Actuqlidades

Revision Actual. Biol. 41 (111): 32-44, 2019 | DOI:10.17533/udea.acbi.v41n111a02

Metabolitos secundarios en Trichoderma spp. y sus aplicaciones
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Resumen

Trichoderma es un hongo con mdltiples aplicaciones biotecnoldgicas agricolas. La mas importante es la
capacidad de inhibir el crecimiento, la esporulacién y la germinacion de esporas de hongos patogenos. Una
gran variedad de investigaciones se centra en estudiar el potencial biologico y la formulacion a base de
especies de Trichoderma con actividad inhibitoria sobre microorganismos, lo que genera que estas practicas
sean mas eficaces en un amplio rango de condiciones ambientales, de especies de plagas y de sistemas de
cultivos. La presente revision ofrece una vision especifica sobre los reportes de los metabolitos secundarios
identificados en cepas del hongo de género Trichoderma con aplicacion biotecnoldgica en la generacion de
productos agricolas biocontroladores, con un enfoque prometedor para el descubrimiento de nuevos agentes
de control basados en alternativas agroecologicas en el manejo integrado de hongos, bacterias, parasitos e
insectos.

Palabras claves: agrobiotecnologia, biocontroladores, hongos antagonistas, micoparasitismo
Abstract

Trichoderma is a fungus with multiple agricultural biotechnological applications. The most important is its
ability to inhibit the growth, sporulation and germination of spores from pathogenic fungi. A wide variety
of research focuses on studying the biological potential and formulation based on Trichoderma spp. with
inhibitory activity on microorganisms; the result of these research makes the practices in which the fungus
is used more effective in a wide range of environmental conditions, species of pests and crop systems. This
review offers a specific view on reports of secondary metabolites identified in strains of fungi of the genus
Trichoderma with biotechnological application in the generation of biocontrol agricultural products, with
a promising approach for the discovery of new control agents based on agroecological alternatives in the
integrated management of fungi, bacteria, parasites and insects.

Keywords: agrobiotechnology, biocontrol, antagonist fungi, mycoparasitism

1. Grupo de investigacion Agrobiotecnologia, Universidad de Antioquia, Instituto de Biologia, Medellin, Colombia.
2- Grupo de investigacion BIOMA, Universidad de Antioquia, Instituto de Biologia, Medellin, Colombia.

* Autor de correspondencia: <amaria.mesa@udea.edu.co>

Recibido: marzo de 2019; aceptado: septiembre de 2019. @
32



Actualidades

Actual. Biol. Volumen 41 / Numero 111, 2019

INTRODUCCION

Durante los iltimos afnos los sistemas agricolas se han
visto afectados por el uso de agroquimicos para con-
trolar el ataque de malezas, plagas y enfermedades, lo
que ha generado graves problemas de salud animal y
de caracter medioambiental. Entre estos problemas
se cita la reduccién de la biodiversidad como uno
de los mas importantes, seguido de la pérdida en
la salud del suelo (FAO 2019, Ruane y Sonnino
2011). La agricultura convencional es cada vez menos
sostenible debido a la presion ejercida por otro tipo
de practicas y manejos con enfoques sostenibles, mer-
cados diferenciados y exigentes; los cuales, a través
de organismos reguladores, hacen cumplir estandares
de produccién especificos, ademéas de que existe un
creciente problema de resistencia a los plaguicidas
que estd forzando a la industria a buscar alternati-
vas diferentes de manejo (Gavrilescu y Chisti 2005,
Saedd et al. 2017).

La biotecnologia agricola ha beneficiado a agriculto-
res, consumidores y al medio ambiente, dado que los
rendimientos y los ingresos agricolas de productos
biotecnolégicos han aumentado, disminuyendo las
aplicaciones de pesticidas y mejorando el suelo, la
calidad del agua y proporcionando alimentos salu-
dables para los consumidores (Gavrilescu y Chisti
2005, Pathak et al. 2017). La investigacién sobre
productos biolégicos plaguicidas se ha fortalecido
debido al incremento en el resurgimiento de plagas,
los efectos negativos de los plaguicidas sobre el medio
ambiente y la biodiversidad y una mayor demanda
de alimentos seguros por parte de los consumidores
(Adekambi et al. 2010, Cantrell et al. 2012).

Dentro de las lineas de interés en el estudio de agen-
tes controladores de plagas se encuentran aquellos
basados en hongos del género Trichoderma; estos
organismos son de suma importancia para la comu-
nidad cientifica gracias a sus propiedades celuloli-
ticas, lo que ha permitido desarrollar herramientas
moleculares para su manipulacién, con la conse-
cuente secuenciacion del genoma del aislado original
Trichoderma reesei QM6a, también conocido como
Hypocrea jecorina (Zeilinger et al. 2016). Varios de
sus mutantes son productores de celulasas y son am-
pliamente usados en la industria. El genoma haploide
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de T. reesei QM6ba se estimo6 en 33 Mb, organizado
en siete cromosomas. En la actualidad existen dos
bancos de informacién especializado en Trichoderma,
NCBI y ISTH.info, el cual es un sitio web oficial
de la Subcomisién Internacional sobre Taxonomia
de Trichoderma e Hypocrea (http://www.isth.info/,
Mukherjee et al. 2012, Zeilinger et al. 2016).

El éxito de estos organismos en la agricultura se
centra en sus habilidades micoparasitas a través de
mecanismos de competencia por espacio, nutrientes
y produccién de compuestos antimicrobianos que
actiian sobre organismos patdégenos de plantas (Har-
man y Kubicek 2014). Esta habilidad para el control
biolégico se debe a la profunda capacidad de Tri-
choderma de expresar metabolitos que parasitan o
atacan otros organismos; al punto tal, que hoy en dia
esta propiedad se reconoce como la naturaleza innata
de todo el género. Esta propiedad ha permitido su
comercializacién a pesar de que existen pocos biopla-
guicidas de éste tipo registrados en el mercado. En
su mayoria, los productos comerciales del mercado se
formulan con una concentracion de antagonista entre
1 x 10372 u.f.c esporas viables / gramo de producto
formulado (Gupta et al. 2014).

Actualmente, Trichoderma ofrece mucho mas a la
ciencia al poderse aislar de una innumerable diver-
sidad de sustratos naturales y artificiales, y parti-
cularmente de materiales infestados con xenobidti-
cos, demostrando su alto potencial oportunista y
adaptabilidad a varios sistemas ecol6gicos (Hoyos-
Carvajal 2012, Martinez et al. 2013). Como asociados
asintomaticos de plantas (enddfitos), estos hongos
las benefician mediante la supresiéon de patdégenos,
la promocién del crecimiento, la mejora en la toma
y disponibilidad de nutrientes y la disponibilidad e
induccién de resistencia. Todas estas propiedades ha-
cen que Trichoderma sea uno de los géneros fungicos
mas versatiles e intrigantes, con numerosos aspectos
para tratar con més detalle (Benitez et al. 2004,
Gakuya et al. 2013).

El estudio de la diversidad y las interacciones es-
tructurales y funcionales dentro de la comunidad
de Trichoderma, son cuestiones esenciales para com-
prender los ecosistemas microbianos (Hoyos-Carvajal
2012). En la actualidad existe una tendencia al uso
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de estos organismos en el control biolégico como
antagonista sobre distintos patdgenos de suelo por
la produccion prolifica de metabolitos secundarios
MS (Sivasithamparam y Ghisalberti 1998, Zeilinger
et al 2016). El género presenta un amplio espectro
de aplicacién agricola sobre bacterias, pardsitos e
insectos, pero son pocos los estudios basados en
la produccién de sus metabolitos activos como una
base para su explotacién biotecnolégica (Harman y
Kubicek 2014). Debido a lo anterior, la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA)
tiene en sus registros informacién donde se demuestra
que no solo el organismo biolégico es empleado para
el control, sino también los extractos, aceites esen-
ciales y MS obtenidos a partir de este, que juegan un
papel importante en el descubrimiento y desarrollo
de nuevos productos para la proteccién de cultivos
bajo el concepto del Manejo Integrado de Plagas y
Enfermedades (IPDM) (Cantrell et al. 2012, EPA
2016).

El presente trabajo tiene como objetivo una revisién
en bases de datos (Science Direct, PUBMED, Scielo
en enero 2019), libros especializados, referencias bi-
bliograficas, articulos cientificos y revistas indexadas,
entre el 2005 y 2018, relacionados con la utilizacién
de especies de Trichoderma spp., como un microor-
ganismo benéfico en la produccion agricola, sus inter-
acciones bioquimicas, moleculares y especificamente
en la expresién de los principales MS. Ademds, se
presenta y se discuten los métodos experimentales
para la obtencion, identificacién y caracterizacién de
MS reportados en Trichoderma, asi como los métodos
para determinar la actividad de los MS mediante
macro y micro métodos sobre hongos, bacterias, pa-
rasitos e insectos plaga en plantas con su aplicacién
biotecnolégica.

BIOLOGIA DE Trichoderma spp.

Caracteristicas macro y microscopicas

Los hongos filamentosos del género Trichoderma
(pertenecientes a la familia Hypocreaceae), son cos-
mopolitas en suelo, madera y hortalizas en descom-
posicién, muestran una notable gama de estilos de
vida e interacciones con otros hongos, animales o
plantas, lo que les confiere alta plasticidad ecoldgica,
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capacidad enzimaética para degradar sustratos, me-
tabolismo variable y resistencia a inhibidores micro-
bianos (Lorito 2006). Estos hongos son ascomicetos
de aspersion verde, con distribucién mundial, que en
su mayoria no se han asociado con un estado sexual
y se cree que son mitéticos y clonales (Gupta et al.
2014). Los géneros en el orden de los Hypocreales
tienen anamorfos referibles a Trichoderma; en los
ultimos anos se ha vinculado un ntimero creciente
de teleomorfos en Hypocrea.

En Trichoderma, la taxonomia es aun bastante in-
completa y la distincién de especies es compleja;
otros métodos taxondmicos suplementarios a la mor-
fologia incluyen estudios moleculares como caracteri-
zacién de proteinas o perfiles de isoenzimas, secuen-
cias de la regién ITS 1 y 2 del ADN ribosomal, genes
tefl, rpb2, call, chil8-5 y técnicas de fingerprinting.
Ademaés del estudio de los MS, que muestran una
gran diversidad en este género y que han permitido
en los ultimos anos una mejor resolucién de las enti-
dades taxonémicas (Reino et al. 2007), es necesaria
una clasificacién e identificacion refinada para las
indicaciones predictivas sobre la ecologia, toxicologia
y biotecnologia de este género (Contreras-Cornejo et
al. 2016).

Morfolégicamente se caracteriza por presentar un
ralo fino, los conidiéforos son ramificados como un
arbol pequeno, penachos compactados en forma de
anillo con sistema de ramas irregular de manera
piramidal, los cuales terminan en fidlides en forma
de esporas asexuales o conidios, que pueden emerger
directamente del micelio. Clamisdosporas intercala-
res, terminales y propdgulos de tres tipos: hifas,
clamidosporas y conidios. Igualmente, como méto-
do de resistencia, los hongos de este género tienen
la capacidad de producir clamidiosporas, las cuales
pueden producirse en zonas sociales, es decir, en
zonas terminales del micelio, como en zonas medias
o intercalados (figura ).

Cultivo

Al ser Trichoderma un género cosmopolita y com-
partir una amplia variedad de interacciones con di-
ferentes organismos, es facilmente aislado del suelo
por métodos convencionales, en gran parte debido
a su rapido crecimiento, abundante conidiacion, for-
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Figura 1. Fotografias tomadas al microscopico éptico de cepas del género Trichoderma spp. conservadas
en el laboratorio de Biocontrol y Microbiologia Ambiental del Instituto de Biologia de la Universidad de

Antioquia (BIOMA).

macién de clamidiosporas y colonizacién de sustratos
organicos, lo que facilita un rapido desarrollo en
varios sustratos (Gupta et al. 2014). Para el mante-
nimiento y la conservacién de estos hongos se emplea
el medio de cultivo: agar extracto de malta (MEA),
en la oscuridad por dos dias a temperatura ambiente.
Para el crecimiento lineal, incubacién en la oscuridad
durante cuatro dias a 20 + 1° C y para la inoculacién
de conidias, se emplea medio diluido al 2% de agar
MEA. Las tasas de crecimiento se determinan en los
medios de cultivo agar bajo en nutrientes (SNA) y
agar papa dextrosa (PDA). La observacién micros-
cépica en los cultivos permite diferenciar agregados
conidiales y pigmentos en el sustrato caracteristicos
de algunas especies (Eziashi et al. 2006). La morfolo-
gia del conidioforo y el patrén de ramificacion, critico
para la identificacién a nivel seccional, se observan
mejor antes que los conidios estén completamente
maduros. El material se monta en acido lactico y con
la ayuda de aceite de inmersién se pueden establecer
detalles de forma conidial y ornamentacion. Las tasas
de crecimiento en cultivo pueden ser tutiles para dife-
renciar las especies, considerando que la produccién
de conidios a partir de conidiéforos o de conidiéforos
agregados en fasciculos o pustulas es generalmente
caracteristico de una especie (Harman y Kubicek
2014).

La expresién de MS mediante la generaciéon de pig-
mentos difusibles también puede ser caracteristico de
una especie, aunque el color de dichos pigmentos no
varia mucho en Trichoderma (Schulz et al. 2002). La
mayoria en su inicio presentan color blanco, que se
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torna a verde o amarillento con esporulacién densa;
algunas cepas referibles a Longibrachiatum suelen
tener pigmentos brillantes de color amarillo verdo-
so brillante. Los pigmentos amarillentos apagados a
varios tonos verdes y grises son comunes en muchas
especies, pero no son muy distintivos (Gupta et al.
2014). En algunas especies, los conidios maduros apa-
recen de color verde oscuro en el microscopico, otras
especies se caracterizan mejor por una completa falta
de pigmento, mientras que los pigmentos rojizos se
producen en unos pocos aislamientos caracteristi-
cos en T. aureoviride. Los olores aromaticos que se
asemejan al coco son producidos comunmente por
cepas de T. viride y algunas veces también por T.
atroviride (Harman y Kubicek 2014) (figura B).

La distribucién, filogenia, ecologia, mecanismos de
defensa e interaccién deletérea con huéspedes, pro-
duccion y secrecién de enzimas, desarrollo sexual
y respuesta al medio ambiente en condiciones tales
como nutrientes y luz, son tépicos que han sido
ampliamente estudiados en este género (Vinale et
al. 2008, 2012). Las cepas de Trichoderma pueden
ejercer el biocontrol de hongos fitopatégenos indi-
rectamente, compitiendo por espacio y nutrientes,
modificando las condiciones ambientales, estimulan-
do el crecimiento de las plantas y sus mecanismos
de defensa o mediante la produccién de compuestos
antimicrobianos. También pueden realizar ese bio-
control directamente, mediante micoparasitismo.

Estos mecanismos pueden actuar de forma coordi-
nada y su importancia en los procesos de biocontrol
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Figura 2. Fotografia de la apariencia de las colonias
de diferentes cepas del género Trichoderma spp.
aisladas y conservadas en cultivo PDA en el labo-
ratorio de Biocontrol y Microbiologia Ambiental del
Instituto de Biologia de la Universidad de Antioquia
(BIOMA).

depende del hongo y del patégeno al que antagoniza,
del tipo de cultivo y de condiciones ambientales como
la disponibilidad de nutrientes, el pH, la temperatura
o la concentracién de hierro (Harman y Kubicek
2014).

Entre las aplicaciones agricolas se han registrado
metabolitos que inhiben directamente a patégenos,
aumentan la resistencia a enfermedades y mejoran
el crecimiento y produccién de las plantas. Su me-
canismo de accién biocontroladora fue descrito am-
pliamente y esta basado en el micoparasitismo, la
antibiosis, la competencia por espacio y nutrientes
y la accién directa sobre el patégeno (Zeilinger et al.
2016). Estos mecanismos se han propuesto dada la
expresion de enzimas y MS que actiian mediante dis-
tintos mecanismos como inhibidores de crecimiento,
elicitores o inductores de mecanismos fisiolégicos en
la planta y detoxificacién de toxinas excretadas por
patogenos, entre otros.

Los MS son cruciales para el establecimiento de
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interacciones entre plantas y microrganismos, como
en el caso de las interacciones Trichoderma-planta
(Verma et al. 2007). Sus caracteristicas controla-
doras como fungicidas, antibidticas, nematicidas e
insecticidas y sus aplicaciones como colonizadores
de sus habitats, han permitido la comprension en
cuanto a la produccion de potentes MS como agentes
descomponedores del suelo con funciones especificas.
La preservacion de Trichoderma es importante por-
que asegura la viabilidad e integridad morfolégica,
fisiolégica y genética de un cultivo para su utilizaciéon
en la produccién del hongo o de sus metabolitos
manteniendo las caracteristicas particulares de la
cepa original (Vinale et al. 2012).

METABOLISMO SECUNDARIO EN Trichoderma
spp.

Las caracteristicas basicas de la produccion de ener-
gia y el crecimiento celular en todos los organismos
son esencialmente similares y las moléculas implica-
das en las reacciones fundamentales del crecimiento
y la reproduccién son las mismas. Estas biomoléculas
ubicuas y esenciales son aminodcidos, carbohidratos,
acidos grasos y acidos nucleicos; se clasifican como
metabolitos primarios (MP) y participan como fac-
tores de crecimiento en plantas o como enzimas liti-
cas, sideréforos, antibidticos, permeasas de carbono
y nitrégeno. Otra caracteristica de los MP es que
sus concentraciones en las células son controladas.
Por su parte, los MS son ampliamente divisibles en
varias agrupaciones caracteristicas como policétidos,
terpenos, terpenoides, pirdgenos, fenoles y alcaloi-
des derivados de compuestos indélicos y péptidos
no ribosémicos, que en general reflejan su origen y
biosintesis. Las diferentes especies de una misma fa-
milia y diferentes aislamientos de una misma especie,
a menudo pueden producir MS significativamente
diferentes que conllevan a la individualidad de las es-
pecies (Gupta et al. 2014, Harman y Kubicek 2014).
Dado que estos hongos son habitantes comunes del
suelo y de la raiz de las plantas, diversos MS se
han aislado, caracterizado y han sido ampliamente
estudiados debido a su actividad como antimicrobia-
nos. La activacién de cada uno de los mecanismos
bioquimicos implicados en la produccion y diversidad
de los MS son la base de estudio en la diversidad de
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especies en el género Trichoderma (Keswani et al.
2014).

En cuanto a la expresiéon de los MS, esta depende
de las caracteristicas genéticas y ambientales de los
hongos. Las bondades como agente de control de-
penden més de las cepas de Trichoderma que de la
especie, pues estas pueden presentar diferencias en
sus modos de accién, ain perteneciendo a una misma
especie. Uno de los primeros estudios de metabo-
litos aislados del genero Trichoderma, fue realizado
por Weindling en 1932 donde obtuvo un compuesto
cristalino antibidtico de T. lignorum UAMH 5068
antagénico a otros hongos (Andrade et al. 1992);
dicho compuesto fue denominado gliotoxina junto
con otro compuesto aislado denominado viridino que
exhibieron actividad fungicida (figura B).
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Figura 3. Primeros metabolitos aislados de Tricho-
derma spp.

Otra especie que ha sido estudiada, mediante un
analisis quimico, es T. hypozrylon CGMCC 3.17906,
en la cual se observé una riqueza de metabolitos
tipo tricotecenos y epipolitiodicetopiperazinas donde
los principales compuestos aislados y caracterizados
fueron Harzianum B, Aspergillazina C, Aspergilla-
zina, A, Trichodermamida A, con una versatilidad
molecular que los hace bastante interesantes en la
comprension del estilo de vida del hongo y el rol
ecolégico de T. hypoxylon en la naturaleza (figura @).
Estos metabolitos pueden sobre expresarse o combi-
narse con cepas de biocontrol apropiadas, a fin de
obtener nuevas formulaciones que puedan ser mas
eficaces en el control de enfermedades de plantas y
en la proteccién de frutos post-cosecha (Sun et al.
2016).
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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE METABOLITOS
DE Trichoderma

Un extracto de Trichoderma contiene una mezcla de
compuestos que puede ser utilizada para control bio-
légico y otros fines industriales (figura B) (Marques et
al. 2018). Se ha comprobado el efecto antifingico de
la cepa T. atroviride S361 en cultivo sélido de arroz
y del cual se han aislado tres nuevos compuestos
denominados trichodermonas A-C. Igualmente, de
esta misma cepa se aislaron (—)trichodermadiona A,
(4)trichodermadiona A, y un nuevo sesquiterpenoide
ciclohexenona denominado trichodermadiona B. El
efecto de estas cepas y sus MS fueron evaluados
en hongos fitopatégenos con promisoria actividad
(Kong et al. 2018, Zhou et al. 2017). Por otra
parte, dos cepas de Trichoderma fueron empleadas
en cultivos de Vitis vinifera presentado efectos de
induccién de resistencia a enfermedades, promocién
del crecimiento de las plantas y aumento de polife-
noles o actividad antioxidante en las uvas (Pascale
et al. 2017). Las cepas de T. harzianum M10 o T.
atroviride P1, y sus MS, dcido harzidnico (HA) y
6-pentil-a-pirona (6PP), se han evaluado en inver-
nadero mediante aplicacién foliar. A partir de estos
compuestos se desarrollé un fungicida biolégico a
base del hongo T. harzianum (T12) para el control de
varias enfermedades fungosas del suelo que afectan
cultivos agricolas en Mérida, Venezuela. La formu-
lacién se obtuvo a partir de una cepa aislada de un
suelo de tradicién ajera proveniente del municipio de
Rivas Davila, donde la cepa mostrd, en pruebas de
laboratorio y de campo, una alta capacidad antago-
nica contra los hongos Rhizoctonia solani, Sclerotium
cepivorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium sp., Plas-
modiophora brassicae y Phytohthora sp., logrando
reducciones de la incidencia de éstas enfermedades
superiores a 25 %, en dependencia de ellas y de las
condiciones ambientales (Garcia et al. 2006). En un
experimento en campo, se aplicé una suspensién de
esporas de T. harzianum cepa 122 y 6PP; y los
resultados indicaron que ambas cepas son capaces
de mejorar el rendimiento del cultivo y aumentar la
cantidad total de polifenoles y la actividad antioxi-
dante en las uvas (Mona et al. 2017). Otros estudios
registran también la validacién con el uso de este
antagonista para el manejo de Rhizoctonia solani,
evidenciando un control de la enfermedad que puede
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Harzianum B |

Figura 4. Compuestos aislados y caracterizados de T. hypoxylon.

llegar hasta 98 % (Zhang et al. 2016). Esta cepa se
ha probado con éxito en cultivos de papa y otras
solandceas, también en ajo, cruciferas, leguminosas,
platano, café y tabaco, entre otros (Saleh et al. 2018).
Por otra parte, se extrajeron MS de 128 aislados de
Trichoderma de cultivos liquidos, donde se evalué su
actividad frente a siete aislamientos de Phytophthora.
Luego del analisis preliminar, se seleccionaron ocho
aislamientos de Trichoderma para pruebas adiciona-
les. Entre estos, los metabolitos de T. atroviride /
petersenii (KACC, Coleccién de Cultivos de Corea,
40557) y T. wvirens (KACC 40929) mostraron las
actividades inhibitorias més fuertes contra aislados
de Phytophthora. Fl tratamiento con KACC 40557
inhibio el crecimiento de Phytophthora e indujo genes
relacionados con la defensa, ademés provoco cambios
hormonales en la planta durante la infeccién por
Phytophthora y en las hojas desprendidas de las
plantas de pimienta y tomate, lo que demostrd el
potencial para el uso de metabolitos de Trichoderma
como agentes de control biolégico contra este hongo
patégeno (Bae et al. 2016). La interaccién Trichoder-
ma- Trichoderma de 35 cepas, fue estudiada tambien
debido al potencial del hongo para sintetizar MS,
mediante enfrentamientos duales en medio de cultivo
sblido PDA como método de seleccién para cepas
formadoras de barreras de defensa entre 0,5-0,7 cm
con ancho 6ptimo de seleccion. Se identificaron 20
enfrentamientos duales, los cuales fueron replicados
en medio de cultivo liquido de PDA y filtrados para
separar los MS (Puiflo et al. 2011). Este compuesto de
interés, que contiene los MS, fue inoculado en dos cul-
tivos: Lactuca sativa y Raphanus sativus; encontran-
dose que los mejores tratamientos para el ensayo de

L. sativa fueron los enfrentamientos de Trichoderma-
Trichoderma 3(BP-T0001-BPT0029), 4(BPT0006-
BPT0028), 7(BP-T0007-BPT0024) y del cultivo in-
dividual I (BP-T0028) induciendo el crecimiento en
la planta y la resistencia al ataque de hongos. Por
lo que se concluyé que los MS sintetizados por Tri-
choderma spp. durante los enfrentamientos duales
actian como Promotores del Crecimiento en Plan-
tas (PGP) y en la resistencia al ataque de hongos
fitopatégenos (Okuda et al. 1982).

También se ha estudiado el efecto inhibidor in vitro
del desarrollo de Alternaria citri, Bipolaris cyno-
dontis, Bipolaris sorokiniana, Curvularia brachys-
pora, Curvularia lunata, Curvularia oryzae-sativae,
Drechslera tritici-repentis, Rhizoctonia solani, Scle-
rotinia minor y Sclerotium rolfsii, causado por los
componentes voldtiles como etileno producidos por
T. hamatum (Ghisalberti y Rowland 1993, Leén et
al. 2017). Los organismos se cultivaron y se determi-
nod, por cromatografia de gases acoplada a espectro-
metria de masa (GC-MS), la variacién de didxido de
carbono, oxigeno y etileno, sin encontrarse rastros
de acetaldehido ni etanol. Debido a la actividad
respiratoria de T. hamatum, los niveles de didxido
de carbono aumentaron progresivamente, mientras
disminuia el volumen de oxigeno. La produccion de
etileno fue baja y después del tercer dia permanecié
constante. Con excepcién de C. oryzae-sativae y B.
cynodontis, las demds especies flingicas presentaron
alteraciones en su crecimiento y desarrollo, conclu-
yendo que T. hamatum actiia como potencial agente
de control biolégico mediante la expresion de sus MS
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(Dal Bello et al. 1997).

Yang et al. (2012) emplearon la técnica de extraccion
Headspace para evaluar la actividad debida tnica-
mente a compuestos organicos volatiles (COVs). Los
resultados indican que los COVs liberados por T.
viride afectan el crecimiento de los hongos fitopa-
tégenos evaluados. En el caso de Fusarium sp. se
afectaron los halos de crecimiento y para Colletotri-
chum gloeosporioides se observaron cambios morfol6-
gicos en su color. Se identificaron mediante técnicas
de extraccién e instrumentales (GC-MS) alcoholes,
lactonas y varios dcidos orgdnicos (figura B). Entre
los compuestos determinados por las tres técnicas se
encuentra el alcohol bencilico, alcohol 2-feniletilico,
6-pentil-2H-piran-2-ona y gama-butirolactona (Leén
et al. 2017, Yang et al. 2012). Por otra parte, se ha
incorporado T. harzianum en cultivos de arroz con
una reduccién de hasta 50 % de los esclerocios y de
13,4% en la severidad de R. solani (Infante et al.
2009).

Actividad antibacterial de metabolitos de Tricho-
derma

Un amplio repertorio de metabolitos biolégicamente
activos es utilizado por especies de Trichoderma para
la exclusién de patdgenos, incluida la competencia
por espacio, nutrientes y produccién de compuestos
antibacterianos (figura B) (Smirnova et al. 2017). En
la busqueda de productos con aplicaciones antimicro-
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bianas, un total de 49 cepas fungicas fueron aisladas
de dos cenotes de la peninsula de Yucatan. Estas
cepas se cultivaron en arroz fermentado y se obtu-
vieron sus respectivos extractos organicos macerados
en acetato de etilo y metanol y se evaluaron contra
cinco fitopatégenos de importancia agricola. Estos
patégenos incluyeron a los hongos Alternaria chry-
santhemi, Colletotrichum gloeosporioides, Mycosp-
haerella fijiensis y las bacterias FErwinia carotovora
y eXanthomonas campestris. Utilizando el bioensayo
en microdilucién, el 69% de los extractos evalua-
dos mostré actividad antifingica y/o antibacteriana
contra al menos uno de los patdégenos evaluados a
concentraciones de 2.000 y 200 ug/mL (Elfita et al.
2014). Por otra parte, la cepa Hypocrea lizii OSN-37
(Trichoderma) mostré actividad contra al menos tres
bacterias fitopatogenas. Los extractos de acetato de
etilo fueron los més promisorios obteniendo tres frac-
ciones de baja (A) y media (B) polaridad y un pre-
cipitado (C), los cuales fueron evaluados contra los
patégenos estudiados (Saravanakumar et al. 2018).
Dos nuevos derivados de policétidos con actividad
antibacterial, trichodermatidas E y F con esqueleto
tipo 6/6/6/6 tetraciclicos y andlogos conocidos como
koninginina B, koninginina D, 7-O-metilkoninginina
D, koningininas E y F, fueron aislados del hongo T.
applanatu. Las estructuras de estos compuestos se
determinaron mediante datos de resonancia magné-
tica nuclear y analisis de espectrometria de masas
de alta resolucion con ionizacién de tipo electrospray

o Viridiol
T.viride

Acido heptelidico

T. koningii M3947
CO,H

Figura 6. Lactonas aisladas de Trichoderma spp.

40



Actualidades

Actual. Biol. Volumen 41 / Numero 111, 2019

(HR-ESI-MS) y se valid6 su potencial antibacteriano
(Chen et al. 2018, Stoppacher et al. 2010).

Actividad nematicida de metabolitos de Tricho-
derma

Trichoderma es un importante agente de control
biolégico que produce metabolitos daninos para los
nematodos. Los COVs de la cepa Trichoderma sp.
YMF 1.00416 fueron evaluados por su habilidad
para eliminar estos helmintos. Las investigaciones
quimicas de los COVs de esta cepa condujeron al
aislamiento y identificacién de tres metabolitos: un
nuevo compuesto, 15-vinilciclopentano-1a, 3a-diol y
dos metabolitos conocidos, 6-pentil-2H-piran-2-ona
y 4-(2-hidroxietil) fenol. Ensayos de su accién ne-
maticida mostraron una actividad superior al >85 %
sobre Panagrellus redivivus, Caenorhabditis elegans y
Bursaphelenchus zylophilus en 48 h a una concentra-
cién de 200 mg/L. Entre los MS se encuentran COVs
a los cuales se atribuye un papel determinante en la
comunicacién entre microorganismos (Stoppacher et
al. 2010).

También se ha comprobado el potencial nematicida
de T. asperellum Samuels, Lieckfeldt y Nirenberg
mediante el uso de seis cepas seleccionadas previa-
mente por su alta capacidad antagénica, produccién
de metabolitos (figura @) y adaptaciéon a diversas
condiciones ambientales y sustratos como agente de
control biolégico de Meloidogyne incgnita (Kofoid
and White). En los ensayos in vitro se observé el efec-
to de las cepas sobre juveniles de M. incognita. Para
el estudio se emplearon plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) que se inocularon, a las 72 h, con 2,5
juveniles de segundo estadio (J2) por gramo de suelo.
A los 35 dias se evaluaron parametros como: Indice de
Agallamiento (IA), nimero de huevos del nematodo
por sistema radical, altura de planta, didmetro del
tallo, longitud de la raiz, nimero de hojas y masa
fresca de raiz. Los extractos de las cepas de T.
asperellum causaron altos niveles de mortalidad con
90 % de mortalidad a las 24 h (Hernandez-Ochandia
et al. 2015)
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Figura 7. Metabolitos aislados de T. asperellum.

Actividad insecticida de metabolitos de Tricho-
derma

El control de cucarachas ha sido estudiado con cepas
de hongos Trichoderma, al determinarse el efecto de
las esporas en suspension y de los MS de T. har-
ztanum contra Periplaneta americana, evidenciado
su patogenicidad y efecto insecticida (Abdul-Wahid
y Elbanna 2012, Evidente et al. 2008). También se
evalué el efecto larvicida, a las 24 h, de T. wviride
contra larvas de tercer instar del mosquito vector
Culex quinquefasciatus, con valores de CL5q de 54,16
mg/L (Govindarajan et al. 2005).

CONCLUSIONES

El género Trichoderma estd integrado por un gran
nimero de cepas fungicas que actian como agentes
de control biolégico y cuyas propiedades antagénicas
se basan en la activacion de mecanismos muy diver-
sos. Debido a sus capacidades verséitiles, las comuni-
dades de Trichoderma contribuyen esencialmente a
un ambiente saludable pero también representan un
recurso de biomoléculas con alto potencial biolégi-
co. Estos hongos antagonistas deben estudiarse con
mayor profundidad para la identificaciéon de molécu-
las bioactivas de uso industrial o en formulaciones
comerciales de productos para el control biolégico
de patdgenos en plantas. Actualmente se valoran
métodos que sean eficientes en la expresion de MS
a través de técnicas de fermentacion mediante las
modificaciones de las condiciones de crecimiento, la
variacién en los factores reguladores y el uso de
nuevas técnicas espectroscépicas, lo que permitird
el descubrimiento de nuevas moléculas, ademés de
la comprensién de su maquinaria de biosintesis a
la luz del conocimiento en la expresién génica y la
informacién adquirida de los genomas de este género.
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La cooperacion interdisciplinaria es esencial si que-
remos entender la funcion, expresién de la genémica
y la proteémica en la produccién de MS, ademas de
tener en cuenta otros aspectos como la formulacién
y estabilidad en almacenaje de productos a base
de Trichoderma, como un aspecto importante para
obtener un producto final.

Esta revision presenta una visién general las activi-
dades biolégicas presentadas por los MS del género
Trichoderma en hongos, bacterias y nematodos, con
el fin de encontrar hallazgos y aplicaciones promete-
doras en la expresién de cada cepa. Las especies de
Trichoderma presentan un efecto positivo en plantas
mejorando sus propiedades como la biomasa, rendi-
miento y calidad, ademas de contribuir al control de
plagas y enfermedades en la mayor parte de cultivos
agricolas. Atin quedan muchos MS por descubrir en
Trichoderma, ya que este género de hongos incluye
multiples especies que estan altamente adaptados a
diferentes nichos ecoldgicos y su diversidad parece
ser ilimitada. Esto bien podria conducir al descu-
brimiento de nuevos compuestos y/o nuevas vias
biosintéticas, que a su vez podrian revelar aspectos
nuevos e importantes para muchas aplicaciones agro-
biotecnolégicas.
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