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Resumen

El hongo antagonista Trichoderma spp, se viene recomendando como alternativa
de manejo agroecoldgico de R. solani en la papa. Con €l objeto de seleccionar
aislados nativos de este hongo se hicieron tres ensayos bajo condiciones in
vitro, utilizando 10 aislados de Trichoderma spp nativos de la region andina de
Venezuela contra uno de R. solani: €l primero consistié de pruebas de contraste
para determinar metabolitos voldatiles, el segundo usando el método del papel
celofan para filtrar los metabolitos no volatiles difusibles en medio de cultivo y
luego poniendo a crecer en éste R. solani y, un tercero obteniendo metabolitos
extracelulares con un medio liquido determinado y prueba de su efecto contra
R. solani. Se encontraron diferencias significativas en cuanto a la inhibicion del
crecimiento de R. solani con los metabolitos volétiles; que estuvo entre 55,56 %
con M-11, M-21y 77,78 % con M-14; con los metabolitos no volatiles estuvo
entre 16,66 y 11,11% para M-11y M-18y, 33,33% con M-4, M-7 y M-21. En
presencia de metabolitos extracelulares secundarios, R. solani no logré consumir
glucosa excepto con M-14 y M-10. Ademés M-11 logro estimular 1a germinacién
y crecimiento de la radicula de semillas de lechuga. Los resultados demuestran
que los aislados de Trichoderma, son capaces de producir metabolitos téxicos y
fungistaticosaR. solani; pudiendo incursionarse en estudios de caracterizacion de
los mismos con miras a escalar en la produccién, para utilizarlos en €l mangjo de
Rhizoctoniasis en la papa.
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Introduccion

La rhizoctoniasis o costra negra de
la papa ocasionada por e hongo
Rhizoctonia solani Kihn en la fase
asexual y Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk en la fase sexual, se ha
venido incrementando en los Ultimos
afos en zonas productoras del estado
Mérida, alcanzando incidencias
desde 5 hasta 60%. Las plantaciones
son severamente afectadas por €
estrangulamiento parcial o total detallos,
costra negra, deformacion de tubérculos
y disminucién en el rendimiento hasta
de un 50%. Como dternativa de
manegjo de esta enfermedad amigable
con el ambiente, se viene recomendado
el hongo bhiocontrolador Trichoderma
(Garciaet al., 2002, 2005).

Son varios los mecanismos de accién
de Trichoderma spp. como agente de
biocotrol: parasita hongos fitopatogenos,
produce  metabolitos  antibidticos
volatiles 0 no, compite por € espacio o
por los nutrientes, persiste especiamente
en larizosfera; promueve el desarrollo
de plantasy raices, aumentala captacion
de absorcion de los nutrientes, eficacia
como fertilizanteenlaplanta, fortalecela
resistencia a estres ambiental y estimula
ladefensa de laplantafrente a patdgenos
(Harman, 2004,2006).

Muchas cepas de Trichoderma liberan
metabolitos secundarios, voléatiles y no
voldtiles (Cardoza et al., 2005; Reino
et al., 2008), que producen inhibicion
de patégenos, ademas de actuar como
moléculas sefidlizadoras en € didogo
con la planta (Vinale et al.; 2006). Los
primeros estudios a nivel mundial sobre
produccion de metabolitos téxicos de
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hongos por Trichoderma, datan de 1.932,
cuando Weindling, al hacer filtrados
de cultivos de T. lignorum, aislo, €
metabolito Gliotoxin muy toxico en atas
diluciones sobre R solani (Weindling,
1934; Weindling y Emerson, 1936),
posteriormente se publicé Viridin por T.
viride el cua es atamente fungistatico
(Brian et al., 1946) y Trichodermin en
T. viridey T. polysporum, no excluyendo
la posibilidad de encontrar también otro
antibidtico péptico en éstos, € cual ha
sido detectado en T. hamatum (Dennisy
Wester, 1971 ay b).

A pesar de todas estas bondades,
la adopcién del  biocontrolador
Trichoderma en la papa, ha resultado
en menor grado ya que su efectividad
es variable debido a que €ello esta en
dependencia de la efectividad de la cepa
y lacalidad del producto.

El presente trabajo tuvo como objetivo
seleccionar  aislados  nativos  de
Trichoderma spp, por su capacidad
antibidtica frente a R. solani, bajo
condicionesin vitro.

Materialesy M étodos

El estudio fue redlizado en tres
laboratorios:Laboratorio de Agrotécnia
de la Universidad Politécnica Territorial
del Estado Mérida “Kleber Ramirez”,
Unidad de Biotecnologia Vegetal del
INIA-CENIAP en Maracay, Laboratorio
de Biotecnologia en Fitopatologia
del Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA). Como material experimental se
usaron 10 aislados de Trichoderma spp,
nativos de la region andina venezolana,
pertenecientes ala coleccion de hongos
benéficos del Laboratorio Referencial
de Biocontrol de Plagas Agricolas
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del INIA-Mérida  provenientes de
suelos. La cepa del hongo fitopatogeno
contrastada con el antagonista fue R.
solani, aisladade un tubércul o de lapapa
(solanum tuberosum) cv. “ Andinita”,
proveniente de Mucuchies, Municipio
Rangel del Estado Mérida. Serealizaron
tres ensayos bajo condiciones in vitro
a 25 °C, bajo disefios Completamente
aleatorizados con tres repeticiones.
Primer Ensayo: Pruebas de contraste de
los 10 aislados frente a R. solani para
determinar metabolitos voldtiles. Se
hicieron siguiendo la metodologia de
Denis y Wester (1991), para lo cual se
realizaron siembras por separado de los
aisamientos de Trichoderma sppy de R.
solani en el medio de cultivo dela Papa
Dextrosa Agar (PDA), tomando un disco
de 5 mm de diametro de cultivos puros
en crecimiento exponencial de 72 horas
de edad. Las placas sembradas con R.
solani se clocaron por encima de las de
Trichoderma; Como testigo se dejaron
los cultivos de Trichoderma y R. solani
solosy por separado, se sellaron bieny
se incubaron bgjo 27 + 2 °C.

Segundo Ensayo: Se uso € método del
papel celofan para filtrar los metabolitos
novolétilesdifusiblesenmediodecultivo
y luego poniendo a crecer R. solani, pa
lo que se sigui6 la metodol ogia de Sivan
et. al. (1984). Las evaluaciones fueron
realizadas cada 24 horas durante cinco
dias tomando datos sobre crecimiento
del hongo en cm, a partir de las cuales
se calculd % Inhibicion de crecimiento
deR. solani.

Tercer  Ensayo:  Obtencién  de
metabolitos extracelulares en un medio
liquido determinando y prueba de
su efecto contra R. solani. Se basd en

determinar indirectamente la produccion
de metabolitos primarios y secundarios
en un cultivo cerrado (Tabla 1). Se
utilizé la técnica enzimética para la
cuantificacion de la glucosay el nitrégeno
no consumidos por los aislados de
Trichoderma. Laabsorbanciaalaméxima
longitud de onda, fue determinada en
un espectofotometro Synergy HT. La
disminucion de la glucosay la urea, fue
observada en graficos de dispersion,
donde el €e de las “X” corresponde
al tiempo medido en horas y el ge de
la “Y” corresponde a la cantidad de
glucosa o nitrégeno expresados en mg/
mL. El factor critico correspondio a
nitrogeno; tomando como metabolitos
secundarios los filtrados desde el tiempo
en donde este fue agotado y donde inicia
la esporulacion del hongo.

Para realizar las pruebas de inhibicion
de R. solani en presencia de metabolitos
de Trichoderma (Tabla 2), fueron usados
100 p de medio determinado 4X, 300 p
de cada uno de los filtrados por separado
y un disco de 2 mm del hongo crecido
en e medio determinado con agar
de Rhizoctonia durante 24 horas. Se
colocaron controles con y sin el hongo
tanto de metabolitos como del medio
de cultivo y en agua y se cuantifico la
cantidad de glucosa consumida por €l
hongo; lo cua esunindicativo indirecto
de la inhibicion sufrida a causa de
la actuacion de los metabolitos. La
cantidad de inhibicion es inversamente
proporciona ala cantidad de glucosa
presente en el medio en relaciéon a los
testigos sin inocular.
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Resultados y Discusion
EnlaFigura 1, sepresentanlos resultados
sobre actuacion de metabolitos voléatiles
de las cepas de Trichoderma que fueron
liberados en € proceso de contrastacion
de estos con R. solani; se puede observar
gue hubo diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la inhibicion
del crecimiento de R solani segin
la prueba de Kruska Walis’Mann
Whitney a p< 0,05; la cual estuvo en
un maximo de 77,78 % con la actuacion
de las cepas M-11 'y M-21 ; 72,22 %
con M-4 y 66,67 % con M-7; que fue
asociado en un mismo grupo estadistico
superior; seguido de M-1, M-15, M-18
y M-23 con 61,11% quienes se ubicaron
estadisticamente en otro grupo inferior;
M-14 con 55,56 %; y, por dltimo se
ubicd M-10 con unainhibicion de 27,78
y €l testigo con 0%.

En la Figura 2, se presenta una vista
panoramica de los resultados del ensayo
in vitro, se muestra la inhibicion del
crecimiento de R. solani en presencia de
laliberacion de los metabolitos volétiles
de Trichoderma en comparaciéon a la
placa donde este hongo creci6 solo.

Lo anterior demuestra que estos
metabolitos son toxicos y fungistéticos
paraR. solani.

En la la Figura 2, se presentan los
resultados del segundo ensayo sobre
actuacion delos metabolitos no-vol &iles
difusibles en medio de cultivo, donde se
encontraron diferencias significativas
entre |los tratamientos, segin la prueba
de Kruska WallisMann Whitney
p< 0,05; se puede ver que hubo una
inhibicién del crecimiento de R. solani
gue estuvo en un maximo de 33,33%
para los tratamientos con base a los
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aislados M-4, M-7 y M-21; seguido
de M-1 cuyos metabolitos produjeron
una inhibicion de 27,78%, luego M-10,
M-14, M-15y M-23 con unareduccion
del 22,22 %; entanto que los metabolitos
de M-11 y M-18 redujeron entre 16,66
y 11,11% respectivamente y a la vez
fueron superiores a testigo.

En la Figura 4, se presenta una vista
panoramica de los resultados del ensayo
in vitro, se muestra la inhibicién del
crecimiento de R. solani en presencia
de la liberacion de los metabolitos no-
volétiles de Trichoderma difusiblesen €
medio PDA en comparacion a la placa
donde este hongo creci6 solo.

La obtencion més acelerada de los
metabolitos extracelualres depende de
la capacidad del aislado de consumir
inicialmente  glucosa  (crecimiento
logaritmico) y de agotar e nitrégeno;
lo cua coincide exactamente con la
esporulacion. Se obtuvieron extractos
desde transparentes producto del
metabolismo primario en los aislados
M-14, M-15, M-18 con olores desde
coco muy leve hasta inoloro; M-23
opaco e inodoro, M-21 amarillo y de
olor extrafio y, los provenientes de M-1;
M-4, M-11 cuyos colores fueron marrén
claro y olor a coco leve; el del M-10
fue verde oscuro inoloro. En cuanto a
los metabolitos secundarios, la mayoria
fueron de color marrén con olor a coco
desde débil afuerte; excepto M-18 cuyo
extracto fue opaco de olor semejante a
acido acético; M-23 con color opaco y
olor a coco y M-21 de color amarillo
intenso y olor extrafio. En la Figura 5,
se muestran los metabolitos primarios
y secundarios obtenidos de los 10
aislados de Trichoderma y que fueron
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usados en las pruebas contra R. solani.
Se pueden aprecian diferentes colores
de acuerdo a metabolito presente en el
filtrado obtenido en diferentes tiempos
de desarrollo de cada una de los aislados
estudiados en la cinética de crecimiento
con el medio determinado.

En laFigura6, se puede ver que en todos
los medios donde se coloco el metabolito
y se sembrd Rhizoctonia, €l contenido
de glucosa fue superior a cuando se hizo
crecer este en ausencia de los mismos;
excepto con M-14 y M-10, los cuales
resultaron ser iguales al control. Estos
resultados demuestran que Trichoderma
es capaza de producir metabolitos
secundarios fungistaticos.

De acuerdo a estos resultados, se
puede ver que hay un fuerte efecto
de los metabolitos voldtiles sobre
el crecimiento de R. solani; cuyas
inhibiciones estuvieron por encima de
cuando se usaron metabolitos difusibles
en el medio PDA donde las reducciones
bajaron amés de la mitad. Por otro lado,
al evaluar los filtrados de los metabolitos
primarios y secundarios de Trichoderma
sobre R. solani y otros microorganismos,
se puede disponer de los metabolitos que
tienen un mayor efecto, en este caso
fueron los del metabolismo secundarios.

La excelente capacidad mostrada en
cuanto a la produccién de metabolitos
volétiles y no volétiles, por parte de
los aislados estudiados, coincide con
reportes hechos por otros autores quienes
han encontrado que muchas cepas de
Trichoderma producen metabolitos
toxicos volétiles y no volédiles que
impiden la colonizacion de otros
microorganismos alaraiz de las plantas;
entre estos metabolitos, la produccion de
&cido arcianico, alamethicina, tricholin,
peptaibols, antibioticos, 6-penthyl-a-
pyrone, massailactone, viridina, gliovirin,
entre otros, son los més conocidos.
En algunos casos, la produccion de
antibidticos esta correlacionada con la
habilidad de biocontrol. En ese sentido,
la combinacion de enzimas hidroliticas
y antibidticos resulta en un alto nivel
de antagonismo comparado con los
obtenidos por cada mecanismo por
separado. En los Ultimos afios, se han
documentado efectos sinérgicos entre
una endoquitinasa de T. harzianum y
gliotoxin, y entre enzimas hodroliticas y
peptaibols en lagerminacidn de conidias
de Botrytis cinerea (Harman et al. 2004,
Howell 2003).

Tabla 1. Medio Deter minado para Cinética de crecimiento de Trichoder ma.

M acr oelementos Microelementos (2%)
C6H1206 6g FeS0O4.7H20 0.1%
Urea 03g CuS04.5H20 0.015%
MgS04.7H20 0.1g ZnS04.7H20 0.016%
KHPO4 0.0002 MnS04.H20 0.01%
MES(Sigma) 50 mM  Na2Mo04.2H20 0.01%
pH 5.8

Fuente: (Fragaet al., 2000)
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Tabla 2. Medio Deter minado. Ensayo de I nhibicién del crecimiento de R. solani

M acr oelementos Microelementos (0,2%)
C6H1206 159 FeS04.7H20 0.1%
Urea 15¢g CuS04.5H20 0.015%
MgS04.7H20 1g ZnS04.7H20 0.016%
KHPO4 0. 002 MnS04.H20 0.01%

Naz2M004.2H20 0.01%

pH 5.8
Fuente: (Tudzynsky, 1999)

Promedio de Inhibicidén del crecimiento de R. solani (%)
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, segun la prueba
de Kruskal allissMann Whitney para p<0,05.

Figural.Inhibicion del crecimientodeR. solani in vitropor accion demetabolitos
volétilesde 10 Aislados de Trichoder ma spp.

Figura 2. Vista general del ensayo sobreInhibicién del crecimiento deR. solani in
vitro por accién de metabolitos volétiles de 10 Aislados de Trichoderma spp en

pruebas de contrastes, bajo temperaturade 27 + 2°C
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Inhibicidn del crecimiento de R. sofani (%)
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Metabolitos no volatiles de Trichoderma

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, segun la prueba de
Kruskal allis’Mann Whitney para p<0,05.

Figura 3. Inhibicién del crecimiento in vitro deR. solani por parte de metabolitos
no-volatiles

Figura 4. Vistageneral del ensayo sobrelnhibicion del crecimiento deR. solani in
vitro por accion de metabolitos no-volatiles de 10 Aislados de Trichoder ma spp
en pruebas de contrastes, bajo temperatura de 27 + 2°C
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Figura 5. Metabolitos Primarios y Secundarios Extraidos de 10 Aislados de
Trichoderma, obtenidos en € medio de cinética de crecimiento de Fraga et al.
(2000).
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Medias con una letra comun nto son significativamente diferentes, segun la prueba de

Kruskal allis’Mann Whitney para p<0,05.

Figura 6. Resultados del ensayo de Inhibicion del crecimiento de R. solani en
presencia de metabolitos primarios y secundarios extraidos de 10 aislados de
Trichoderma spp. A.- Curva de absorbancia de los datos para € calculo del
contenido de glucosa consumido. B. Contenido de Glucosa en el medio donde se

hizo crecer R. solani

Conclusiones

Los 10 aislados de Trichoderma
estudiados, son capaces de producir
metabolitos toxicos y fungistéticos a R.
solani; ello los ubica como potenciales
biocontroladores por antibiosis. Es
necesario incursionar en los estudios de
caracterizacion de estos metabolitos con
miras a escalar en la produccion, para
utilizarlosen el manejo de Rhizoctoniasis

en papa.
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