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RESUMEN:

Introduccién. Macrophomina phaseolina es un hongo necrotréfico de dificil control. Hongos biocontroladores, como las especies
del género Trichoderma, son una alternativa para cultivos afectados por este fitopatdgeno. Objetivo. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la capacidad de antibiosis de Trichoderma arundinaceum, T. brevicompactum 'y T. harzianum, contra dos
aislamientos de M. phaseolina. Materiales y métodos. El trabajo se efectué entre octubre de 2015 y marzo del 2016. Se utilizaron
tres cepas de referencia de T7ichoderma: T. arundinaceum (IBT40837), T. brevicompactum (IBT40841) y T. harzianum T34
(CECT2413) y de M. phaseolina dos aislamientos (FCQ6 y FCQ9). Se realizaron ensayos de confrontacién directa, antibiosis
y andlisis del perfil de proteinas y metabolitos secretados por Trichoderma. Resultados. Las especies de Trichoderma empleadas
inhibieron de forma significativa el crecimiento de los dos aislamientos de M. phaseolina en los ensayos de confrontacion directa,
membrana de celofdn y/o membrana de didlisis. En el ensayo de confrontacién directa la mayor inhibicién del crecimiento de los
hongos se observé alas 96 h. El hongo aislado de sésamo (Sesamun indicum L., variedad Escoba blanca), permitié la evaluacién dela
actividad antifingica de las moléculas de alto y bajo peso molecular incluso hastalas 120 h, donde T arundinacenm mantavo 100%
de inhibicidn del crecimiento; en este mismo tiempo de exposicion, los hongos 7. brevicompactumy T. harzianum demostraron la
importancia de las moléculas de alto peso molecular para el mantenimiento de la actividad antifiingica. Los resultados mostraron
la diversidad de metabolitos secundarios y proteinas secretadas por las tres especies de Trichoderma. Conclusion. Este trabajo
constituye la primera descripcién de la actividad antifungica de 7. arundinaceum y T. brevicompactum contra M. phaseolina, y
ademds, se destaca el potencial de hongos aislados de suelo nativo como alternativa bioldgica para el control de hongos fitopatégenos
de importancia agricola.

PALABRAS CLAVE: antagonismo, control bioldgico, hongos patégenos, micotoxinas, podredumbre carbonosa.
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ABSTRACT:

Introduction. Macrophomina phaseolina is a necrotrophic fungus that is difficult to control. Biocontrol agents, like the species
of the genus T7ichoderma, are an alternative for the management of crop diseases caused by this plant-pathogen. Objective. The
objective of the present work was to determine the antibiosis capacity of Trichoderma arundinaceum, T. brevicompactum and T.
harzianum, against two isolates of M. phaseolina. Materials and methods. Experiments were carried out from October 2015 to
March 2016. Three reference strains of Trichoderma were used: T. arundinaceum (1BT40837), T. brevicompactum (IBT40841)
and T. harzianum T34 (CECT2413); and two isolates of M. phaseolina (FCQ6 and FCQ9). Direct confrontation and antibiosis
assays were performed, and profiling of proteins and metabolites secreted from Trichoderma. Results. The Trichoderma species
significantly inhibited the growth of both M. phaseolina isolates in the direct confrontation assay, cellophane and/or dialysis
membrane. In the direct confrontation trial, the greatest inhibition of fungal growth was observed at 96 h. M. phaseolina isolated
from sesame (Sesamum indicum L. cultivar Escoba blanca) allowed the evaluation of the antifungal activity of the molecules of high
and low molecular weight even up to 120 h. 7. arundinacenm maintained 100% growth inhibition in both cellophane and dialysis
membrane indicating that low molecular weight metabolites were enough for complete growth inhibition of this M. phaseolina
isolate. In contrast, 7. brevicompactum and T. harzianum demonstrated the importance of high molecular weight molecules for
the maintenance of antifungal activity. In addition, the complexity of secondary metabolites and proteins secreted by the three
Trichoderma species was demonstrated. Conclusion. This work is the first description of the antifungal activity of T. arundinaceum
and 7. brevicompactum against M. phaseolina and also highlights the potential of fungi isolated from native soil as a biological
alternative for the control of plant-pathogenic fungi of agricultural importance.

KEYWORDS: antagonism, biological control, charcoal rot, mycotoxins, pathogenic fungi.

INTRODUCCION

Una de las enfermedades de mayor importancia en el sector agricola es la pudricién carbonosa causada por
el hongo fitopatégeno Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, el cual es un hongo necrotréfico, polifago
y ampliamente distribuido a nivel mundial. Este hongo que es transmitido a través del suelo y semillas,
subsiste en forma de microesclerocios y tiene la posibilidad de afectar a mas de 500 especies de plantas,
incluyendo distintas especies de granos de importancia econdémica como las leguminosas (Premamalini et
al., 2012; Ramos et al., 2016). En los ultimos afios, se ha incrementado el uso indiscriminado de sustancias
quimicas para el control de este y otros fitopatdgenos, con el consecuente impacto negativo al ambiente y a
la salud de los seres humanos (Smalling et al., 2013; Pefia et al., 2018). Esta problematica ha impulsado la
busqueda de nuevas estrategias que permitan reemplazar o minimizar el uso de sustancias quimicas nocivas
en la agricultura, una de ellas es el control biolégico de fitopatégenos.

Una alternativa para el control bioldgico de M. phaseolina, es el uso de especies del género Trichoderma, el
cual agrupa hongos cosmopolitas con gran capacidad reproductiva, alta competitividad y amplia diversidad
metabdlica (Lopes et al,, 2012). Este grupo de hongos suele aislarse generalmente del suelo, pero también
se pueden encontrar en madera himeda en descomposicién y asociados a las raices (Chaverri y Samuels,
2003; Kubicek et al., 2008), y han sido ampliamente estudiados con el fin de controlar fitopatdgenos nativos
del suelo (Guigdn-Lépez et al.,, 2010). Son capaces de competir por el espacio, los nutrientes e inhibir el
crecimiento de los patdgenos usando metabolitos secundarios que acttian como fungicidas (Reino et al,,
2008; Vinale et al., 2014) o degradando la pared celular por accién de enzimas hidroliticas como quitinasas
y celulasas (Infante et al., 2009; Qualhato et al., 2013; Saravanakumar et al., 2017).

Elucidar la naturaleza de los agentes responsables de la antibiosis de T7ichoderma, es fundamental para
la comprension de la actividad bioldgica observada, y podria proporcionar nuevas estrategias de control de
M. phaseolina mis amigables con el ambiente. El objetivo del presente trabajo fue determinar la capacidad
de antibiosis de Trichoderma arundinaceum, 1. brevicompactum'y T. harzianum, contra dos aislamientos de
M. phaseolina.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se llevaron a cabo en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional
de Asuncién, Paraguay, en el periodo comprendido entre octubre de 2015 y marzo del 2016.

Obtencién, preservacion y cultivo de microorganismos

Se utilizaron tres cepas de referencia de Trichoderma: T. arundinaceum (IBT40837), T. brevicompactum
(IBT40841) y T. harzianum T34 (CECT2413); todas ellas donadas por el Departamento de Quimica
Orgénica de la Universidad de Cédiz, y que fueron conservadas en glicerol al 80% a -20 °C. De M. phaseolina,
se utilizaron dos aislamientos oriundos de Paraguay: M. phaseolina FCQG6, aislado en rastrojo de soja (Glycine
max L. Merr., variedad Nidera5909rrl) y M. phaseolina FCQ9, aislado de la base del tallo de sésamo
(Sesamun indicum L, variedad Escoba blanca); ambos aislamientos fueron conservados en glicerol al 80% a
4 °C. Los hongos pertenecen al cepario micoldgico del Departamento de Quimica Bioldgica de la Facultad
de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncidn.

Para el mantenimiento de los hongos y para los ensayos de confrontacién directa y antibiosis, se utilizé el
medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), mientras que, para el andlisis del perfil de proteinas y del perfil
de metabolitos, se utilizé el medio liquido caldo papa dextrosa (PDB) (Beever y Bollard, 1970).

Para la obtencién del perfil de proteinas y metabolitos secundarios de T7ichoderma, se inocularon dos
discos de micelio de 5 mm de didmetro de cada hongo, en matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml de medio
PDB, y se incubd durante 120 h en condiciones estéticas, de oscuridad y a 30 °C, los anilisis se realizaron por
triplicado para cada especie. El control negativo fue PDB sin inocular, mantenido en las mismas condiciones
que los medios inoculados con el hongo.

Ensayo de confrontacién directa y antibiosis

Las tres especies de T7ichoderma y los aislamientos de M. phaseolina, se sembraron y mantuvieron en
medio de cultivo PDA en oscuridad a 30 °C, con el fin de preparar el pre-ino#culo a utilizar en las pruebas
de confrontacio#n directa. Estas pruebas se realizaron mediante la te#cnica de cultivo dual, para lo cual se
prepararon placas con medio PDA, en las cuales se colocaron en un extremo un disco de agar de 5 mm de
dia#metro con micelio del fitopato#geno (M. phaseolina), y en el extremo opuesto otro disco de 5 mm con
micelio del antagonista (7. arundinaceum, T. brevicompactum o T. harzianum,); como controles, en placas
separadas se sembro# un disco de micelio de cada hongo (Figura 1Ay 1B). Todas las placas se incubaron a 30
°C en oscuridad por cinco dias, tiempo después del cual se hicieron mediciones del crecimiento radial cada
24 h, para posteriormente obtener el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PIC) con respecto al
control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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A Control B Confrontacién
M. phaseolina 7 M. phaseolina vs Trichoderma spp.
t=0h t=24,72,96 h t=0h t=24,72,96 h

FIGURA 1
Ensayo de confrontacién directa antagonista-patdgeno de tres especies de T7ichoderma contra
M. phaseolina. A y B Esquema del experimento de confrontacion directa del control y para

la confrontacién, respectivamente. Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Figure 1. Direct confrontation assay antagonist-pathogen of three species of Trichoderma
against M. phaseolina. A and B Scheme of the experiment of direct confrontation for the control
and for the confrontation, respectively. Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Paralas pruebas de antibiosis se sembraron discos de micelio de PDA de 5 mm de Trichodermaen el centro
de placas de PDA de 7 cm de didmetro, sobre membranas de didlisis (corte de 12 kDa) o sobre celofin, para
permitir la difusién de moléculas secretadas por T7ichoderma al medio de cultivo. La membrana de dialisis
solamente permite la difusién de moléculas de bajo peso molecular (menor o igual a 12 kDa), mientras que,
la membrana de celofan permite el paso de todas las moléculas secretadas por el hongo. Luego de 48 h de
incubacién a 30 °C en oscuridad, se removieron las membranas de las placas sobre el medio de cultivo y se
colocaron discos de micelio de 5 mm de didmetro de las cepas de M. phaseolina. Al mismo tiempo, como
control, los dos aislamientos del patdgeno se sembraron en medio PDA. En las placas se midio# el dia#metro
de crecimiento cada 24 h durante 96 h, y los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicio#n
del crecimiento (PIC) de las cepas de M. phaseolina por las especies de Trichoderma. El ensayo para cada
aislamiento se evaluo# por triplicado.

Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento, los
resultados se analizaron con el paquete estadistico GraphPad Prism (Motulsky, 1999). Los porcentajes de
inhibicién obtenidos en cada enfrentamiento en el ensayo de confrontacion directa, se compararon mediante
un andlisis de varianza (ANOVA), y la comparacidn entre las medias se estimé mediante la prueba de rangos
de Tukey (p=0,05). En el ensayo de antibiosis sobre membrana, los promedios de los PIC se compararon con
la prueba de t de Student. Se consideraron diferencias significativas con un 95% de confianza p<0,05.

Perfil de proteinas de Trichoderma

Para la precipitacion de proteinas secretadas por Trichoderma, el filtrado de cada cultivo se separd
del micelio mediante filtracién al vacio, se congelé y se liofilizé. El liofilizado fue resuspendido con una
solucién de solubilizacién [urea 8M, tiourea 2M y tritén X-100 al 0,05% (v/v)]. Posteriormente, el extracto
proteico del liofilizado se concentré mediante el método de precipitacién metanol-cloroformo-agua (Wessel
y Fliigge, 1984) y el precipitado resultante se resuspendié con solucién de solubilizacién. Las proteinas fueron
cuantificadas mediante el método descrito por Bradford (Bradford, 1976).

Veinte microgramos del concentrado de las proteinas secretadas se separaron mediante electroforesis
unidimensional en geles de poliacrilamida al 12% (Laemmli, 1970), tifiendo los geles con azul de Coomassie
R-250 (Simpson, 2007). Los geles se digitalizaron mediante un fotodocumentador, y los perfiles proteicos de
las diferentes especies de Trichoderma se analizaron mediante anélisis de imagen. Los valores arbitrarios de
intensidad de las bandas detectadas en las diferentes especies, se normalizaron respecto al total de proteinas de
cada carril; el anlisis comparativo de los perfiles se realiz6 con las bandas presentes en tres réplicas bioldgicas.
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Obtencién de los extractos orgénicos y andlisis de metabolitos secundarios de T7ichoderma

Los extractos orgdnicos se obtuvieron mediante la separacién del micelio, a partir del medio de cultivo
liquido, mediante filtracién al vacio. El filtrado se extrajo exhaustivamente con acetato de etilo; las fracciones
orgénicas se secaron con Na,SO4 anhidro, se filtraron y luego se evaporaron hasta sequedad en rotavapor. Los
pesos de los extractos organicos obtenidos, se registraron y analizaron por cromatografia en capa fina (CCF)
y cromatografia liquida de ultra eficacia (UPLC).

Para el andlisis por CCF, los extractos se resuspendieron en acetato de etilo y se colocaron en cromatofolios
de gel de silice 60 F»s4 (0,20 mm de grosor, 4 x 6 cm) utilizados como fase estacionaria; el hexano: acetato de
etilo (1:1) se utilizaron como fase movil. Las placas fueron visualizadas bajo luz ultravioleta a 254 nm y 366
nm, y fueron expuestas a los reveladores quimicos de coloracién 6leum, vainillina y anisaldehido.

Otra fraccidn de los extractos orgédnicos obtenidos se disolvié en acetonitrilo (ACN) a una concentracion
de 5 mg/ml, se filtr6 con filtros de PTFE de 0,2 um, y luego se analizé por UPLC acoplado a un detector
de masas en tindem (MS/MS); como fase mévil se utilizé una mezcla de agua, con 0,1% de 4cido férmico y
0,5% de amoniaco, mds metanol en gradiente de concentraciéon de 0 a 100% de metanol. 10 pl de la muestra
se inyectaron de forma automdtica en una columna C-18 (1,7 micras yScmx2,1 mm) y se corrieron por
5 min a un flujo de 0,4 ml/min.

RESULTADOS

Confrontacién directa de Trichoderma contra M. phaseolina
En los ensayos de confrontacion se observé que las tres cepas de T7ichoderma inhibieron el crecimiento de
ambos aislados de M. phaseolina (Figura 2).
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FIGURA 2
Ensayo de confrontacion directa antagonista-patdgeno de tres especies de Trichoderma
contra M. phaseolina. Imagenes representativas del ensayo de confrontacion directa
alas 96 h de interaccién de 7. arundinaceum (Ta); T. brevicompactum (Tb) y T.
harzianum (Th) con M. phaseolina aislada de soja (FCQG6) y de sésamo (FCQ9).
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Figure 2. Direct confrontation assay antagonist-pathogen of three species of Trichoderma against M.
phaseolina. Representative images of the direct confrontation assay at 96 h of interaction of T arundinaceum
(Ta); T brevicompactum (Tb) and T. harzianum (Th) with M. phaseolina isolated from soy (FCQ6) and
from sesame (FCQ9). Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

En todos los casos, la mayor inhibicién del crecimiento de los hongos se observé a las 96 h. El aislamiento
obtenido a partir de sésamo (FCQ9) mostré mayor sensibilidad que el aislamiento de soja (FCQG6), lo que
se manifesto a las 72 h cuando se los enfrentd a 7. harzianum,y alas 72 h y 96 h cuando se los enfrenté a
T. arundinaceum. En general, los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicio#n de crecimiento (PIC)
presentaron diferencias estadi#sticamente significativas para todos los antagonistas y pato#genos ensayados

(Cuadro 1).

CUADRO 1
Porcentaje de inhibicion del crecimiento de M. phaseolina FCQ6 y FCQ9 en
confrontacién directa con 7. arundinaceum, T. brevicompactum and T. harzianum.
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015

*{PIC %)
T. arundinaceum T. brevicompactum T. harzianum
48 h .?.2.'1 91_5 h 48 h ?2 h Bﬁ h 48 h 72 h 96 h

FCQ6  10+3,0° 12,0+3,4° 35,043,4° B,4:2,6° 31,5436 46,8+3,1° 5,9+2,1* 20,9+4,68" 556:1,6°
FCQ9  9,4456° 26,143,0° 49,541,6° 50£2,00 30,648  47,333,0¢ 7,9£41,8° 31,443,7¢ 52,8412

*PIC: [{C-T) / C] X 100, PIC: porcentaje de inhibicion de crecimiento, C: crecimiento del control, T: crecimiento
en la confrontacion. / *PIC: [(C-T) / C] X 100, PIC: percentage of growth inhibition, C: growth of control, T:
growth in confrontation.

Mota: los resultados son expresados como valores de medias / Note: the results are expressed as mean values.
Letras iguales no muestran diferencias significativas entre si (p=0,05 ANOVA y p=0,05 Tukey) / Equal letters
do not show significant differences between them (p<0.05 ANOVA y p<0.05 Tukey.

El andlisis estadistico fue realizado independientemente para cada especie de Trichoderma [ Statistical analysis
was performed independently for each species of Trichoderma.

Table 1. Percentage of growth inhibition of M. phaseolina FCQ6 and FCQ9 in direct confrontation assay with 7. arundinaceum,
T. brevicompactum and T. harzianum. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay. 2015.

68



ALBERTO ANASTACIO CUBILLA-R{0S, ET AL. ANTIBIOSIS DE PROTEINAS Y METABOLITOS EN ESPECIES DE TRICH...

Inhibicién de crecimiento de M. phaseolina por moléculas de alto y bajo peso molecular secretados por
Trichoderma

Tanto para el experimento con membrana de celofan como con membrana de diélisis, a las 72 h las tres
cepas de T7ichoderma inhibieron por completo el crecimiento de ambos aislados de M. phaseolina FCQ6
y FCQ9 (PIC=100%); tiempo en el cual el control de crecimiento de FCQ6 llend la placa, finalizando el
experimento para este aislamiento. Considerando que, a las 72 h, en la placa control de M. phaseolina FCQ9
aun se disponia de espacio para continuar con su crecimiento, se siguié el ensayo hasta las 120 h, cuando
el hongo control llegd a su méximo crecimiento. En todos los casos hubo inhibicién del crecimiento de M.
phaseolina FCQ9. Tanto T. brevicompactum como T. harzianum, mostraron inhibicion total de crecimiento
en el ensayo sobre celofdn, pero mostraron una inhibicién significativamente mds baja en los experimentos
sobre membrana de dialisis. 7. arundinaceum inhibié el 100% del crecimiento del fitopatdgeno en ambos
experimentos (Cuadro 2).

CUADRO 2
Porcentaje de inhibicién del crecimiento de M. phaseolina FCQ9 por moléculas secretadas de 7.

arundinaceum, T. brevicompactum'y T. harzianum crecidas sobre membranas de celofdn o dialisis
por 120 h. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2016.

Biocontroladores Macrophomina phaseolina FCQ9

Celofan Dialisis

T. arundinaceum 100+0= 100402
T. brevicompactum 10040 78,714
T. harzianum 100+0= 77,8+1,8b

Mota: los resultados son expresados como valores de medias + DE [/ Note: the results
are expressed as mean values + DE.

Para cada fila, los valores seguidos por superindices diferentes son significativamente
diferentes (t-student, p<0,01) / For each row, the values followed by different
superscripts are significantly different (t-student, p<0.01).

Table 2. Percentage of growth inhibition of M. phaseolina FCQ9 by secreted molecules of 7.
arundinaceum, T. brevicompactum and T. harzianum grown on cellophane or dialysis membranes
for 120 h. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2016.

Perfil comparativo de proteinas secretadas por las especies de T7ichoderma

Las proteinas que fueron separadas en el gel de poliacrilamida, arrojaron los perfiles proteicos de las
diferentes especies de T7richoderma (Figura 3). Para T. arundinaceum se detectaron un total de diecisiete
bandas, para T. brevicompactum nuevey para 1. harzianum once. En el carril correspondiente a los controles,
se detectaron seis bandas que corresponden a proteinas propias del medio de cultivo utilizado, cuya relacion
de frente coincide con bandas del perfil proteico de los hongos en estudio. En el patrén de las bandas para
cada especie se detectaron bandas comunes y diferenciales, es decir, bandas presentes en una o dos especies

analizadas (Figura 3).
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FIGURA 3
Perfil electroforético de proteinas secretadas por tres especies de T7ichoderma. C= control,
Ta= T. arundinaceum, Tb= T. brevicompactum y Th= T. harzianum. En el lado derecho
de cada gel se muestra el patrén del perfil proteico para cada especie. Abajo se indica
el nimero de bandas detectadas en cada una de las especies de Trichoderma analizada.
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2016.

Figure 3. Representative electrophoretic protein profile of the different species of Trichoderma. C= control; Ta=
T. arundinaceum Tb= T. brevicompactum and Th= T. harzianum. On the right of each gel the protein profile
pattern for each species analyzed is shown. Below, the number of bands detected in each of the Trichoderma

species analyzed are shown. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2016.

En el perfil de T harzianum se detectaron tres bandas de mayor intensidad (Figura 3 bandas 1-3). Las
bandas 1y 3 fueron detectadas en las tres especies, siendo més intensa en 7. harzianum, mientras que labanda
2 solo se detectd en los perfiles de T arundinaceum y T. harzianum. La banda 3 también fue detectada en
el control.

Andlisis cromatografico de los extractos organicos de T7ichoderma

Al exponer las placas de la CCF aluz ultravioleta (Figuras 4A y 4B), se observaron dos manchas principales
de intensidades variables, con un valor de 0,48 de relacién de frente (Rf) en los carriles correspondientes a 7.
harzianum'y T. brevicompactum, pero ausentes en el carril de 7. arundinaceum; ademas, se observaron dos
manchas en el carril correspondiente a 7. arundinaceum a 256 nm, con Rf 0,25 y 0,35, de las cuales solo la
primera fue visualizada a 366 nm con intensidad muy baja (Figuras 4A y 4B).
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FIGURA 4

Cromatografia en capa delgada de los extractos orgénicos. Se utilizé como fase estacionaria gel
de silice 60 F254 (0,25 pm de grosor) y como fase mévil hexano:acetato de etilo (1:1). Revelador
fisico: UV 256 nm (A) y UV 366 nm (B). Th= T. harzianum, Tb= T. brevicompactum y Ta=T.

arundinaceum. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015
Figure 4. Thin layer chromatography of organic extracts showing the diversity of metabolites secreted into the culture
medium by antagonistic fungi. Stationary phase used was silica gel 60 F254 (0.25 pm thick) and mobile phase was
hexane:ethyl acetate (1:1). Physical developer: UV 256 nm (A) and UV 366 nm (B). Th= T. harzianum, Tb=T.
brevicompactum y Ta= T. arundinaceum. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Los reveladores quimicos mostraron numerosas manchas de diferentes coloraciones (Figura 5), mostrando
7 . . 14 . . .
asi la elevada diversidad de moléculas de bajo peso molecular secretadas al medio de cultivo.
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FIGURA 5
Cromatografia en capa delgada de los extractos orginicos donde se observa la diversidad
de metabolitos secretados al medio de cultivo por las tres especies de T7ichoderma. La fase
estacionaria utilizada fue gel de silice 60 F254 (0,25 pm de grosor) y como fase mévil se
utiliz6 hexano:acetato de etilo (1:1). Los reveladores quimicos utilizados fueron vainillina
(A), anisaldehido (B) y 8leum (C). Th= T. harzianum, Tb= T. brevicompactum y Ta= T.

arundinaceum. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.
Figure 5. Thin layer chromatography of organic extracts showing the diversity of metabolites secreted into the culture
medium by three species of Trichoderma. Stationary phase used was silica gel 60 F254 (0.25 pm thick); and mobile phase was
hexane-ethyl acetate (1:1); Chemical developer: Vanillin (A), Anisaldehyde (B) and Oleum (C). Th= T. harzianum, Tb=T.
brevicompactumy Ta= T. arundinaceum. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Los cromatogramas de los diferentes extractos organicos obtenidos mediante UPLC-MS, mostraron
diferencias notables entre ellos, y se emplearon filtros de seleccién mediante valores de relacion masa:carga
(m/z) de aquellos metabolitos caracteristicos para las especies de T7ichoderma. Derivado del analisis
cromatografico realizado con el extracto organico de 7. harzianum, se detecté la presencia de 2-feniletanol,
con m/z = 123 (M+H"), B-sitosterol cuyo m/z es igual a 415 (M+H™), 6-pentil-2H-piran-2-ona con m/z
167 (M+H") y 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona, de m/z igual 2 255 (M+HT) (Figuras 6y 7).
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FIGURA 6
Cromatograma total de iones y cromatogramas de idn extraido de los extractos orgénicos de 7. harzianum
obtenido por UPLC-MS. En el que se observé la presencia de cuatro metabolitos: 2-feniletanol (1), B-
sitosterol (2), 6-pentil-2H-piran-2-ona (3), 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona (4), fase estacionaria:
columna C18 de 1,7 micras; fase mévil: agua-metanol en gradiente de concentracién de 0 a 100%

de metanol. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.
Figure 6. Total ion current and ion chromatograms from the organic extracts of 7. harzianum obtained by UPLC-MS, in
which the presence of four metabolites was observed: 2-phenylethanol (1), B-sitosterol (2), 6-pentyl-2H-pyran-2-one (3), 1,8-
dihydroxy-3-methylanthraquinone (4), stationary phase: column C18 of 1.7 microns; mobile phase: water-methanol with
gradient increased from 0 to 100% methanol. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.
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FIGURA 7
Estructura quimica de los metabolitos analizados en tres especies de T7ichoderma (T. arundinaceum,
T. brevicompactum'y T. harzianum): 2-feniletanol (1), B-sitosterol (2), 6-pentil-2H-piran-2-
ona (3), 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona (4), tirosol (5), harzianum A (6) y trichodermina
(7). Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.
Figure 7. Chemical structure of metabolites analyzed in three species of Trichoderma (1. arundinaceum, T. brevicompactum and T.

barzianum): 2-phenylethanol (1), B-sitosterol (2), 6-pentyl-2H-pyran-2-one (3), 1,8-dihydroxy-3-methylanthraquinone (4), tyrosol
(5), harzianum A (6) and trichodermin (7). Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Al analizar el extracto organico de T. arundinaceum, se detectd la presencia de 2-feniletanol con m/z igual

a 123 (M+H"), tirosol de m/z igual a 139 (M+H+) y la toxina harzianum A con m/z igual a 401 (M+H
+) (Figuras 7 y 8). Por su parte, el andlisis del extracto orgénico de T. brevicompactum no dio resultados
concluyentes; si bien, tanto por CCF como por UPLC-MS, se observé la produccion de varios metabolitos,
ninguno pudo ser identificado, debido a que no hubieron coincidencias con las masas de los metabolitos
descritos previamente.
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Cromatograma total de iones y cromatogramas de idn extraido de los extractos orgénicos
de T. arundinaceum obtenida por UPLC-MS, en el que se observé la presencia de tres
metabolitos tirosol (5), 2-feniletanol (1), y harzianum A (6). Fase estacionaria: Columna
C18 de 1,7 micras; fase mévil: agua-metanol en gradiente de concentraciéon de 0 a 100% de

metanol. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.
Figure 8. Total ion current (TIC) and ion chromatograms from the organic extracts of 7. arundinaceum obtained
by UPLC-MS, in which the presence of metabolites was observed: tyrosol (5), 2-phenylethanol (1), and harzianum
A (6). Stationary phase: Column C18 of 1.7 microns; mobile phase: water-methanol was gradient increased
from 0 to 100% methanol. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. 2015.

Discusion

En general, las tres especies de T7ichoderma empleadas en este trabajo inhibieron de forma significativa el
crecimiento de los dos aislados de M. phaseolina en los ensayos de confrontacién directa, membrana de
celofin y/o membrana de dialisis.

Mediante el ensayo de confrontacién directa hubo capacidad biocontroladora de las tres cepas de
Trichoderma evaluadas, contra ambos aislados de M. phaseolina. Otras cepas de T. harzianum han
demostrado previamente su eficacia en la inhibicién de M. phaseolina (Khalili et al., 2016), sin embargo,
no se encontraron referencias previas que describan el biocontrol ejercido por T. brevicompactum y T.
arundinaceum contra M. phaseolina.

Con respecto a la especificidad de la interaccidon entre las especies de T7ichoderma probadas y M.
phaseolina, se observé que el aislamiento proveniente de sésamo (FCQ9) fue el mas sensible al enfrentarse a
T. arundinaceums; dicho efecto fue mas evidente a las 96 h. Se ha descrito que la variabilidad genética de M.
phaseolina esta relacionada con el origen geografico y del hospedero, condicién que puede afectar tanto a la
morfologia como alos procesos bioldgicos del fitopatdgeno (Baird et al., 2010; Arias et al., 2011; Mahdizadeh
et al,, 2011; Khan et al., 2017), lo que explica la distinta respuesta observada ante una misma situacion de
estrés, como pudo ser la exposicién a agentes de biocontrol.
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La evaluacién de la naturaleza quimica de las moléculas responsables de la actividad antiftingica, reveld
que las moléculas de alto y bajo peso molecular secretados por las tres especies de T7ichoderma mantuvieron
100% de PIC hasta las 72 h de exposicién para ambos aislados de M. phaseolina; de esta manera, la presencia
de ambos tipos de moléculas secretadas al medio de cultivo se asociaron con mayor antibiosis. A las 120 h
del experimento con membranas, las moléculas de bajo peso molecular secretadas por 7. harzianum y T.
brevicompactum mostraron una menor actividad antifiingica sobre el aislado de sésamo, por lo que, puede
inferirse que las moléculas de alto peso molecular secretadas por Trichoderma al medio fueron un factor
importante en su actividad antifungica.

Hubo diferente complejidad del perfil proteico de las proteinas secretadas por las tres especies de
Trichoderma, y segun los resultados de actividad antifingica obtenidos, las proteinas secretadas por
T. harzianum y T. brevicompactum, tuvieron un rol importante en la inhibicién del crecimiento del
fitopatdgeno M. phaseolina aislado de sésamo, considerando los resultados obtenidos a las 120 h en el
experimento con membranas de celofan y dialisis.

El anilisis por CCF mostré la presencia de varios compuestos en los extractos orgénicos de T7ichoderma,
de los cuales podrian ser responsables de la antibiosis observada con membrana de dialisis. La actividad
antifingica de los metabolitos secretados por 7. harzianum y detectados en el presente trabajo, ha
sido evaluada previamente contra varios fitopatdgenos, entre ellos M. phaseolina, y la 1,8-dihidroxi-3-
metilantraquinona, es la que ha demostrado una mayor capacidad de inhibicién del crecimiento fingico
(Ahluwalia et al., 2015). Las proteinas secretadas por 7. harzianum han sido analizadas en diferentes medios
de cultivo por diferentes autores (Sudrez et al., 2005; Monteiro et al., 2010), y se observa un perfil similar al
que se obtuvo en el presente trabajo. Por otro lado, en trabajos previos se ha confirmado la produccién de
proteinas con actividad hidrolitica como endoglucanas, celulasas y xilanasas (Gémez-Mendoza et al., 2014),
proteasa aspdrtica (Sudrez et al., 2005) y quitinasas (Nagy et al., 2007), enzimas involucradas en la antibiosis
cjercida por Trichoderma spp. (Harman, 2006). También se ha detectado y descrito actividad de proteasas
en medios de cultivos minimos sin estimulos, en los cuales ha crecido 7. harzianum (Ramada et al., 2016).

Respecto al perfil de proteinas secretadas por 7. brevicompactum, se detecté un menor numero de bandas,
proteinas que podrian estar involucradas en la antibiosis. Se ha descrito que proteinas secretadas por 7.
brevicompactum al medio de cultivo poseen actividad $-1,3- y B-1,4- glucanasa, y son capaces de degradar
la pared celular de fitopatdgenos (Ayoubi et al., 2014); en las condiciones experimentales del presente
trabajo, estas proteinas podrian estar presentes y haber sido secretadas al medio. En 7. brevicompactum
es caracteristica la produccién de la micotoxina trichodermina (Nielsen et al., 2005), sin embargo, en las
condiciones de cultivo empleadas en este trabajo no se detecté su presencia.

Trichoderma arundinaceum inhibié en alto porcentaje (100%) el crecimiento (PIC) de M. phaseolina
aislado de sésamo hasta las 96 h, en el ensayo de confrontacién directa y de membranas. Resultados similares
se han obtenido al evaluar el crecimiento de Botrytis cinerea Pers. y Rhizoctonia solani J.G. Kithn por cepas
silvestres y mutantes de 7. arundinaceum, siguiendo el mismo método (Malmierca et al,, 2012). En el
analisis quimico del extracto de 7. arundinaceum, se destacé la presencia del metabolito harzianum A, el
cual ha sido previamente descrito en este hongo (Corley et al., 1994) y del que se conoce que es una potente
micotoxina perteneciente a la familia de los trichotecenos (Lee et al., 2005); ademas, en Trichoderma spp.
se ha descrito la presencia de péptidos con actividad antibidtica, cuyo peso molecular varia entre 500 y los
2200 Da (Degenkolb et al., 2003), mismos que podrian ejercer la antibiosis junto con los metabolitos en el
ensayo de membrana de didlisis.

Para T. arundinaceum, los resultados de crecimiento sobre membrana no permitieron demostrar la
contribucién de las proteinas secretadas y detectadas en el perfil proteico, debido a la elevada actividad
antifingicade las moléculas de bajo peso molecular secretados por el agente de biocontrol, reflejados en el PIC
100% de los experimentos con membrana de celofan y didlisis. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Malmierca et al. (2012) para R. solani, y contrastan con los obtenidos por los mismos autores para B.
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cinerea, en donde el PIC en membrana de celofén fue significativamente mayor que en diélisis, demostrando
la importancia de las proteinas secretadas en la antibiosis contra B. cinerea.

CONCLUSIONES

Las tres especies de T7ichoderma empleadas inhibieron de forma significativa el crecimiento de ambos aislados
de M. phaseolina. Estas especies son capaces de biosintetizar varias moléculas de alto y bajo peso molecular
que estan implicadas en el efecto antagénico y de antibiosis observado contra los dos aislamientos de M.
phaseolina. Este trabajo constituye la primera descripcion de la actividad antifingica de 7. brevicompactum
y T. arundinaceum contra M. phaseolina.
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