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Introducción

Paraguay es conocido por su gran capacidad 
de producción agrícola, sin embargo, el sector 

los cuales poseen una gran capacidad destructiva, 

(Mihail et al. 1995). La creciente preocupación 
por el uso indiscriminado de sustancias químicas 

la búsqueda de nuevas estrategias que permitan 
reemplazar o minimizar el uso de sustancias 
químicas que pudieran ser nocivas. 

El control biológico constituye una alternativa 
que consiste en utilizar organismos vivos con 
el objetivo de controlar las poblaciones de otro 
organismo. Los hongos del genero Trichoderma 
poseen la capacidad de controlar el crecimiento 

cuando entran en contacto con algunas plantas 
y también de promover en ellas una respuesta 

2012). La acción biocontroladora de este género 
puede deberse a un mecanismo de antibiosis 
en el cual participan moléculas con actividad 

moléculas pueden ser proteínas de alto peso 
molecular y/o péptidos o metabolitos de bajo 
peso molecular. 

En el presente trabajo se evaluó la contribución 
de moléculas, separadas por peso molecular, 

secretadas por especies del género Trichoderma 
para el control del crecimiento de dos aislados 
de Macrophomina phaseolina de Paraguay. 

secretadas al medio de cultivo.

Metodología

Trichoderma harzianum T34 (CECT2413), 
Trichoderma brevicompactum (IBT40841) y 
Trichoderma arundinaceum (IBT40837); dos 
cepas nativas Macrophomina phaseolina FCQ6 
aislado de soja y Macrophomina phaseolina 
FCQ9 aislado de sésamo, todos mantenidos 
en PDA (Papa-Dextrosa-Agar). Todos los 
microorganismos son mantenidos en el cepario 
micológico de la Facultad de Ciencias Químicas, 
Universidad Nacional de Asunción.

Para el ensayo de antibiosis de moléculas de 
alto y bajo peso molecular se utilizó el método 
de Malmierca et al. (2012), empleando placas 
de Petri estériles con PDA, sobre los cuales 

(Sigma®), previamente cortadas y sobre ellas 
un disco de micelio del género Trichoderma, se 
incubó a 30°C durante 48 horas (h). Luego de 
transcurrido el tiempo de incubación, se retiró la 
membrana con el micelio de Trichoderma spp., y 
sobre el mismo punto en el que estuvo el disco de 
micelio de Trichoderma spp., se colocó un disco 

todas las placas a 30°C y se registraron cada 24 
h la evolución en crecimiento diametral de cada 
colonia. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado. Para el control se emplearon placas 
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con membranas sin discos de Trichoderma spp., 
con lo que se calculó el porcentaje de inhibición 
del crecimiento radial. Los promedios de los 
porcentajes de inhibición radial obtenidos en 
cada ensayo se compararon con la prueba de 
t de Student; para ello, se utilizó el paquete 
estadístico Graph Pad Prism (Motulsky 1999). 

proteínas secretadas por Trichoderma spp. se 
cultivó el hongo en medio líquido PDB (Papa-
Dextrosa-Caldo) en condiciones estáticas, de 
oscuridad y a 30°C. Los cultivos de cada cepa 
de Trichoderma spp. se realizaron por triplicado. 
Después de 120 h de crecimiento, el cultivo se 

(urea-tiourea-tritón X100) para su posterior 

cada una de las cepas de Trichoderma

proteínas secretadas por Trichoderma spp. se 

poliacrilamida, la cual se realizó siguiendo el 
método descrito por Laemmli (1970). Para ello 
se utilizó el sistema de Mini Protean (Bio-Rad, 

Azul de Coomassie para la visualización de las 

cepas de Trichoderma
mediante análisis de imagen con el programa 
Image Lab (Bio-Rad). 

Resultados y discusión

Inhibición de crecimiento de M. phaseolina 
por moléculas de alto y bajo peso molecular 
secretados por Trichoderma spp.:

Para el aislado FCQ6, se observó la inhibición 

esta inhibición se observó tanto en las placas 

de diálisis para las tres especies de Trichoderma 
spp. utilizadas en este trabajo. Por lo tanto, las 
moléculas de alto y bajo peso molecular secretados 
por hongos del género Trichoderma resultaron 
en un 100% de inhibición de crecimiento de M. 
phaseolina aislada de la planta de soja. Para el 

cada 24 h y se extendieron hasta llegar a las 144 
h. En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de 

M. phaseolina FCQ9.

Se observó que a las 120 h de exposición, 
moléculas de alto y bajo peso molecular 
secretadas por las tres especies de Trichoderma 
inhibieron 100% el crecimiento de M. phaseolina 

alcanzado por la exposición a moléculas de bajo 
peso molecular secretadas por T. arundinaceum 
evaluadas en el mismo período de tiempo.

Sin embargo, a las 144 h de incubación sólo 
las moléculas de alto y bajo peso molecular 
juntas secretadas por T. harzianum mantuvieron 
el 100% de inhibición del crecimiento de 
M. phaseolina. Para las demás especies de 
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Trichoderma las moléculas de alto y bajo peso 
molecular disminuyeron su capacidad inhibitoria 
del crecimiento a las 144 h, esta misma tendencia 
se observó con la actividad de las moléculas de 

Para T. brevicompactum y T. harzianum si bien 
las moléculas de bajo peso molecular ejercieron 

requirió la presencia de las moléculas de alto peso 
molecular para lograr un 100% de inhibición. 
Esto demuestra que las moléculas de alto peso 
molecular, de alguna manera, contribuyen en 
el proceso de antibiosis de estas dos especies 
de Trichoderma M. phaseolina. Este 
resultado es esperado, en el caso de T. harzianum, 
debido a que esta especie está ampliamente 
estudiada y ha sido descrita su capacidad de 
secretar moléculas de alto peso molecular con 
actividad enzimática como celulasas, xilanasas, 
quitinasas (Suárez et al. 2005).

En el caso de T. arundinaceum

moléculas de alto y bajo peso molecular con las 

porcentajes de inhibición a las 120 h y 144 h 
tuvieron la misma tendencia.

Estos resultados podrían indicar que las moléculas 
de alto peso molecular no juegan un papel crítico 
en el proceso de inhibición del crecimiento del 

T. arundinaceum no secreta 
moléculas de alto peso molecular que participen 
en la antibiosis en las condiciones estudiadas. 
Además se podría atribuir que los resultados 
obtenidos son a consecuencia de moléculas 
de bajo peso molecular bioactivas, como el 

2015).

de alto peso molecular secretadas por las especies 
de Trichoderma en medio de cultivo PDB:

Trichoderma se muestran 
en la Figura 1. Los controles corresponden a 
medio de cultivo líquido PDB. Para cada una de 
las especies se realizaron tres réplicas biológicas 

cada carril.



1069

IV CONGRESO NACIONAL 
DE CIENCIAS AGRARIAS

número de bandas como en la intensidad de 
las mismas en los carriles que contenían las 

de Trichoderma en cada conjunto de carriles 
(2(T.b), 3(T.b) y 4(T.b); 2(T.h), 3(T.h) y 4(T.h); 
2(T.a), 3(T.a) y 4(T.a)). Entre los tres grupos, T. 
harzianum 
diversidad de proteínas al medio de cultivo 
(7 bandas). Con el ensayo de inhibición del 
crecimiento de M. phaseolina sobre membrana 
por T. harzianum
secretadas podrían tener un papel en la antibiosis, 

de alta diversidad, las cuales podrían estar 
implicadas en la antibiosis contra M. phaseolina 
FCQ9. En el caso de T. brevicompactum, la 

menos cuatro) a las secretadas por T. harzianum, 
sin embargo el papel de las proteínas en el ensayo 
de antibiosis quedó demostrado a las 120 h de 
exposición con membrana de diálisis. 

Este resultado podría deberse a la diversidad 
proteica que es menor T. brevicompactum cuenta 
con las proteínas implicadas en la antibiosis que 

antibiosis, llevada a cabo por los moléculas de 
T. arundinaceum
inhibición del crecimiento cuando se separaron 
las moléculas de alto peso molecular mediante la 
membrana de diálisis, esta observación coincidió 

donde se observó una cantidad menor de bandas 
T. harzianum. 

Macrophomina, podría deberse a que las diversas 
cepas de Macrophomina phaseolina, presentan 
una amplia diversidad genotípica, dependiendo 
del habitad del que son aislados (Almeida et al. 
2003). 

Conclusiones

Las tres especies de Trichoderma spp. inhibieron 
completamente el crecimiento de FCQ6. Tanto 
las moléculas de alto y bajo peso molecular de 
T. brevicompactum y T. harzianum participan de 

la antibiosis contra FCQ9. Metabolitos de bajo 
peso molecular producidos por T. arundinaceum 
inhiben completamente a FCQ9. Se determinó 

Trichoderma
las tres especies evaluadas.
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