frecuencia en 
programas de manejo integrado de plagas (MIP), dado que su toxicidad para animales no 
objetivos y humanos es extremadamente baja. Los hongos entomopatógenos como Hirsutella 
son capaces de sobrevivir en la naturaleza y pueden ocasionar infecciones repetitivas, siempre 
y cuando se tomen las precauciones pertinentes en campos con aplicaciones previas de 
fungicidas (Demirci et al., 2011a).

El objetivo del presente proyecto consistió en aplicar un método de aislamiento e identificación 
de Hirsutella, para estudiar su efecto biocontrolador en P. citri.

Materiales y métodos

Aislamiento y caracterización de Hirsutella 
El muestreo se llevó a cabo en una plantación de cítricos ubicada en la Quinta Santa Mónica, 
en Paraíso de Cartago, Costa Rica, que poseía una gran variedad de especies vegetales, entre 
ellas naranjos (Citrus x sinensis) y árboles de limón (Citrus x limón). Se recolectaron hojas de 
árbol de limón entre los meses de febrero y abril de 2015 que presentaban cochinillas de P. citri 
parasitadas por el hongo (figura 3).

Las muestras se conservaron en bolsas de papel aluminio almacenadas en recipientes plásticos 
a una temperatura de 10 °C.

La identificación macroscópica del hongo se llevó a cabo en el Laboratorio de Biología del 
Tecnológico de Costa Rica, mediante la visualización en el estereoscopio. Sus características 
morfológicas se compararon con los esquemas, diagramas y dibujos de la literatura (Verena et 
al., 2011).

Aislamiento e identificación microscópica de Hirsutella
Para el aislamiento del hongo a partir de las muestras de campo, se utilizó el medio de cultivo 
PDA acidificado con ácido láctico al 2%. Durante el estudio se realizaron tres subcultivos, con 
el objetivo de asegurar el aislamiento y tener material suficiente para las pruebas posteriores. 

Se utilizaron escamas de cochinillas parasitadas e hifas presentes en las muestras. La 
desinfección de las cochinillas se efectuó con dos soluciones: alcohol de 70% durante un 
minuto y cloro al 3% durante 30 segundos. Posteriormente, las muestras se lavaron con agua 
destilada estéril durante dos minutos en cámara de flujo laminar. De forma consecutiva al 
lavado, el material se colocó en papel filtro estéril para secarlo y evitar el exceso de humedad 
antes de ubicarlo en el medio de cultivo. Se dispuso de un total de 20 muestras de escamas 
y por cada escama un total de cuatro hifas, que se sembraron en medio de cultivo de forma 
separada y luego se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante una semana para 
evaluar su desarrollo. A nivel microscópico, se prepararon para la visualización e identificación 
de los conidios del hongo. 
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Efectos patogénicos de Hirsutella sobre la cochinilla P. citri
P. citri se aisló a partir de hojas de Carica papaya durante los meses de mayo y abril de 2015 
del mismo lugar del que se aisló Hirsutella. Las cochinillas fueron removidas del follaje afectado 
utilizando un pincel y colocadas en recipientes separados, según el estadio de desarrollo. 

Bioensayo de patogenicidad preliminar en P. citri
El estudio se realizó en el Laboratorio de Biología y en el Centro de Investigación en Biotecnología 
(CIB) del Tecnológico de Costa Rica, en Cartago, durante el primer semestre de 2015.

Se realizó una prueba de patogenicidad preliminar para evaluar la capacidad patogénica de los 
aislamientos. El protocolo utilizado se basó parcialmente en el estudio desarrollado por Demirci 
et al. (2011a), dado que el bioensayo se enfocó en estudiar el efecto patogénico del hongo 
sobre adultos de P. citri. Para ello se diluyó un gramo de micelio en 5 ml de agua destilada 
estéril y se agitó por dos minutos en vórtex. Luego se retiró el micelio y la solución conidiógena 
resultante fue asperjada sobre la porción de hoja infestada por cochinillas, en una placa Petri 
con papel toalla húmedo. Se hicieron tres repeticiones y un control, evaluándose el grado 
de patogenicidad al sexto día. Para el control se aplicó agua destilada sobre las cochinillas, 
mientras que para el cálculo del porcentaje de patogenicidad se usó la siguiente fórmula: 

%P =
ácaros micosados

ácaros totales
x( ) 100

Resultados y discusión

Aislamiento y caracterización de Hirsutella
La presencia de Hirsutella sobre cochinillas parasitadas en las muestras foliares se caracterizó 
por el recubrimiento del hongo sobre escamas de adultos muertos, los cuales presentaban una 
coloración amarillenta (figura 3A). Por su parte, las hifas presentaron una coloración blanca, 
además de una morfología alargada y algodonosa que brotaba del tegumento de la cochinilla 
muerta (figura 3B).

Figura 3. Estructura de la cochinilla parasitada por Hirsutella. Se observa la coloración amarillenta del individuo 
muerto (A) (30X), del cual brotan hifas de coloración blanca (B) (35X).
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Aislamiento e identificación microscópica de Hirsutella
El cuadro 1 muestra el aislamiento llevado a cabo a partir de escamas e hifas provenientes de 
las muestras de campo.

Cuadro 1. Aislamientos de Hirsutella llevados a cabo a partir de escamas e hifas provenientes de muestras de 
campo. 

Escamas Hifas

Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo

E1 NA E11 NA H1 NA H11 NA

E2 NA E12 A H2 NA H12 A

E3 NA E13 NA H3 NA H13 NA

E4 NA E14 NA H4 NA H14 NA

E5 NA E15 NA H5 NA H15 NA

E6 NA E16 A H6 NA H16 A

E7 NA E17 NA H7 NA H17 NA

E8 NA E18 NA H8 NA H18 NA

E9 NA E19 A H9 NA H19 NA

E10 NA E20 NA H10 NA H20 NA

*Simbología: E= Escama, H= Hifa, A= Aislado, NA= No aislado. 

A partir de las escamas E12, E16, E19 (figura 4) y las hifas H12 y H16 se obtuvieron aislamientos 
del hongo estudiado después de 11 días de haber sido cultivado. Según Sánchez et al. (2011), 
Hirsutella es un hongo de crecimiento lento que presenta bajos porcentajes de conidiación. En 
condiciones de laboratorio, su crecimiento radial es una variable que depende principalmente 
de factores como: tipo de cepa, características genéticas, naturaleza del substrato en el que 
se desarrolla, especialmente por las proporciones de C/N que puedan llegar a presentarse en 
este. Se evidenció que el requerimiento nutricional resultó ser poco demandante por parte del 
hongo, ya que cubrió toda la placa de Petri en los 11 días de crecimiento. Van der Geest et al. 
(2000) indican que Hirsutella es un hongo de cultivo sencillo en medio artificial, en contraste con 
otros entomopatógenos, capaz de crecer en una gran variedad de medios con agar y medios 
líquidos. 

La identificación a nivel microscópico se basó principalmente en los estudios de caracterización 
morfológica y molecular de Hirsutella desarrollados por Toledo et al. (2013). Se observaron 
conidios sobre la superficie del sinema, que surgían a partir de este como células laterales, 
distribuyéndose de manera intercalada a lo largo de las hebras miceliales (figura 5). 

Los conidios de tipo hialino no presentaban septos, además eran elípticos y solitarios (figura 
6A), no obstante, se observaron algunos dispuestos en parejas (figura 6B). Se logró ver la capa 
mucilaginosa externa de los conidios, la cual es importante por su actividad enzimática, y está 
relacionada con procesos de adhesión, antisequedad y protección contra los fenoles tóxicos 
producidos por el hospedero (Rosas, 2003).
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Figura 4. Aislamientos satisfactorios llevados a cabo con escamas de cochinillas parasitadas por Hirsutella a los 11 
días de haber sido cultivados. E12: (A) y (B) E16: (C) y (D) E19: (E) y (F). 

Figura 5. Conidios sobre la superficie del sinema de Hirsutella (A) (100X). Distribución intercalada de los conidios a 
lo largo de las hebras miceliales (B) (100X). 

Figura 6. Célula conidiógena solitaria de morfología elíptica (c). Conidios de Hirsutella dispuestos en pares (cc). 
Capa mucilaginosa externa rodeando el conidio (cm). Hifas de Hirsutella (A y B) (100X). 
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Efectos patogénicos de Hirsutella sobre la cochinilla P. citri
El dimorfismo sexual ha alcanzado niveles muy avanzados en P. citri. Las diferencias 
morfológicas comienzan a ser evidentes en los periodos finales del estadio larval. Las hembras 
adultas no poseen alas, a diferencia del macho, y pueden llegar a tener un peso 90 veces 
superior a éste, además son capaces de alcanzar una longevidad de más de 100 días si no 
se aparean. Por el contrario, el macho adulto es un díptero neometabólico de vida corta, que 
no se alimenta durante la época de apareamiento. Además de ello, requiere de 1 a 2 días para 
completar la maduración sexual y el desarrollo de filamentos cerosos para ser capaz de volar y 
responder a las feromonas sexuales durante la reproducción (Da Silva et al., 2013).

En los individuos observados, la hembra se caracterizó por presentar un cuerpo ovalado, 
blando y con un tamaño promedio que rondaba los 3 mm de largo; su coloración era amarillenta 
y se encontraba cubierta por un polvo ceroso blanco. El macho, a diferencia de la hembra, 
presentaba un cuerpo más pequeño (1 mm, aproximadamente) de color amarillento y con 
dos largos filamentos en el extremo posterior del abdomen similares a alas (figura 7) (Sistema 
Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de Plagas, 2015). 

Se evidenció la presencia de huevos depositados en un ovisaco cuyo aspecto se asemejaba 
al de una masa algodonosa. Los huevos eran ovales y de color amarillo claro. Por su parte, las 
ninfas recién nacidas eran móviles, ovales, aplanadas y de color amarillo pálido (figura 8). Todos 
los individuos se aislaron de la cara abaxial de hojas de C. papaya. Se observó, además, la 
producción de excrecencias líquidas azucaradas atrayentes de hormigas. 

Los resultados del bioensayo de patogenicidad se pueden observar en el cuadro 2:

Cuadro 2. Resultados del bioensayo de patogenicidad de Hirsutella sobre adultos de P. citri al sexto día de haberse 
iniciado la prueba. 

Repetición Muertos Vivos Total % P

1 18 2 20 90,0

2 11 3 14 78,6

3 10 1 11 90,9

Control 1 6 7 14,3

Los porcentajes de patogenicidad de Hirsutella frente a la plaga al sexto día de haberse 
aplicado la solución conidiógena fueron altos (90%, 78,6% y 90,9%), con un promedio de 
86,5% en comparación al control, que fue de 14,3%. Los porcentajes de mortalidad de 84,14% 
obtenidos por Demirci et al. (2011b) con adultos de P. citri después de seis días de haber sido 
inoculados con el hongo entomopatógeno Isaria farinosa fueron similares al promedio obtenido 
en el presente estudio, lo que demuestra el efecto de las toxinas y enzimas que participan en 
la interrelación patógeno-hospedero según Rosas (2003). 

Los postulados de Koch (Schönbach, 2013) se demostraron desde la identificación y aislamiento 
del hongo hasta la aplicación del bioensayo de patogenicidad in vitro. 

La figura 9 muestra el resultado obtenido del bioensayo de patogenicidad aplicado sobre P. citri 
con tres repeticiones y un control. En 1 y 3 se observa el recubrimiento generado por el micelio 
blancuzco y afelpado de Hirsutella sobre el dorso de P. citri, mientras que en 2 se aprecia el 
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desarrollo de hifas sobre el tegumento de la cochinilla sin cubrirlo por completo. A diferencia del 
tratamiento anterior, el control (c) presentó una mortalidad poco significativa, según se detalló 
anteriormente. En (c) se observa un individuo de P. citri sano como parte de dicho tratamiento.

Figura 7. Hembra de P. citri depositando huevos sobre un ovisaco (A) (30X). Morfología diferencial (B) (30X) entre 
ninfas (n), hembra (h) y macho (m) de P. citri sobre muestras de tejido vegetal. 

Figura 8. Ninfas de P. citri de morfología oval, aplanada y de color amarillo pálido (A) (30X). Ninfa recién nacida a 
partir de un ovisaco algodonoso (B) (30X). 

Figura 9. Resultado del bioensayo de patogenicidad aplicado sobre P. citri. Las imágenes 1, 2 y 3 muestran el 
efecto patogénico de Hirsutella a los seis días de haberse asperjado la solución conidiógena sobre cochinillas 

de P. citri. Se evidencia en dichos casos el cubrimiento micelial sobre el tegumento de la cochinilla. La imagen C 
corresponde al tratamiento control. (30X). 



Tecnología en Marcha, 
Vol. Especial Biocontrol 2016 83

A diferencia de lo mencionado anteriormente por Sánchez et al. (2012) con respecto al lento 
desarrollo de Hirsutella, los resultados obtenidos con el bioensayo de patogenicidad reafirman 
que la presencia y abundancia del hospedero tienen un nivel de influencia muy significativo, 
tanto en el crecimiento de Hirsutella como en su capacidad biocontroladora (Micali et al., 2014). 

Estos resultados demuestran que Hirsutella posee un alto potencial para ser utilizado en 
programas de manejo integrado de plagas que busquen controlar P. citri y otras especies 
importantes como Tetranychus urticae y Diaphorina citri, entre otras; paralelamente al creciente 
desarrollo de herramientas biológicas modernas. La integración de estrategias de control 
biológico basadas en el accionar de los hongos entomopatógenos constituye una herramienta 
valiosa para Costa Rica desde un punto de vista técnico-ambiental, en aras de promover la 
reducción de los insecticidas que producen contaminación. 

Conclusiones
Mediante el presente trabajo se demostró la capacidad biocontroladora que el hongo Hirsutella 
posee sobre cochinillas adultas de P. citri., al obtenerse porcentajes de patogenicidad altos en 
condiciones simuladas de laboratorio. Además, se logró caracterizar al hongo en su estado 
natural, tanto macro como microscópicamente. 

Las diferencias concernientes al dimorfismo sexual que presenta la cochinilla fueron examinadas 
y señaladas, permitiendo respaldar la información existente en la literatura acerca del tema. 
Junto con ello, el análisis y estudio morfológico de P. citri permitió describir con mayor detalle 
las estructuras sobre las cuales se desarrolla el micelio de Hirsutella posterior al contacto 
patógeno-hospedero.

Hirsutella demostró tener una capacidad biocontroladora significativa para el control de insectos 
importantes como P. citri, útil para fomentar un manejo compatible con los programas de manejo 
integrado de plagas. El conocimiento de los materiales activos que participan en la relación 
patógeno-hospedero debe mejorarse, con el objetivo de entender no solo su configuración sino 
también su conducta ante la influencia de factores ambientales importantes. 

Se recomienda, para efectos de una investigación posterior, estudiar la patogenicidad de 
Hirsutella sobre estadios larvales de P. citri, así como optimizar el ciclo biológico de la especie 
para que sea posible correlacionar las diversas etapas de crecimiento con los efectos 
biocontroladores que se derivan de cada uno de ellos, obteniendo de esa manera información 
de la etapa más eficiente para aplicar en biocontrol de plagas. 
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Resumen
El manejo integrado de plagas constituye una solución integral a los procesos de producción 
agrícola, en especial cuando integran mecanismos biológicos ecoamigables. Las especies de 
hongos pertenecientes al género Hirsutella son capaces de infectar y parasitar gran variedad 
de invertebrados patógenos. Su desarrollo sobre el hospedero produce un micelio amarillento 
grisáceo con porcentajes bajos en formación de conidios. La caracterización morfogenética de 
Hirsutella se ha realizado utilizando regiones conservadas de ARNr denominadas ITS, lo que 
ha permitido develar homologías con géneros biocontroladores importantes como Beauveria o 
Cordyceps.

Las propiedades biocontroladoras del hongo actúan sobre diversas especies de ácaros e 
insectos que ocasionan enfermedades en cultivos de importancia agronómica. En ácaros 
se ha registrado la capacidad de colonizar y controlar especies como Aceria guerreronis 
(daños en frutos del cocotero), Acalitus vaccinii (ácaro del brote del arándano), Tetranychus 
urticae y Calacarus heveae (patógeno del árbol de caucho). En insectos, esa capacidad 
se ha demostrado en especies como Diaphorina citri, transmisor de la bacteria Candidatus 
liberibacter; Homalodisca vitripennis, transmisor de la bacteria fitopatogénica Xylella fastidiosa; 
y Delphacodes kuscheli, transmisor del virus Mal de Río Cuarto (MRCV). Se ha detectado que 
la patogenicidad de Hirsutella se debe a toxinas metabólicas complejas que se desarrollan 
durante la fase vegetativa, como lo son las hirsutellinas en H. thompsonii.

La revisión bibliográfica que se presenta en este artículo tiene como objetivo ilustrar los 
beneficios de utilizar hongos con potencial biocontrolador como Hirsutella, lo que constituye 
un mecanismo alternativo al uso de productos químicos para el control de plagas.

Keywords
Hirsutella; biological control; its; mites; hirsutellines.

Abstract
Integrated pest management is an integral solution to agricultural production processes, 
especially when it integrates eco-friendly biological mechanisms. Fungal species belonging 
to the genus Hirsutella are capable to infect and parasite a wide variety of invertebrates 
and pathogens. Its development on the host generates a grayish yellow mycelium with low 
percentages in formation of conidia. Morphogenetic characterization of Hirsutella been used 
conserved regions of rRNA called ITS allowing reveal homologies with significant biocontrol 
genres as Beauveria and Cordyceps.

It has been possible to detect that the pathogenicity of Hirsutella is due to complex metabolic 
toxins that developed during the vegetative stage as are Hirsutellin in H. thompsonii.

The biocontrol properties for the fungus act on various species of mites and insects that cause 
diseases in crops of agronomic importance. In Mites is registered the ability of Hirsutella to 
colonize and control species such as Aceria guerreronis (damage to coconut fruit), Acalitus 
vaccinii (blueberry bud mite), Tetranychus urticae, and Calacarus heveae (pathogen rubber 
tree). In insects that capacity has been demonstrated in species such as Diaphorina citri, 



Tecnología en Marcha, 
Vol. Especial Biocontrol 2016 87

transmitter of the bacterium Candidatus liberibacter, Homalodisca vitripennis, transmitter of 
the phytopathogenic bacterium Xylella fastidiosa and Delphacodes kuscheli transmitter of Mal 
de Río Cuarto virus (MRCV). This literature review aimed to enlighten the reader the benefits 
of using fungi with biocontrol potential as Hirsutella, which is an alternative mechanism to the 
indiscriminate use of chemicals to control pests.

Manejo integrado de plagas
El manejo integrado de plagas y enfermedades es una parte fundamental del proceso de 
producción agrícola en cualquier esquema económico que se presente, tanto en el de 
subsistencia variable como en la industria agrícola. Actualmente, los bioplaguicidas son una 
alternativa natural al combate de plagas y enfermedades a un costo razonable y sin causar 
efectos negativos sobre el usuario o el ambiente (CIA, 2010). El uso de microorganismos 
como los hongos entomopatógenos constituye una tendencia actual para el manejo de ácaros 
e insectos fitoparásitos. Existen varios géneros que parasitan ácaros, tales como Hirsutella, 
Neozygetes y Entomophaga (Zoebisch et al., 1993).

Características del género Hirsutella 
Hirsutella es uno de los hongos más abundantes y más importantes para el control de insectos 
plaga en el campo. Incluye aproximadamente 90 especies que son capaces de infectar y 
parasitar una gran variedad de invertebrados tales como ácaros, nemátodos e insectos, 
muchos de los cuales se consideran plagas importantes (Toledo et al., 2013).

H. thompsonii fue descrita e ilustrada por Samson en 1980, quien propuso tres grupos o variedades 
con base en sus características morfológicas: H. thompsonii var. thompsonii, H. thompsonii var. 
vinacea y H. thompsonii var. synnematosa (Rosas, 2003). Minter y Brady dividieron este género 
en dos secciones: sinematógeno (Synnematous) y mononematógeno (Mononematous), basados 
en la presencia o ausencia de sinema. La mayoría de las especies de Hirsutella poseen sinema, 
además muchos miembros están catalogados como anamorfos o teleomorfos.

Hirsutella es un hongo de crecimiento lento, caracterizado por un bajo porcentaje de generación 
de conidios. En condiciones de laboratorio, su crecimiento radial es una variable y depende de 
factores como tipo de cepa, características genéticas, naturaleza del substrato en el que se 
desarrol la el hongo y las proporciones de C/N presentes en el mismo. El crecimiento sobre 
psílidos de Diaphorina citri se caracteriza por el cubrimiento del hongo sobre los adultos con 
u n  micelio amarillento grisáceo, con tonos lilas en especímenes frescos; en la base de los 
sinemas con frecuencia se generan protuberancias cónicas-cilíndricas similares a peritecios. 
Los sinemas se encuentran cubiertos por fiálides (células conidiógenas) no contiguas, con 
una base esférica ovalada de aproximadamente 5 μm de diámetro. Cada conidio está 
recubierto por una capa mucilaginosa de 8 μm de largo y 6 μm de ancho con forma ovoide que 
frecuentemente se disuelve en agua (figuras 1 y 2) (Sánchez et al., 2012). 

Pérez y colaboradores (2015) determinaron que la temperatura de crecimiento óptima para 
Hirsutella citriformis es de 25 °C para un crecimiento radial aproximado de 0,083 cm diarios en 
medio PDA Sabouraud enriquecido (Sánchez et al., 2012). Hirsutella thompsonii forma colonias 
de forma afelpada, color gris o gris oliváceo y en ocasiones blanco; los conidios se producen de 
manera solitaria o en agrupaciones de dos o tres y presentan una morfología ovoide y verrugosa 
(figura 2) (Rosas, 2003). 
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Figura 1. Morfología de H. citriformis. A, sinema esporulado creciendo sobre Bactericera cockerelli 15 días 
después de haber sido inoculado. B-D, micrografías del hongo en PDA con extracto de levadura; en B se 

observan fiálides, formadas por un cuello (p) y una base (b), el conidio presenta una capa mucilaginosa alrededor, 
mientras que en (c) dicho material se encuentra ausente.  Fuente: Sánchez et al. (2011). 

Figura 2. Crecimiento en placa de cepa HtM120I de Hirsutella thompsonii. En la imagen es posible observar 1: 
fiálides, 2: conidios, 3: gotas de exudado. Fuente: Rosas (2003).

Toledo et al. (2013) determinaron que los conidios de esta especie forman una capa compacta 
sobre la superficie del sinema, surgiendo como células laterales emanadas de éste y llegando a 
distribuirse de manera intercalada a lo largo de las hebras miceliales (figura 3). Se caracterizan 
por ser monofialídicos, con una base elipsoidal estrecha a lo largo del esterigmata fialídico. Los 
conidios son de tipo hialino, sin septos, fusiformes o elípticos, solitarios y en algunas ocasiones 
dispuestos en pares. Cuando se cultivan in vitro, presentan tonalidades que van del blanco al 
marrón, con la presencia de exudados amarillentos y marrones. En cuanto a la composición 
química, la capa mucilaginosa externa de los conidios posee actividad enzimática relacionada 
con procesos de adhesión y tiene propiedades antisecantes y protectoras de los fenoles tóxicos 
del hospedero (Rosas, 2003).
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Figura 3. Células conidiógenas (cc) y conidio de Hirsutella sp. (c) emanando como células laterales a lo largo de 
todo el sinema (s). Fuente: Toledo et al. (2013). 

Caracterización molecular y genética
Toledo et al. (2013) identificaron muestras de Hirsutella utilizando regiones conservadas de 
ARN ribosomal denominadas ITS (región transcrita interna). Sus análisis permitieron constatar 
un 87% de semejanza entre los géneros de Hirsutella y Cordyceps que, aunado al análisis 
de máxima parsimonia (figura 4), logró develar la homología existente de las muestras con 
Beauveria, conocido por ser un eficiente agente entomopatógeno en programas de manejo 
integrado de plagas (Toledo et al., 2013).

Patogenicidad
Los hongos secretan una amplia variedad de metabolitos, algunos de importancia para la 
medicina y como herramientas en protocolos de investigación, como es el caso de la proteinasa 
K. Otros son altamente tóxicos (fumonisinas, ocratoxinas, patulin, zeralena) o carcinogénicos 
(moniliformin y aflatoxinas). 

Hirsutella posee gran cantidad de toxinas, enzimas y compuestos aún no identificados 
asociados con la interrelación patógeno-hospedero, con potencial para el control biológico 
de los ácaros. Las toxinas hirsutellinas A y B (HtA y HtB) de H. thompsonii producidas durante 
la fase vegetativa así como otro tipo de metabolitos aún no detectados poseen en conjunto 
posibilidades de ser incluidos en los programas de control de plagas. Se ha reportado que 
diferentes productos metabólicos secretados por el desarrollo micelial de Hirsutella en caldos 
de cultivo con agitación han resultado tóxicos para larvas de Galeria mellonella y adultos de 
Drosophila melanogaster (Rosas, 2003). 

Las toxinas se clasifican en dos grupos: compuestos de bajo peso molecular y moléculas 
proteómicas de alto peso molecular, ambos especializados en el control de insectos plagas. 
La caracterización de exudados producidos durante la etapa esporulativa de Hirsutella es 
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necesaria, para conocer la toxicidad contra artrópodos plaga (Rosas, 2003). La HtB aún no se 
encuentra totalmente caracterizada, a diferencia de la HtA, proteína extracelular residual de 130 
aminoácidos perteneciente al género de las ribotoxinas (toxinas producidas como resultado de 
la actividad ribonucleótida) (Viegas et al., 2009). El phomalactona posee efectos tóxicos contra 
la larva de la palomilla de la manzana Rhageoletis posmonella y adultos de la mosca de la fruta 
del mediterráneo Ceratitis capitata. Además presenta actividad fungicida, dado que inhibe 
la germinación de los conidios de algunas especies de hongos como Beauveria bassiana, 
Tolypocladium y Metarhizium anisopliae. 

Figura 4. Árbol de máxima parsimonia que relaciona las secuencias ITS generadas a partir de muestras de campo 
de Hirsutella con sus géneros relacionados. El nombre de las especies viene dado por la accesión que brinda 
el GenBank. Se detalla la homología existente de las muestras de campo con géneros importantes de agentes 

biocontroladores como Beauveria y Cordyceps.  Fuente: Toledo et al. (2013). 

Ácaros e insectos de importancia agronómica sensibles al efecto biocontrolador de Hirsutella
Entre los procesos de producción masiva, Hirsutella muestra grados altos de patogenicidad 
sobre ácaros como Aceria guerreronis (figura 5), Tetranychus urticae y Brevipalpus sp., durante 
las etapas de conidiación.

Rosas (2003) destaca el potencial patogénico de H. thompsonii sobre ácaros de las siguientes 
familias: Eriophyidae, Tetranychidae, Tenuipalpidae, Tarsonimidae y Brevipalpidae, por lo que 
con sus tres variedades, este hongo se considera el más importante para la regulación natural 
de artrópodos plaga. Hirsutella ha sido aislado de diferentes ácaros hospederos en regiones 
tropicales y templadas.
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