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RESUMEN

La agricultura constituye una de las principales actividades econdmicas del Paraguay. Sin
embargo, uno de los problemas que afecta la produccién agricola, ocasionando cuantiosas
pérdidas, es la presencia de fitopatdgenos. Los hongos del género Trichoderma spp. son los
mas utilizados como agentes de control bioldgico, representan una estrategia eficaz para el
manejo de enfermedades en plantas causadas por agentes fungicos del suelo y una alternativa
al uso de fungicidas quimicos nocivos para la salud y el ambiente. El objetivo del presente
trabajo fue el aislamiento biodirigido de un metabolito implicado en la antibiosis de 7richoderma
sp. FCQ18 contra hongos fitopatdgenos. Mediante técnicas cromatograficas, se fracciond el
extracto organico de Trichoderma sp. FCQ18 y se evalué su actividad antifingica contra
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum; el aislamiento
biodirigido permitié identificar la fraccion con capacidad inhibitoria del 100% frente a los
fitopatdgenos evaluados. La posterior purificacion de la fraccion con mayor actividad antibidtica
rindi6 un compuesto mayoritario responsable de la antibiosis observada, cuyos datos
espectroscopicos corresponden a la micotoxina trichodermina. El presente trabajo es la primera
comunicacion del aislamiento e identificacion de una molécula obtenida a partir de un aislado

nativo de 7richoderma sp. con una importante actividad antifungica.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas que afecta la produccidn agricola, ocasionando cuantiosas pérdidas, es la
presencia de hongos fitopatdgenos causantes de enfermedades en numerosos cultivos de gran
interés econdmico para el sector agricola (Grabowski, Orrego, & Soilan, 2014), como las
ocasionadas por Rhizoctonia solani, cuyo sintoma mas comun es la caida de las plantas o
“damping off”, que se presenta como un ablandamiento en la base del tallo que va adquiriendo
una coloracion marron oscura ocasionando la caida de la plantula. (Centurién Belotto, Sara

Anahi Aquino Jara, Alicia Susana y Bozzano Saguier, 2013; Mayo, 2017).

También, Macrophomina phaseolina es un hongo necrotréfico ampliamente distribuido a nivel
mundial, transmitido a través del suelo y las semillas con posibilidad de afectar a mas de 500
especies de plantas. (Coser et al., 2017; Gutiérrez, Alvarez, Roberto, Gomez, & Diana, 2002).
Otro fitopatdgeno de naturaleza polifaga bastante comdn en regiones himedas o frescas, es
Sclerotinia sclerotiorum (Rodriguez, 2001), el cual es el agente causante del moho blanco o
podredumbre blanca, patologia considerada de gran importancia econdmica en la mayoria de

los lugares del mundo (Rodriguez, 2004).

La forma mas comun para tratar y hacer frente a las enfermedades en las plantas ha sido el
control quimico, sin embargo, el abuso y la mala aplicacion de agroquimicos han generado
problemas adversos. (Gomez, 2013; Veldzquez Sanabria, 2010). El uso de biocontroladores

como Trichoderma spp. representa una estrategia potencialmente eficaz para el manejo de
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enfermedades en plantas causadas por agentes fungicos del suelo y una alternativa para

reemplazar el uso de fungicidas quimicos nocivos para la salud (Ezziyyani & Sanchez Pérez,
2004; Rai, Kashyap, Kumar, Srivastava, & Ramteke, 2016).

El género Trichoderma spp. comprende un gran nimero de especies flungicas que actian como
agentes de control bioldgico, cuyas propiedades antagodnicas se basan en la activacion de
multiples mecanismos como competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo vy la
antibiosis con la produccion de enzimas y de metabolitos antibiodticos (Benitez, Rincdn, Limén, &
Cododn, 2004; Infante, Martinez, Gonzalez, & Reyes, 2009).

El mecanismo de antibiosis ejercido por 7richoderma spp. se produce por la accion directa de
antibidticos o metabolitos secundarios producidos por el mismo frente a otros microorganismos
sensibles a éstos (Infante et al., 2009). Elucidar la naturaleza de los agentes responsables de la
antibiosis de T7richoderma, es fundamental para la comprension de la actividad bioldgica

observada y para garantizar la seguridad en su uso.
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OBJETIVOS

Objetivo General

% Realizar el aislamiento biodirigido de un metabolito implicado en la antibiosis de un aislado
de Trichoderma spp. contra hongos fitopatdgenos.

Objetivos Especificos

% Determinar las fracciones del extracto organico de 7richoderma spp. FCQ18 con actividad

antifungica contra Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solaniy Sclerotinia sclerotiorum.

« Identificar el metabolito bioactivo.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Como biocontrolador se utilizd Trichoderma spp. FCQ18 aislado de suelo asociado a cultivo de
tomate. Ademas, se emplearon cuatro aislados nativos de hongos fitopatdgenos; Macrophomina
phaseolina FCQ26, aislado de cultivos de sésamo (Sesamun indicum L.), M. phaseolina FCQ39
aislado de cultivos de soja (Glycine max) y R. solani FCQ35, aislado de suelo rizosférico y S.
sclerotiorum FCQA40, aislado de material vegetal, los dos Ultimos de pimiento (Insaurralde,
Sanabria, Verdina, Sotelo, & Barua, 2017)

Los aislados de T7richoderma spp. FCQ18 y los hongos fitopatdgenos fueron mantenidos en
placas de Petri estériles, conteniendo medio de cultivo PDA (Agar-Papa-Dextrosa, Liofilchem®).
Las placas se mantuvieron en estufa microbioldgica a 30°C y en ausencia de luz hasta que el

micelio cubra totalmente la placa.

Obtencion del extracto organico

Tres discos del micelio de 5 mm de didametro de la cepa Trichoderma sp. obtenidos del medio
de cultivo PDA, fueron inoculados en botellas de Roux conteniendo 200 mL de medio de cultivo
liquido PDB, (Papa-Dextrosa-Caldo), y se dejaron crecer durante 7 dias, a 30°C, en oscuridad y

en estatico.

El micelio fue separado del medio de cultivo liquido mediante filtracién con gasa y la extraccién
del filtrado se llevd a cabo mediante una extraccion con acetato de etilo (AcOEt) hasta
agotamiento. Las fracciones organicas fueron secadas con Na,SOs4 anhidro, filtradas vy
evaporadas para eliminar el solvente organico mediante un evaporador rotatorio. Se registrd el

peso del extracto organico.

Fraccionamiento del extracto organico crudo y analisis de los extractos obtenidos

El fraccionamiento del extracto crudo obtenido se realizé por Cromatografia en Columna (CC),

utilizando gel de silice 60 (0,063-0,200 mm de grosor, Merck®) como fase estacionaria y como
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fase mdvil una mezcla de Hexano:AcOEt de polaridad creciente (10% AcOEt, 40% AcOEt, 60%
AcOEt y 100% AcOEt); mediante el cual se obtuvieron las fracciones C1, C2, C3 y C4.

Cada fraccién fue examinada mediante cromatografia en capa delgada (CCD) utilizando
cromatofolios de gel de silice 60 Fis4 (Merck®) como fase estacionaria y una mezcla de
hexano:AcOEt (1:1) como fase mdvil. Las placas fueron visualizadas con luz ultravioleta y
reveladas con vainillina. Se realizé una purificacién por CC de la fraccidon mas activa, utilizando
como fase estacionaria gel de silice de la marca Sigma Aldrich (malla 70-290, diametro de poro

60 R) y como fase mévil una mezcla de Hexano:AcOEt al 10 y al 20%.
Caracterizacion quimica de los metabolitos aislados
e Cromatografia Liquida de Ultra Eficacia

El extracto crudo de Trichoderma sp. FCQ18 y el compuesto purificado fueron disueltos en
acetonitrilo (ACN) preparados a concentraciones de 5 mg/mL y 1 mg/mL respectivamente y
filtradas con filtros PTFE de 0,2 ym. Se analizaron mediante un Cromatdgrafo Liquido de Ultra
Eficacia (UPLC), marca Waters, modelo Acquity acoplado a detector de espectrometria de
masas en tandem (MS/MS), con una columna C18 de la marca Acquity, modelo BEH (1,7 micras
X 3 cm x 2,1 mm). Las condiciones cromatograficas fueron: inyeccién automatica de las
muestras utilizandose como fase mévil una mezcla de agua (con 0,1% de acido formico y 0,5%
de amoniaco) y metanol en gradiente de concentracion de 0 a 100% de metanol, con un
tiempo de corrida de 10 min y flujo de 0,4 mL/min. El software utilizado para el analisis

cromatografico fue MassLynx para Windows.
o Espectroscopia por Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros se registraron en equipos Varian-Inova 500 Mhz a temperatura ambiente (25°C).
Las muestras se disuelven en cloroformo deuterado, cuyas sefiales de referencia para RMN-1H

son: &y 7.25 ppm (s).

Los espectros de RMN fueron obtenidos en los Servicios Centrales de Ciencia y Tecnologia de la

Universidad de Cadiz, Espaia, a través de una colaboracién interinstitucional.
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Evaluacion de la actividad antifiingica

Para la evaluacidon de la actividad antifungica se siguid la metodologia utilizada por Vinale
(Vinale et al., 2006), con modificaciones. Como control positivo se utilizd Tebuconazole disuelto
en solucion acuosa de DMSO al 5%, agregandose 200 ug del antifungico por placa. Como
control negativo se utilizé 10 pL de solucidn acuosa de DMSO al 5%. Las placas se incubaron a
30°C durante 48 horas o hasta que el control negativo cubri6 la totalidad de la placa. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
Calculo del Porcentaje de Inhibicion del crecimiento

Para el cdlculo del porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC), se utilizd la siguiente férmula:

_ (-7

PIC =—= x 100
Cc

Donde, Ces la medida del diametro del crecimiento del fitopatdgeno en la placa control, 7es la

medida del diametro de crecimiento del fitopatdgeno en la placa de ensayo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de la actividad antifiingica de Trichoderma spp. FCQ 18

El rendimiento del extracto organico obtenido expresado en miligramos por litro de medio de
cultivo PDB fue de 234,55 mg/L. La evaluacion de la actividad antiflingica del extracto crudo de
FCQ18 frente a los fitopatdgenos se realizd evaluando el crecimiento de cada uno en presencia
del extracto organico de Trichoderma sp. FCQ18 cada 12 horas. Los resultados demostraron
que el aislado nativo FCQ18 presento efecto inhibitorio del 100% sobre todos los fitopatégenos

durante las 48 horas, tiempo que duré el ensayo.

Fraccionamiento del extracto organico crudo de FCQ18

Para determinar las fracciones responsables de la actividad antifingica, se procedié al
fraccionamiento del extracto organico mediante CC, obteniendo las siguientes fracciones: 10%
AcOEt (C1; 9,3 mq), 40% AcOEt (C2; 87,6 mg), 60% AcOEt (C3; 20,2 mg) y 100% AcOEt

(C4; 25,4 mg); las cantidades obtenidas se expresan entre paréntesis.

Las fracciones se analizaron por CCD lo que indicd la presencia de una banda de mayor

intensidad con una relacién de frente (rf) igual a 0,8 en la fraccion C2 (Fig 4.1).
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Figura 4.1. Cromatografia en Capa Delgada de las fracciones organicas del
extracto crudo de Trichoderma sp. FCQ18. Fase estacionaria: gel de silice 60 Fis4;
fase movil (Hex: AcOEt) 1:1. El revelador utilizado fue vainillina. (C) extracto crudo
FCQ 18. (C1, C2, C3 y C4) son las fracciones organicas obtenidas por CC 10%, 40%,
60% y 100%, respectivamente. Los circulos de color rojo indican el/los compuesto/s
con relacién de frente igual a 0,8.

Evaluacion de la actividad antiflingica de las fracciones C1-C4

Se evalud la actividad antifungica de las fracciones organicas C1, C2, C3 y C4 sobre los
fitopatdgenos FCQ26, FCQ35, FCQ39 y FCQ40.
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Figura 4.2. Imagenes representativas del ensayo de actividad antifingica.
Crecimiento del fitopatdgeno R. solani FCQ35 frente a la fraccién C1. A: 12 horas; B: 24
horas; C: 36 horas; D: 48horas. Abajo: controles negativos.

Todas las fracciones del extracto crudo de FCQ18 fueron ensayadas contra M. phaseolina
FCQ26 y FCQ39. Los resultados de las interacciones /n vitro de las moléculas secretadas con el
fitopatdgeno demostraron una baja inhibicidon de crecimiento por parte de las fracciones C1, C3
y C4 (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Ensayo Antifingico frente a Macrophomina phaseolina FCQ26 y
FCQ39.

PIC* FCQ26
12 hs 24 hs 36 hs 48 hs
C1 30,6+3,9 13,7+3,4 9+00 6,8+5,9
C2 100+00 100+00 100+00 100+00
C3 100+00 66,7+6,8 38,8+8,3 30,40+9,1
C4 14,8+3,2 0 18,5+10,3 8,7+5,2
PIC* FCQ39
C1i 18,6+18,2 14,77+19,28 1,18+17,87 4,9+3,12
C2 100+00 100+00 100+00 100+00
C3 100+00 61,65 +£9,84 16,57+2,51 14,71+4,16
C4 100+00 56,14+5,48 47,62+8,05 33,33+5,02

*PIC: [(C-T) / C] X 100, PIC: Porcentaje de inhibicion de crecimiento, C: crecimiento del
control, T: crecimiento en la confrontacion; los resultados se expresan como promedios +

desviacion estandar

La fracciéon €2 presentd una inhibicién del 100% del crecimiento de ambos aislados de M.

phaseolina.
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De igual manera, cada una de las fracciones fueron evaluadas frente a R. solani FCQ 35y S.
sclerotiorum FCQ40. Los resultados se recogen en la Tabla 4.2. La fraccion 10% (C1) se
obtuvo en muy pequeia cantidad, por lo que no pudo ser empleada para la evaluacion de la
actividad antifungica del fitopatdgeno FCQA4O0.

Tabla 4.2. Ensayo Antifingico frente a Rhizoctonia solani (FCQ 35) y Sclerotinia
sclerotiorum (FCQ40)

PIC* FCQ35
12 hs 24 hs 36 hs 48 hs
C1 0 4+2,3 9+00 7,2+6,1
C2 100+00 100+00 100+00 100+00
C3 100+00 100+0,0 68,75 27,1+11,6
C4 100+00 53+6,8 37,2+£10,5 28,5+13,1
PIC* FCQ40
C2 100+00 100+00 100+00 100+00
C3 100+00 100+00 61,20+3,20 52,60+2,5
C4 100+00 58,7+2,7 49,5+7,90 44,9+4,8

*PIC: [(C-T) / C] X 100, PIC: Porcentaje de inhibicion de crecimiento, C: crecimiento del
control, T: crecimiento en la confrontacion; los resultados se expresan como promedios +
desviacion estandar

La fraccion C2 se destaca por presentar inhibiciones del 100% sobre el crecimiento de los
fitopatdgenos FCQ35 y FCQ40 durante todo el ensayo. Considerando la CCD de esta fraccion
(Fig 4.1), donde se evidencio la presencia de un compuesto mayoritario en dicha fraccién, se
sospecha que este metabolito podria ser el responsable de la elevada actividad antifingica

observada.

Purificacion del compuesto mayoritario de C2 por Cromatografia en Columna

Debido a que la fraccién €2 presenté un metabolito mayoritario segun lo observado por CCD y
manifestd la mayor actividad antiflingica contra todos los patdgenos ensayados, se fracciond

adicionalmente por CC, tal como se observa en la Fig. 4.3.
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C2 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Figura 4.3. Cromatografia en Capa Fina. Fase estacionaria: gel de silice 60 F,s4; fase
movil Hex: AcOEt al 30%. Revelador quimico: vainillina. Fraccion C2 y subfracciones 2-
36.

La Fig 4.4 ilustra una CCD en donde el carril C corresponde al extracto crudo de FCQ18 vy el
carril T al compuesto purificado. Se demostrd asi la presencia del metabolito purificado en el
extracto crudo de FCQ18.

Figura 4.4. Placa Cromatografica del extracto crudo de FCQ18 y el metabolito
purificado. Fase estacionaria: gel de silice 60 Fis4; Fase movil (hexano: acetato de
etilo) al 30%. Revelador quimico vainillina. Extracto crudo FCQ 18 (C), compuesto puro
(T). Circulos de color rojo indican el compuesto con relacién de frente igual a 0,6.
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Evaluacion quimica del compuesto purificado por técnicas de alta eficacia y métodos

espectroscopicos

La caracterizacién del metabolito aislado se realizd mediante Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) 'H, mediante una colaboracion con Universidad de Cadiz, a través de un proyecto

interinstitucional.

Se aisld un aceite incoloro que mediante comparacion con datos espectrales de RMN-H fue
identificado como 4-acetoxi-12,13-epoxi-9-trichoteceno conocido como trichodermina, pues sus
senales corresponden con las descritas previamente en la literatura (Godtfredsen & Vangedal,
1965). El compuesto fue realizado mediante UPLC-ESI*-MS, donde se detectan nitidamente las
sefales correspondientes a iones estables con m/z 293 (Ci7H2504") y my/z 315 (Ci7H2404Nat)
cuyas masas son coherentes, respectivamente, con los iones [M+H]* y [M+Na]* de la

micotoxina trichodermina (Nielsen, Grafenhan, Zafari, & Thrane, 2005).
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Figura 4.5. Espectro de RMN 'H de trichodermina. Se muestran algunas senales
caracteristicas de la molécula. Los desplazamientos quimicos expresados en ppm.
Datos espectroscopicos, RMN 'H (CDCIls;, 400 MHz): § 5.506 (dd, 1H, J = 6.4,
3.2 Hz, H-4), 5.337-5.350 (m, 1H, H-10), 3.757 (d, J = 4.0 Hz, 1 H, H-2), 3.546 (d,
1H, J = 4.4 Hz, H-11), 3.059 (d, 1 H, J = 3.2 Hz, H-13), 2.768 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-
13), 2.473 (dd, J = 12.4, 6.4 Hz, 1H, H-3), 2.021 (s, 3H, H-18), 1.951~1.865 (m, 4
H, H-8, H-8', H-7, H-3"), 1.653 (s, 3H, H-16), 1.354 (m, 1H, H-7"), 0.875 (s, 3H, H-
15), 0.658 (s, 3H, H-14)(Shentu, Zhan, Ma, Yu, & Zhang, 2014).
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Actividad antifangica de la trichodermina frente a los fitopatégenos

Finalmente se estudid la actividad inhibitoria del compuesto aislado, identificado como

Trichodermina contra el crecimiento micelial de los fitopatdgenos empleados.

Figura 4.6: Imagenes representativas del ensayo de actividad antifingica de
trichodermina frente a fitopatégenos. A. S. sclerotiorum FCQ40, B. M. phaseolina
FCQ39, C. M. phaseolina FCQ26. Abajo: controles negativos.

La trichodermina inhibid totalmente el crecimiento de los cuatro fitopatdgenos hasta el final del
experimento (Fig. 4.6). Los resultados demuestran que trichodermina posee una potente
actividad antiflngica, la cual a la vez es inespecifica, y es el metabolito bioactivo presente en el
extracto crudo de T7richoderma sp. FCQ18, que hace a este hongo un agente biocontrolador

promisorio para su uso en agricultura.

Trichodermina es un trichoteceno, fue aislada por primera vez en 1964 de una cepa de T.
viride, y descrita por Godtfredsen y Vangedal (Godtfredsen & Vangedal, 1965); posee probada
actividad citotoxica contra células eucariotas. Las propiedades toxicas de dicha molécula se
deben a su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas con potente actividad inhibitoria sobre
una peptidil transferasa al unirse en el mismo sitio del ribosoma. (Reino, Guerrero, Hernandez-
Galan, & Collado, 2008; Rocha, Ansari, & Doohan, 2005; Tijerino, 2010; Tijerino et al., 2011)
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CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antifungica del extracto organico crudo de T7richoderma sp. FCQ18,
contra cuatro fitopatdgenos M. phaseolina FCQ26 y FCQ39, R. solani FCQ35 y S. sclerotiorum
FCQA40. Se encontrd que el extracto crudo organico de T7richoderma sp. FCQ18 posee 100% de

actividad inhibitoria del crecimiento de todos los fitopatdgenos evaluados.

Se obtuvieron fracciones del extracto organico de T7richoderma sp. FCQ18, de las cuales la
fraccion C2 correspondiente al 40% AcOEt demostrd la mayor actividad antifiingica contra los
fitopatdgenos. Los resultados confirmaron que el compuesto purificado desde la fraccion C2,
identificado como trichodermina, es el responsable del mecanismo de antibiosis del aislado

nativo Trichoderma sp. FCQ18.
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