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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo valorar las perspectivas de empleo de
Trichoderma ssp. para el manejo de la marchitez del garbanzo provocada por
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. Se resumen los principales aspectos
relacionados con la actividad antagdnica y micoparasitica de Trichoderma spp.,
asi como la maquinaria enzimatica que se despliega en la interaccién
microorganismo-microorganismo. Se propone un modelo que integra las
diferentes etapas de la actividad micoparasitica de Trichoderma ante Fusarium,
a partir de los resultados de la interaccion T. harzianum -Th 4 sobre Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris-1 y la literatura especializada en el tema. Las cepas
autéctonas de Trichoderma presentan actividad micoparasitica ante Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris, lo que sugiere sus potencialidades de uso para el
manejo de la marchitez del garbanzo.

Palabras clave: Actividad antagdnica, micoparasitismo, reconocimiento,
enrollamiento, proteasas

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the perspectives of the use of
Trichoderma spp. for the management of chickpea wilt caused by Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris. The main aspects related to the antagonistic and
mycoparasitic activity of Trichoderma spp. are summarized, as well as the
enzymatic machinery deployed in the microorganism-microorganism
interaction. A model integrating the different stages of the mycoparasitic
activity of Trichoderma against Fusarium is proposed, based on the results of
the T. harzianum -Th 4 interaction on Fusarium oxysporum f. sp. ciceris-1 and
the specialized literature on the subject. Autochthonous Trichoderma strains
show mycoparasitic activity against Fusarium oxysporum f. sp. ciceris,
suggesting their potential use in the management of chickpea wilt.

Keywords: Antagonistic activity, mycoparasitism, recognition, rolling or
contact, proteases .
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INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) se considera una de
las fuentes de alimentacién mas importantes a nivel
mundial, tanto para humanos como animales por su
alto valor nutricional como fuente de magnesio,
hierro, potasio y vitaminas del complejo B.
Anualmente se producen 14,2 millones de toneladas
de garbanzo distribuidas en una superficie de 14,8
millones de hectareas (Bernardi, 2016).

En Cuba es un cultivo relativamente de nueva
introduccién (Martinez-Coca et al., 2018). Su
rendimiento es afectado por factores bidticos y
abidticos que generan estrés a la planta. Los factores
abidticos estdn asociados a las condiciones climaticas
que requiere la planta para su desarrollo y a la
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Entre los
factores bidticos, destaca la acciéon de diferentes
plagas, tales como insectos, caracoles y
microorganismos patdgenos que provocan severos
dafios en las plantaciones (Cardena y Ortiz, 2013; Oliva
-Ortiz et al., 2017). La marchitez provocada por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp ciceris es la
enfermedad de mayor significacién provocando
sintomas de pudricion de la raiz y marchitez vascular.
La etapa fenoldgica del cultivo mds afectada es la de
llenado de las legumbres (Jiménez et al., 2011).

Esta enfermedad produce pérdidas del 10 al 40 % de
la cosecha anual y puede devastar por completo al
cultivo en condiciones favorables para el desarrollo del
patogeno (Guerrero et al., 2015). En su manejo se
incluyen diferentes métodos para el control de la plaga
y para evitar la diseminacién de la enfermedad. Las
mejores medidas de control son preventivas, ya que
no existe un control curativo que sea efectivo y
econdmicamente rentable (Martinez-Coca et al.,
2018). Ademas, la eficacia de los productos quimicos
empleados para el manejo de este patdgeno ha sido
baja, debido a la alta variabilidad genética del
patogeno y a que la aplicacién de compuestos como
los bencimidazoles y triazoles favorecen la resistencia
microbiana (Yossen y Conles, 2014).

Diversos estudios demuestran que hongos
pertenecientes al género Trichoderma (principalmente
Trichoderma harzianum) constituyen una alternativa
prometedora para el control de Fusarium oxysporum
(Acosta et al., 2013; Guédez et al., 2012). Este
antagonista posee numerosas ventajas como agente
de control bioldgico, ya que se encuentra de forma
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natural en la mayoria de los suelos de uso agricola y
despliega diversos mecanismos de accion sobre los
hongos fitopatdgenos, tales como la competencia por
espacio y nutrientes, la antibiosis y el micoparasitismo
(Martinez-Coca et al., 2013; Duarte-Leal et al., 2021).

Este trabajo tiene como objetivo valorar las
perspectivas de empleo de Trichoderma ssp. para el
manejo de la marchitez del garbanzo provocada por
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris.

DESARROLLO

Generalidades del cultivo del garbanzo (Cicer arietinum
L.): la marchitez provocada por Fusarium oxysporum f.
sp. ciceris.

El garbanzo (Ciceris arietinum L.) es una especie de
leguminosa que pertenece a la familia Fabaceae. Es
originario de la region sur del Caucaso y del norte de
Persia, principalmente el territorio que hoy ocupa Irdn
(Van der Maessen, 1972). A nivel mundial se situa en
la lista de leguminosas mas cultivadas, después de la
soya (Glycine max (L.) Merrill), el haba (Vicia faba L.),
los frijoles (Phaseolus vulgaris L.) y los chicharos o
guisantes (Pisum sativum L.). En la actualidad, mas del
90 % de la producciéon mundial se concentra en Asia,
aunque otros productores importantes son Pakistan y
Turquia (Vargas-Blandino y Cardenas, 2021). En Cuba
en los ultimos afios, el cultivo del garbanzo ha
adquirido especial importancia (Cardenas-Travieso et
al., 2021). Su siembra se realiza en el periodo seco de
invierno que transcurre desde el 15 de noviembre
hasta el 30 de diciembre. Aunque para cultivares de
ciclo corto en localidades con bajo régimen fluvial
este periodo puede extenderse hasta el 15 de enero
(Shagarodsky et al., 2005).

Las enfermedades fungicas son las mas frecuentes
en el cultivo del garbanzo, especificamente las
causadas por hongos del suelo (Cardenas et al., 2012).
Entre estos se encuentran: Sclerotium rolfsii
(Sangeeta et al., 2022), Rhizoctonia solani (Mercado y
Berruezo, 2021), Macrophomina  phaseolina
(DellOlmo et al., 2022) y Fusarium spp. (Herrera et al.,
2020). La marchitez del garbanzo, provocada por
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, es la principal
limitacién de la produccién a nivel global (Herrera et
al.,2020). El hongo penetra a través de las raices,
infectando el sistema vascular de las plantas. El
patégeno secreta enzimas que degradan la pared
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celular formandose geles que bloquean su sistema de
transporte. La decoloracidon de los tejidos internos
progresa desde la raiz hasta la parte aérea de la planta
produciendo amarillamiento, marchitez del follaje y
finalmente necrosis. Otros sintomas incluyen peciolos
y raquis caidos, oscurecimiento de los haces vasculares
y finalmente, la muerte de la planta (Sharma et al.,
2019).

Fusarium oxysporum es un hongo del suelo que
produce varios tipos de esporas asexuales, entre las
que se encuentran macroconidios, microconidios y
estructuras de resistencia, las clamidiosporas. Estas
ultimas constituyen una fuente importante de indculo,
ya que pueden permanecer en el suelo durante largos
periodos de tiempo, lo que complejiza el control de la
enfermedad (Torres, 2000).

El manejo actual de la enfermedad se lleva a cabo
principalmente a través del empleo de agrotoxicos,
productos quimicos utilizados para combatir plagas en
la agricultura y que tienen efectos nocivos para la
salud. Entre ellos se encuentran Derosal®, Benomyl,
Vitavax, Privent y Ridomil (Maitlo et al., 2014).

Trichoderma ssp. en el manejo de la marchitez del
garbanzo.

Trichoderma destaca entre los microorganismos
antagonistas del suelo mds empleados como
controladores bioldgicos de diferentes patdgenos
(Castro et al., 2020; Corallo et al., 2021). Este género
tiene una alta presencia en suelos agricolas vy
naturales, la capacidad de colonizar sustratos
rapidamente, desarrollar actividad antagdnica contra
un amplio rango de agentes fitopatégenos, activar
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resistencia sistémica inducida en plantas y promover
el crecimiento vegetal (Martinez et al., 2013).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma
se caracterizan por ser hongos saproéfitos, que
sobreviven en suelos con diferentes cantidades de
materia orgdnica y en determinadas condiciones
pueden ser anaerobios facultativos, lo que les permite
mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Presentan
una alta capacidad enzimdtica para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a
inhibidores microbianos (Infante et al., 2009).

La mayoria de las especies de Trichoderma
presentan clamidosporas, las cuales pueden ser
intercalares y en ocasiones terminales. Las
clamidosporas toleran condiciones ambientales
adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten
que el hongo pueda perdurar a través del tiempo
(Stefanova et al., 1999). Debido a esto se dice, que las
especies de Trichoderma producen tres tipos de
propagulos: hifas, clamidosporas y conidios (Infante
et al., 2009).

Micoparasitismo de Trichoderma spp.

El término "micoparasitismo" define la interaccion
entre un micoparasito (los hongos tienen la capacidad
de parasitar a otros hongos) y un micohospedador
(los hongos actian como huésped para ser
parasitado) (Barnett, 1963; Hawksworth et al., 1995).
En la figura 1 se evidencia la actividad micoparasitica
de la cepa T. harzianum -Th 4 sobre la cepa de
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris-1, gentilmente
donada por la colecciéon de cultivo del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal de Cuba.

10um

Figura 1. Actividad micoparasitica de la cepa T. harzianum -Th 4 ante Fusarium oxysporum f. sp. ciceris-1. A: Ensayo de culti-
vo dual, T. harzianum — Th4 sobrecrecid la colonia de F. oxysporum. B: Microfotografia del cultivo dual donde se observa el
enrollamiento de las hifas de T. harzianum Th4 alrededor de una hifa de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris-1 (400X)
(Fotografias originales de los autores).

Figure 1. Mycoparasitic activity of T. harzianum —Th4 strain against Fusarium oxysporum f. sp ciceris-1. A: Dual culture assay,
T. harzianum-Th4 outgrown F. xysporum colony. B: Microphotograph of dual culture where coiling of the hyphae of T. harzi-
anum Th4 around a hypha of Fusarium oxysporum f. sp ciceris-1 (400X) (Original photographs by authors).

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 10 + N.°2 « JULIO — DICIEMBRE * 2022 *pp. 1 —7.



INTERACCION TRICHODERMA SPP. - FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CICERIS 4

El micoparasitismo incluye una cadena de eventos
sucesivos y complejos. En primer lugar, las cepas de
Trichoderma detectan a los hongos fitopatégenos por
guimiotropismo y crecen en direccion a ellos (Chet et
al., 1981). La deteccion del hospedante se debe, en
parte, a la expresidon secuencial de las enzimas que
degradan la pared celular, en su mayoria quitinasas,
glucanasas y proteasas. La difusion de estas enzimas
cataliza la liberacion de oligdmeros de la pared celular
de los hongos patégenos y esto a su vez induce la
expresion de endoquitinasas, que también pueden
difundir y comenzar el ataque contra el hongo
hospedero antes del contacto (Viterbo et al., 2002).

Trichoderma genera estructuras conocidas como
apresorios para adherirse a su hongo hospedero. En
los sitios donde se fija el apresorio, se originan orificios
por donde se produce la entrada directa de las hifas
hacia el lumen del hongo patégeno. La lectina que se
encuentra en la pared celular, media el enrollamiento
de las hifas del agente de biocontrol sobre las del
patégeno, al mismo tiempo puede disolver sus
paredes y llegar a penetrarlas fisicamente. En este
proceso intervienen al menos 20-30 genes conocidos,
proteinas y otros metabolitos que estan directamente
involucrados en esta interaccién (Singh et al., 2018). La
accion micoparasitaria concluye con la pérdida del
contenido citoplasmatico de la célula hospedante
mostrando sintomas de disgregacién de la hifa (Nico et
al., 2005).

Maquinaria enzimatica que se despliega durante la
accion micoparasitaria de Trichoderma

Proteasas

En la actividad micoparasitica de Trichoderma
intervienen diferentes enzimas. Son numerosas las
evidencias del importante papel que desempefian las
proteasas. Fan et al. (2014) informaron que las
proteasas secretadas por especies de Trichoderma
durante el biocontrol mejoran la resistencia de la
planta ante el estrés bidtico y suprimen el desarrollo
del fitopatogeno por hidrdlisis de las proteinas que
componen su pared celular. Los oligonucleétidos
resultantes de la hidrdlisis pueden desempefiar un
importante papel en el reconocimiento entre las
especies de Trichodermay los hongos fitopatégenos al
desencadenar una cascada de sefializacién y mejorar
la expresion de metabolitos secundarios y enzimas
liticas de la pared celular (Elad y Kapat, 1999; Alfiky y
Weisskopf, 2021).
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T. harzianum produce y secreta al menos tres
proteasas de diferentes masas moleculares; una de 18
KDa y otras dos entre los 16 y 17 KDa. En condiciones
nativas, es capaz de reducir las proteinas de la pared
celular del patégeno, pero no los azticares (De Marco
y Felix, 2002).

En la interaccién T. harzianum-Th4 -F. oxysporum, se
detectd la presencia del gen prbl que codifica para
una proteasa alcalina cuya expresion estd
condicionada por la proximidad de la cepa
antagonista al patdégeno, lo que indica que esta
enzima esta involucrada en la degradacién de las
proteinas de la pared celular de F. oxysporum. Estos
resultados coinciden con lo informado en otros
estudios donde se ha demostrado que la proteasa
alcalina Prbl de 31 KDa de T. harzianum, producto del
gen prbl, incrementa la eficacia de cepas
antagonistas ante R. solani (Kredics et al., 2005).

Otras proteasas involucradas en la actividad
micoparasitica son: proteasa aspartica P6281 de
Trichoderma harzianum CECT 2413 (Sudrez et al.,
2004), proteasa aspartica PapA de Trichoderma
asperellum T-203 (Viterbo et al., 2004), proteasa
aspartica SA76 (Liu y Yang, 2007) y serino proteasa
SL41 (Liu et al., 2009).

Quitinasas y glucanasas

Las quitinasas y glucanasas producidas por
Trichoderma también participan en el mecanismo de
micoparasitismo, lo que estd directamente
relacionado con la composicién quimica de la pared
celular fungica. Sin embargo, en la literatura existen
criterios divergentes en relacién a la importancia de
estas moléculas en el efecto antagonista de
Trichoderma ante patdgenos fungicos. Carsolio et al.,
(1998) concluyeron que estas enzimas forman parte
de una serie de respuestas de Trichoderma frente al
patégeno, pero no son esenciales para un control
efectivo de la enfermedad en la planta.

Otros autores han planteado que las quitinasas de
Trichoderma son mas efectivas para el control de
plagas que las producidas por las plantas (De la Cruz
et al., 1992; Markovich y Kononova, 2002). Esto
podria estar relacionado con la actividad sinérgica o
en sucesion de estos dos grupos de enzimas con otras
moléculas efectoras producidas en las diferentes
etapas del micoparasitismo. Sin embargo, otros
estudios basicos deben ser realizados para corroborar
esta hipotesis.
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Consideraciones finales

Trichoderma spp. tiene un gran potencial de empleo,
se ha comprobado que su uso es eficiente en el
control de diversas plagas que afectan a cultivos de
importancia econdmica como las leguminosas (Singh
et al., 2018). Sin embargo, con relacién a sus
mecanismos de accién, se deben abordar estudios
basicos a nivel bioquimico y molecular que
contribuyan a dilucidar los verdaderos efectos en la
interaccion  microorganismo-microorganismo  con
vistas a mejorar su efectividad como antagonistas
microbianos. En particular, el micoparasitismo es de
especial interés por su efecto en el control bioldgico
de patégenos, debido a que no solo inhibe su
crecimiento, sino que puede eliminar o inactivar las
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que podrian constituir nuevas fuentes de indculo
(Alfiky y Weisskopf, 2021).

En este trabajo se propone un modelo que integra
las diferentes etapas de la actividad micoparasitica de
Trichoderma ante Fusarium, a partir de los resultados
del estudio de la interaccién T. harzianum -Th 4 sobre
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris-1 y lo reportado en
la literatura. La Figura 2 representa de forma grafica
las tres etapas en que se desarrolla este mecanismo.
En la primera etapa se activan genes que favorecen el
reconocimiento microorganismo — microorganismo.
En la segunda etapa Trichoderma se adhiere y enrolla
alrededor de las hifas del patdégeno. Finalmente, en la
tercera etapa, degrada las estructuras celulares del
patdégeno y ocurre la disgregacion de las hifas.

estructuras del patdgeno presentes en el ecosistema

I. Reconocimiento/ Precontacto I1. Enrollamiento/ Contacto I11. Penetracion/Micoparasitismo

Trichoderma
&
o Trichoderma Proteasas &
L T Apresorio de Trichoderma & Glucanasas
R & 6 6
3 ADN —Pared cellular f ()
. ~ - de Fusarium " Celuhsos
VAT
\ Q ?‘ Phytophthora
2 Proteasas ) AR
YRR & / Trichoderma 8 \\JA-AJ
X s & & oo - \ Wchork ; —) o %
5 i 6o @ A/ ) e VXV
Quitinasas e (-'!/ 4 . & 3
Exoquitinasas ' o’ (W Proteasas
e o AU a8 ...
Oligémeros :\.‘ R\ ) &
U A ) \ & S &
% 74 Fusarium

Celulasas

O Nl /f
N ‘ VIV 7
D 4
» A Disrupcion de las hifas
Fusarium ) de Phytophthora

Figura 2. Modelo de la actividad micoparasitica en la interaccidn Trichoderma-Fusarium. (1) Trichoderma reconoce a los pato-
genos mediante la expresion secuencial de enzimas degradadoras de pared celular como quitinasas, glucanasas y proteasas,
dando lugar a la liberacién de oligémeros que inducen la expresidn de los genes implicados en la produccién de exoquitinasas.
(1) Posteriormente, ocurre la etapa de enrollamiento/contacto, donde Trichoderma se adhiere y enrolla alrededor de las hifas
del patégeno formando estructuras tipo apresorio que favorecen la penetracidn a las células del patégeno. (Ill) En la etapa de
micoparasitismo Trichoderma secreta enzimas y antibidticos que inhiben el crecimiento y degradan las estructuras celulares
del patégeno, provocando la disgregacion de las hifas.

Figure 2. Model of mycoparasitic activity in Trichoderma-Fusarium interaction. (I) Trichoderma recognizes pathogens through
the sequential expression of cell wall degrading enzymes such as chitinases, glucanases and proteases, giving rise to the re-
lease of oligomers that induce the expression of genes involved in the production of exochitinases. (Il) Subsequently, the coil-
ing/contact stage occurs, where Thrichoderma adheres and coils around the pathogen’s hyphae, forming appresorium-like
structures that favor the penetration of the pathogen’s cells. (lll) In the stage of mycoparasitism, Trichoderma secretes en-
zymes and antibiotics that inhibit grwoth and degrade the celular structures of the pathogen, causing the disintegration of the
hyphae.
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Dado el potencial benéfico que presenta
Trichoderma, estos antagonistas  microbianos
representan una fuente interesante a explotar en la
elaboracion de biopreparados con efecto en el control
de patogenos, integrandose a los paquetes
tecnoldgicos para el uso de productos autdctonos en
el fortalecimiento del manejo agroecoldgico de los
cultivos, con énfasis en garbanzo.
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