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El potencial de Trichoderma spp. como agente de
control biolégico de fitopatdégenos fue recono-
cido inicialmente en 1930, reportandose en los
anos subsiguientes el control de muchas especies
(Aluko y Hering, 1970; Bliss, 1951; Chet, 1987; Elad
y Kapat, 1999; Harman, 2001; Howell, 1982; Lifs-
hitz et al., 1986; Lumsden et al,, 1992, Sharon et al.,
2001; Wells et al., 1972; Yedidia et al., 1999, 2000;
Zhang et al,, 1996) y culminando en 2004 con 16
productos registrados ante la ‘United States En-
vironmental Protection Agency’ (EPA) junto con
muchos otros registrados en India, Israel, Nueva
Zelanda y Suecia (Howel et al., 2003), recomenda-
dos tanto para el control de patdégenos del suelo
y foliares como para la induccién del crecimiento
vegetal.

A nivel nacional, los desarrollos sobre este mi-
croorganismo han sido lentos; los primeros estu-
dios sobre Trichoderma como agente de control
bioldgico se reportaron en 1980, y ha sido en los
ultimos afnos en que se han registrado ante el ICA
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varios productos a base de este microorganismo,
comercializados para el control de enfermedades
causadas por hongos del suelo (ICA, 2009).

Con todo, y a pesar del potencial de este género
en el control bioldgico, no todas las especies ni to-
das las cepas de una misma especie son eficientes
como agentes de dicho control, razén por la que
se requiere de un trabajo minucioso que permita
evaluar diferentes aislamientos y seleccionar el
que presente mayor actividad biocontroladora y
consistencia en esta actividad. Es asi como al eva-
luar la actividad biocontroladora contra Pythium
splendens en frijol de 12 aislamientos de Tricho-
derma spp. nativos de Colombia (codificados de 1
a 12), en comparacion con un aislamiento de refe-
rencia (codificado como 13) y de uno que consti-
tuye el principio activo de un producto registrado
en el mercado internacional (codificado como
14), se eligié el aislamiento nativo Th003, identi-
ficado como Trichoderma koningiopsis (Figura 1)
(Cotes etal., 1993).
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Figura 1. Efecto de 14 aislamientos de Trichoderma spp. sobre la emergencia de plantulas de frijol en un suelo inoculado con
Pythium splendens. TP (Testigo Patdgeno). Las columnas con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey a P< 0,05.

Una vez seleccionado un agente de control bio-
I6gico eficiente, el estudio de los mecanismos
empleados por esta cepa microbiana es esencial
no solo para ayudar a entender el fenédmeno sino
desde el punto de vista aplicado en la produccion
y formulaciéon del biocontrolador, y en el manejo
de las enfermedades en campo. Las investigacio-
nes realizadas en el pasado han demostrado que
los mecanismos de accién de Trichoderma spp.,
contra diversos patégenos son muchos, variando
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para cada cepa y en cada interaccién hospedero-
patégeno (Howell, 2003); por ello, en la mayoria
de los paises la definicién de este aspecto es fun-
damental para el registro de los productos.

Sin embargo, en Colombia son pocos los estudios
llevados a cabo con microorganismos biocontro-
ladores en general y menos aun los realizados
particularmente con cepas nativas de Trichoder-
ma spp. Es por esto que el conocimiento de los




mecanismos de accion permite hacer mas efec-
tivo el control ejercido por el agente de control
biolégico y entender sus limitaciones. Se pueden
desarrollar sistemas efectivos de produccién ma-
siva, de formulacion, de almacenamiento y de
aplicacion en campo, pero si los mecanismos de
accion del microorganismo no se potencializan
estos desarrollos pueden resultar fallidos en con-
diciones de su aplicacién practica.

En relaciéon con los mecanismos de accién de
Trichoderma spp., muchos autores han atribuido
el fendmeno de control al micoparasitismo y a
la capacidad de este antagonista para producir
toxinas, lo que ha explicado el control ejercido
por diferentes cepas contra Rhizoctonia solani
(Weindling, 1932; Weindling, 1934), Sclerotinia
americana (Weindling, 1934), Phytophthora spp.
(Howell y Stipanovic, 1983) y Pythium ultimum
(Lumsden et al., 1992). Otros autores lo han atri-
buido a la competencia del hongo por espacio y
nutrientes, y particularmente por la habilidad de
algunas cepas para colonizar la rizésfera (Harman,
2001; Howell et al., 2000; Zhang et al., 1996); y mas
recientemente se ha atribuido el fenémeno de
control de diversos patégenos a la produccién de
enzimas liticas de Trichoderma spp. del tipo qui-
tinasas y glucanasas. Estas enzimas han demos-
trado capacidad para romper los polisacaridos
quitina y B- glucanos, que son constituyentes de
la pared de los patégenos y que le confieren la ri-
gidez a su pared celular (Howell, 2003).

La acciéon enzimatica ha sido descrita en la inte-
racciéon cebolla- Sclerotium cepivorum- T. koningii
(Metcalf y Wilson, 2001). Diversos autores han tra-
bajado para esclarecer el rol de las quitinasas en
el mecanismo de accién de Trichoderma spp. Por
ejemplo, Lorito transfirié el gen que codifica para
una endoquitinasa de T. harzianum en tabaco y
papa y obtuvo en estas plantas una resistencia
de amplio espectro contra diferentes patégenos
(Lorito et al., 1998). Cuando plantas de manzano
fueron transformadas con los genes que codifican
para una exo y una endoquitinasa de Trichoderma
atroviride, se obtuvo resistencia a Venturia inequa-
lis.

Otro criterio interesante en relacion con la accion
de la enzimas de Trichoderma spp. es el descrito
por Elad y Kapat (1999) y Elad (2000), quienes de-
mostraron que la proteccién conferida por T. har-
zianum contra Botrytis cinerea en frijol es debida

principalmente a la produccion de proteasas que
inactivan las exo y endopoligalacturonasa pectin-
metilesterasa, pectato liasa poligalacturonasa,
celulasa y cutinasa del patégeno; el principal rol
fue atribuido a una cistein proteasa (Elad y Kapat,
1999). Un mecanismo alterno propuesto para ex-
plicar la actividad biocontroladora de Trichoder-
ma spp. es la induccion de resistencia en la planta
hospedera, concepto que ha sido verificado en
pepino cohombro, donde después de la inocula-
cién con T. harzianum se observé un aumento en
la actividad de la peroxidasa y quitinasa, ademas
de deposicion de calosa (Yedidia et al., 1999). Pos-
teriormente en la misma interaccién se demostré
que la inoculacién con T. harzianum inducia dife-
rentes proteinas relacionadas con la patogénesis,
dentro de las que se destacan hidrolasas (Yedidia
et al., 2000). A su vez, otros dos estudios demos-
traron lo siguiente:

1. Que cuando se inoculaban semillas de algo-
don con Trichoderma virens o con sus filtra-
dos de cultivo, se inducia en las raices de las
plantulas la sintesis de altas concentraciones
de terpenoides altamente inhibitorios de R.
solani (Howell et al., 2000).

2. Que cuando se aplicaba T. harzianum en sitios
espacialmente separados de aquel en el que
se inoculaba B. cinerea, se logré una reduc-
cion de la enfermedad que oscil6 entre 25%
y 100% en tomate, lechuga, pimenton, frijol y
tabaco. El efecto fue atribuido a la induccion
de resistencia sistémica.

Este fendmeno ha sido igualmente demostrado
usando una cepa de Trichoderma hamatum en
rdbanos (Krause et al.,, 2003) y en pepino (Khan
et al., 2004), contando una cepa de T. harzianum
contra Phytophthora capsici en pimiento, en el que
se observé acumulacion de capsidiol (Sid Ahmad,
2000).

Un efecto de Trichoderma que también podria
tener un rol en el control ejercido contra diferen-
tes patégenos es la estimulacién del crecimiento
vegetal. Esta respuesta ha sido descrita por varios
autores en cultivos de pepino, arveja, tomate, ra-
bano, tabaco y tomate. El fendmeno no ha sido
del todo esclarecido, aunque se han sugerido
algunas explicaciones, las cuales mencionan la
inhibicion y alteracion de la microflora normal de
las raices y la produccién de sustancias estimula-
doras del crecimiento (factores de crecimiento y
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fitohormonas); uno de los cuales ya ha sido extrai-
doy caracterizado (Windham et al., 1986).

A proposito, en el Laboratorio de Control Biol6-
gico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria
de CORPOICA se han realizado diferentes inves-
tigaciones que han permitido aislar, seleccionar,
producir, formular y evaluar cepas nativas de mi-
croorganismos altamente eficaces en el control
de fitopatdgenos. Es el caso del hongo nativo Tri-
choderma koningiopsis (cepa Th003), antes identi-
ficado como Trichoderma koningii. Con esta cepa
se ha obtenido entre el 70% y el 100% de control
en los siguientes patosistemas: Pythium splendens
en frijol y pepino (Cotes, 1993); R. solani en fri-
jol (Cotes, 1993); R. solani en papa (Beltran et al.,
2007), R. solani'y Fusarium oxysporum f. sp. lyco-
persici en tomate (Cotes et al., 2001); B. cinerea y
Oidium sp. en tomate (Moreno, 2003); S. sclerotio-
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rum en lechuga y Alternaria dauci en cilantro (Vi-
llamizar et al. 2004). Dichos modelos han involu-
crado actividades a nivel de laboratorio, pruebas
experimentales en invernadero bajo condiciones
controladas y a nivel de cultivos comerciales en
campo abierto e invernadero.

Este fendmeno de proteccién se ha relaciona-
do con varios mecanismos, los cuales se ilustran
a continuacion. Cuando T. koningiopsis (cepa
Th003) fue aplicado en el suelo, se observé una
correlacién positiva entre la actividad de las en-
zimas exo- B-1,3 glucanasa y exoquitinasas pro-
ducidas por este biocontrolador y el control del
fitopatégeno del suelo P. splendens en frijol, sugi-
riendo que las enzimas producidas por T. konin-
giopsis en el suelo juegan un rol importante en
la degradacién de las paredes de los patégenos
(Cotes et al., 1994) (Figura 2).
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Figura 2. Determinacion de la actividad quitinasa (A) y B-1,3 glucanasa (B) en extracto de suelo inoculado con 14 aislamientos de
Trichoderma spp. o con Trichoderma spp.y P. splendens.

De otra parte, en diferentes experimentos se pre-
senté también una correlacion positiva (coefi-
ciente de correlacion 0,7) entre el tiempo de
pregerminacion de las semillas en presencia del
antagonista, la actividad de enzimas de origen ve-
getal de tipo endo-B1,3 glucanansas y endoquiti-
nasas, y la proteccién conferida a las plantas de
frijol, mostrando que T. koningiopsis puede esti-
mular la produccion de estas enzimas en el tejido
vegetal, las cuales también podrian estar relacio-
nadas con la degradacién de la pared celular de
los patégenos (Cotes et al., 1996).
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El efecto de las enzimas liticas de origen vegetal
contra el patégeno fue posteriormente demos-
trado con esta misma cepa de T. koningiopsis en la
interaccion tomate - F. oxysporum (Clavijo y Cotes,
1998), y por otro lado, en investigaciones llevadas
a cabo en las interacciones pepino cohombro - P.
splendens (Jacqmin et al., 1993), frijol - R. solani
(Mezui et al., 1994) y tomate - R. solani, tomate - F.
oxysporum (Cotes et al., 2001). Con esta cepa de
T. koningiopsis, ademas de un control biolégico
efectivo ejercido contra estos patogenos, se pre-
sent6 un fenémeno de induccién de crecimiento
vegetal.




Tabla 1. Relacion entre el tratamiento de semillas de frijol con celulasa, la colonizacion del tegumento por Trichoderma spp. y el
efecto protector contra P. splendens.

Colonizacion (UFC.g")

Proteccion (%)

Tratamiento en semilla

Thoo3 Tho13 Thoo3 Tho13 Testigo relativo
Agua 8x10* 8x10? 100 6.8 3.2
Celulasa 1x5° 7x10* 100 83.2 432

El aislamiento Th003 de T. koningiopsis fue selec-
cionado por su alta actividad biocontroladora
de P. splendens y se contrasto con el aislamiento
ThO13, que presentd una baja actividad biocon-
troladora.

La alta actividad biocontroladora que ha mos-
trado la cepa Th003 de T. koningiopsis frente a
diferentes patogenos en diferentes especies ve-
getales, también ha estimulado el desarrollo de
algunas investigaciones realizadas por miembros
del mismo grupo, tendientes a dilucidar sus me-
canismos de accion.

Es asi como al estudiar la interaccion T. koningiop-
sis - frijol - Psplendens, Cotes et al. (1996) demos-
traron que el control superior al 95% ejercido
contra el fitopatdgeno al fitoinvigorizar semillas

CMCse A
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0 12 24 36 48
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mediante pregerminacion controlada de semillas
en matriz solida durante 24 horas en presencia
del biocontrolador estuvo relacionado con varios
fenémenos, entre ellos la colonizacion de los tegu-
mentos por parte de T. koningiopsis mediada por la
capacidad celulolitica de esta cepa (Tabla 1); el con-
sumo de los exudados de la semilla; la produccion de
enzimas liticas de origen microbiano del tipo celula-
sas, exoquitinasas y exo- 31,3 glucanasas, las cua-
les demostraron su habilidad para degradar la pa-
red celular del patdgeno (Figura 3); y la induccién
en el hospedero de proteinas relacionadas por la
patogénesis del tipo endoquitinasas y endo-3-1,3
glucanasas que también demostraron su habili-
dad para degradar la pared celular del patégeno
(Figura 4), sugiriendo asi un fenémeno de induc-
cién de resistencia.
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Figura 3. Actividad enzimatica (Carboximetilcelulasa CMCse (A), endo- 8-1,3 glucanasa (B) y endoquitinasa (C)) en extractos de
tegumentos de semillas inoculadas con Trichoderma (Th003 y Th013). La actividad enzimética estd indicada como unidades.g-1 de
semilla peletizada. La barra vertical indica el error estandar de la media (n: 9).
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La resistencia inducida es el proceso por el cual las
defensas de la planta son activadas de tal forma
que cuando el patégeno infecta es rapidamente
reconocido por la planta que desarrolla adecua-
das defensas para restringir su desarrollo. La re-

sistencia inducida puede ser localizada (en ésta el
sitio de induccion es la Unica parte de la planta
con elevada resistencia) o puede ser sistémica
(cuando la induccidn en una parte de la planta
lleva a la proteccion de la planta entera).

Inoculacién con Trichoderma koningiopsis

Thoo3
Alta produccion de Celulasas
Alta liberacion de l >> Consumo de exudados por Th003
exudados vegetales » /

%~
> /
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y Endo-quitinasa
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AN
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1 Colonizacién del
[ patégeno -

/
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rutas del acido
jasmoénico y el etileno

Figura 4. Modos de accién de T. koningiopsis Th003 definidos para la interaccion frijol - P. splendens. La expresion génica menciona-
da en el esquema es hipotética para frijol, ya que ésta fue demostrada en la interaccion T. koningiopsis-tomate - F. oxysporum.

La resistencia sistémica se divide en dos: 'resis-
tencia sistémica adquirida’ (SAR) o ‘resistencia
sistémica inducida’ (ISR). La SAR es elicitada por
patdégenos necrétrofos que causan reaccion hi-
persensible o por quimicos tales como el acido
salicilico, el acido indol acético (INA) o el 4cido
amino-butirico (BABA) (Ryu et al., 2003). El tema
de induccion de resistencia ha sido ampliamente
estudiado en relacién con las bacterias asocia-
das a las raices, las cuales han demostrado que
pueden aumentar la resistencia o los niveles de
defensa de las plantas a un amplio espectro de
patégenos (Whipps, 2001). Dichas bacterias viven
en o dentro de las raices de las plantas y se nutren
de los exudados de las raices (Pieterse et al., 2002).
Algunas cepas se conocen con el nombre de ri-
zobacterias promotoras del crecimiento de plan-
tas’ o PGPR (del inglés plant growth-promoting
rhizobacteria) (Wei et al.,1996), las cuales pueden
ser usadas como biofertilizantes (Kennedy et al.,
2004). Estas bacterias producen efectos directos
e indirectos sobre el crecimiento y sobre la re-
sistencia a enfermedades (Kennedy et al., 2004;
Persello-Cartieaux et al., 2003).
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La resistencia inducida por las bacterias es de tipo
indirecto, eficiente contra plagas y enfermedades
e incrementa la resistencia de la planta en los 6r-
ganos aéreos al activar la formacion de barreras
fisicas y quimicas (Ryu et al., 2003), fenémeno que
es conocido como resistencia sistémica inducida’
(Pieterse et al., 2002). Su ruta de sefalizacién es
independiente del acido salicilico, lo cual la hace
diferente de la resistencia sistémica adquirida
(Persello-Cartieaux et al., 2003).

En el caso de las PGPR se ha demostrado que el
control biolégico mediado por ISR es fundamen-
talmente diferente del control biol6égico debido
al antagonismo. En el primero, un amplio rango
de patdégenos puede controlarse, dado que la
proteccién ocurre en partes de la planta no trata-
das o colonizadas por las PGPR; de tal forma que
mientras las PGPR colonizan las raices, una en-
fermedad foliar puede ser controlada por ISR. En
este Ultimo caso, dado que las defensas generales
del hospedero son activadas, una PGPR que elici-
ta ISR puede provocar la supresion de multiples
patégenos -incluyendo hongos, bacterias, virus y
nematodos- e incluso en algunos casos suprimen




insectos. El estudio de la ISR elicitada por PGPR
se ha concentrado en dilucidar las sefales de las
rutas metabélicas de la planta; sin embargo, evi-
dencias preliminares sugieren que diferentes ru-
tas metabdlicas pueden activarse en las plantas,
dependiendo de las cepas PGPR utilizadas y del
patosistema estudiado.

Algunos géneros de hongos tales como Tricho-
derma, Gliocladium, Coniothyrium, Taloromyces y
Ampelomyces también han mostrado su habili-
dad para inducir resistencia sistémica en una gran
variedad de cultivos (De Meyer et al., 1998; Har-
man, 2001; Howell, 2003). Algunos de estos hon-
gos pueden igualmente tener un efecto positivo
sobre el crecimiento y la cosecha al aumentar la
solubilidad y la toma de los nutrientes. La defensa
sistémica adquirida ha sido ampliamente estudia-
da y varios genes han sido identificados (Maleck
et al., 2000; Glazebrook, 2001). La hipotesis que
se ha formulado a partir de estos estudios es que
una compleja red de rutas de sefalizacion inter-
dependientes lleva la informacién sobre la natu-
raleza del agresor al resto de la planta; no obstan-
te, el conocimiento o entendimiento global de la
resistencia de la planta y el control preciso de las
relaciones entre las rutas de respuesta es todavia
escaso. El reciente desarrollo de herramientas
moleculares que permiten el analisis global de la
expresion génica, admite responder las pregun-
tas mas globales y entender de manera integral
fendmenos complejos como la resistencia de la
planta o su defensa a fitopatdgenos. Una de esas

herramientas son los microarreglos, los cuales
permiten monitorear la expresion a nivel genémi-
co (Mysore et al., 2003; Lee et al., 2004; Lopez et
al., 2005).

Con el propdsito de demostrar el fendmeno de in-
duccion de resistencia de T. koningiopsis Th003, se
utilizd el patosistema tomate - F. oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici. Para esto, se utilizaron plantas
de tomate (Solanum lycopersicum) establecidas
en cubos de enraizamiento con el sistema radical
separado en dos porciones. Cuando Th003 se ino-
culé en una porcién de la raiz 96h antes de ino-
cular F. oxysporum en la otra porcion, se presentd
un retraso significativo de la colonizacion del fito-
patégeno en el sistema vascular de la planta, en
comparacion con las plantas inoculadas solamen-
te con el fitopatdgeno. Este resultado demuestra
que T. koningiopsis Th003 estimuld respuestas
sistémicas de defensa en la planta, dado que el
antagonista y el fitopatégeno permanecieron
separados espacialmente. En un ensayo paralelo
también se demostrd la habilidad de T. koningiop-
sis para promover el crecimiento vegetal. Al utili-
zar microarreglos de tomate TOM1, se demostrd
que el tratamiento de las plantas con T. koningiop-
sis afectd los niveles de mRNA de 45 genes: 41 en
raices y 4 en hojas, siendo de particular interés la
induccion de genes involucrados en las rutas del
acido jasmonico y del etileno. La expresion de los
genes seleccionados fue validada utilizando PCR
en tiempo real, demostrando correlacién entre
los dos métodos (Moreno et al., 2009).
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