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Resumen  Se estudié in vitro el efecto inhibidor del desarrollo de Alternaria citri, Bipolaris
cynodontis, Bipolaris sorokiniana, Curvularia brachyspora, Curvularia lunata,
Curvularia oryzae-sativae, Drechslera tritici-repentis, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia minory Sclerotium rolfsii, causado por los componentes volatiles que
produce Trichoderma hamatum. Los organismos se cultivaron en un aparato for-
mado por dos matraces conectados por sus bocas. En la atmosfera interior del
sistema se determin6 por cromatografia gaseosa la variacion de diéxido de car-
bono, oxigeno y etileno, no encontrandose rastros de acetaldehido ni etanol.
Debido a la actividad respiratoria de T. hamatum los niveles de didxido de car-
bono aumentaron progresivamente, mientras disminuia el volumen de oxigeno.
La produccion de etileno fue baja y después del tercer dia permanecié constan-
te. Con excepcion de C. oryzae-sativae y B. cynodontis, las demas especies
fangicas presentaron alteraciones en su crecimiento y desarrollo. Se sugiere la
utilizacién de T. hamatum como potencial agente de control biolégico.

Palabras clave  Trichoderma hamatum, Metabolitos volatiles, Control biolégico.

Study of the effect of volatile metabolites of
Trichoderma hamatunon the growth of phytopatho-
genic soilborne fungi

Summary  volatile compounds produced by Trichoderma hamatum were tested for their
capacity to suppress in vitro the growth of Alternaria citri, Bipolaris cynodontis,
Bipolaris sorokiniana, Curvularia brachyspora, Curvularia lunata, Curvularia ory-
zae-sativae, Drechslera tritici-repentis, Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor
andSclerotium rolfsii. The organisms were cultured in an apparatus made with
two Erlenmeyer flasks assembled by their top parts. With the aid of the gas chro-
matographic technique the variation of carbon dioxide, oxygen and ethylene in
the internal system was determined. Acetaldehyde and ethanol were not found.
Due to the respiratory metabolism of T. hamatum the carbon dioxide level pro-
gressively increased while the oxygen content decreased. Ethylene production
was low and after three days remained constant. Excepting C. oryzae-sativae
and B. cynodontis the other species showed changes in the growth and develop-
ment. These results suggest the inhibitory volatiles of T. hamatum as one possi-
ble mechanism of biological control.

Key words  Trichoderma hamatum, Volatile metabolites, Biological control.

El crecimiento de las especies fangicas que habi- aun en condiciones ambientales apropiadas, existen meca-
tan en el suelo, sélo se produce junto a los restos organinismos fungistaticos que impiden el desarrollo de los hon-
cos o en la rizosfera de plantas vivas, donde los gos. Varios estudios indican el origen principalmente
organismos encuentran los estimulos necesarios para intebiético de la fungistasis [2-5], asi como la capacidad de
rrumpir su estado de latencia [1]. Fuera de esas zonas ynuchos hongos para sintetizar sustancias volatiles involu-

cradas en el complejo responsable de ese fenémeno [1,6-
9]. Otras veces el efecto de dichos metabolitos es
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especies ddrichoderma,ampliamente difundidas en la  mismo constaba de dos matraces Erlenmeyer de 250 ml,
comunidad microbiana de los suelos y con marcadas pro-dos tapones horadados capaces de encajar en las bocas de
piedades antagonistas [6,18,21], poseen representanteambos recipientes y un tubo de vidrio de 10-15 cm de lon-
caracterizados por su alta produccion de sustancias gaseogitud e igual didmetro que el de los orificios hechos en los
sas. Segun Dennis y Webster [7] lo que permite diferen- tapones (figura 1). Los matraces se esterilizaron por sepa-
ciar a estas Ultimas, es un pronunciado aroma a coco quegado con 20 ml de PDA en cada uno de ellos, implantan-
se desprende del cultivo. Dentro del grupo anterior se doles en el centro del medio solidificado un disco de 5
encuentralrichoderma hamatuniBon.) Bain. aggr. mm de didmetro d&. hamatuno alguno de los patdge-
[22,23], cuyos metabolitos voléatiles y su accion sobre el nos, extraido con el sacabocados del cultivo correspon-
comportamiento cultural de diez especies de hongos fito- diente. El implante d&. hamatunse realizé 48 h antes
patégenos, habitantes permanentes o temporarios delque el de las otras especies, con el fin de asegurar que una

suelo, fueron estudiados en este trabajo. adecuada concentracion de metabolitos volatiles produci-
i dos en ese lapso, incidieran sobre el micelio superior.

MATERIALES Y METODOS Seguidamente los frascos fueron conectados entre si
sellandose la zona de union con Parafilm (American Can

Cepas fungicas Company, USA) para impedir la fuga de los gases. Los

Entre los hongos fitopatégenos utilizados en el controles se prepararon siguiendo la misma técnica, pero
ensayo, se incluyeron siete especies de la familia sin colocar &. hamaturren el Erlenmeyer inferior. Cada
Dematiaceae y tres especies que forman esclerocios, parano de los tratamientos incluyo tres repeticiones, incuban-
determinar cualquier influencia de los metabolitos volati- dose los cultivos en estufa a’@5durante 10 dias desde el
les deT. hamatunsobre la biosintesis de melaninas. Las armado del aparato. A los 3, 5y 7 dias se midieron los

especies flngicas seleccionadas fueddternaria citri diametros de las colonias de los fitopatdgenos, expresan-
Ell.& Pierce, Bipolaris cynodontigMarig.) Shoem., dose los resultados en porcentajes de inhibicién o estimu-
Bipolaris sorokiniana(Sacc. ex Sorok.) Shoem, lacién. Asimismo se registro toda variacion micelial en el
Curvularia BrachysporaBoed.,Curvularia lunata color, aspecto y/o formacion de estructuras reproductivas.
(Wakk.) Boed.,Curvularia oryzae-sativa&ivan,

Drechslera tritici-repentigDied.) Shoem.Rhizoctonia Analisis de los metabolitos volatiles

solaniKuhn, Sclerotinia minorJagger ySclerotium rolfsii En forma complementaria y en los mismos perio-

Sacc. La primera fue aislada de manchas necréticas folia-dos de tiempo, se determinaron algunos de los componen-
ceas deCitrus limony los tres ultimos del suelo junto con tes de la atmdsfera interna del matraz superior donde tenia
T. hamatumlos restantes se obtuvieron de semillas de lugar la accién antagonista. Para ello se recurrié a un
Triticum spp, siguiendo las técnicas fitopatoldgicas de equipo idéntico al descrito conteniendo sélo el cultivo de

rutina. T. hamatumy provisto de muestreadores para gases. El
andlisis de los contenidos de diéxido de carbono, oxigeno,

Potencial fungistatico de los metabolitos volati- etileno, acetaldehido y etanol se realizé por cromatografia

les deT. hamatum gaseosa empleando un cromatografo Shimaczu 6A

Todos los microorganismos se cultivaron en cajas (Japon). Para los dos primeros gases fueron utilizadas
de Petri con 10 ml de agar de papa glucosado (PDA) al columnas de silica gel a 1’65y de tamiz molecular 5A a
2% por caja, permaneciendo en estufa €C2Basta que 0°C, conectadas en serie, hidrégeno como gas portador y
las colonias cubrieron el 50% del medio. Para medir el un detector de conductividad térmica. El etileno, acetalde-
efecto bioldgico de las sustancias volatile§ deamatum hido y etanol se detectaron con el mismo cromatografo y
sobre la evolucién normal de los demas hongos, seuna columna de Poropack Q a 1@5Se empled nitroge-
empled un aparato disefiado con ese propoésito [24]. EIno como gas portador y un detector de ionizacion de
llama. La longitud de las columnas fue de 150 cm con un
didmetro externo de 3 mm y la temperatura del inyector
alcanzo los 13%C.

RESULTADOS

Los porcentajes de inhibicién o estimulacién del
crecimiento fangico debidos a la actividad biologica de
T. hamatumse representan en la figura 2.

Pudo observarse que hubo cuatro patrones de com-
portamiento diferentes con respecto a la reaccion de las
especies fitopatégenas en contacto con los compuestos
volatiles. B. sorokiniana, B. cynodontis, C. oryzae-sati-
vae, C. lunatay C. brachysporanostraron un incremento
variable del porcentaje de inhibicion en funcion del tiem-
po de exposicién al antagonisB. sorokinianay C. ory-
zae-sativadueron los mas afectadds. tritici-repentisy
S. rolfsiino obstante haber sido también inhibidos en su
crecimiento presentaron un nivel cada vez menor de inhi-
bicion en el transcurso del ensafo.solaniy S. minomo
fueron afectados, mientras ghecitri fue la Unica espe-
cie cuyo desarrollo fue estimulado, especialmente después
de tres dias de iniciado el estudio. En la tabla 1 han sido
Ei . s descritos los niveles de dioxido de carbono y oxigeno

gura 1. Aparato empleado para medir el efec ; . .
to de las sustancias volatiles. 1: Produccidn de hallados en la atmdsfera interna del Erlenmeyer superior.
metabolitos volatiles; 2: Salida de gases. Después de tres dias de incubacion €C2@! contenido
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inicial de 0,03% de diéxido de carbono aumenté a 10,3%Se encuentraB. sorokiniana, B. cynodontis, D. tritici-
como resultado de la actividad respiratoria de repentis, C. oryzae-sativae, C. lunata, C. brachyspora
T. hamatumEl contenido de diéxido de carbono continué S. rolfsii cuyo desarrollo micelial fue inhibidia vitro
aumentando durante el resto de la experiencia, aunqueor los metabolitos volatiles que produjo el antagonista.

mas lentamente. Al analizar las atmosferas internas del dispositivo emplea-
do en este ensayo, se determin6 una alta concentracion de
16 dioxido de carbono y muy bajas de oxigeno y etileno.

| Estudios sobre la influencia del diéxido de carbono en el
i crecimiento y esporulacion de distintas especies, demos-
traron que existe un efecto inhibitorio a concentraciones
ol del gas superiores al 10% [8], nivel que fue superado por
: el metabolismo d&. hamatumEllo explicaria las altera-

: ciones del crecimiento de los fitopatdgenos mencionados,
: I g! si bien se conoce que hay una gran variacion en la sensi-
5 bilidad de las diferentes especies a dicho metabolito. En
este sentido, se ha observado que algunos hongos son
PR T

tolerantes e inclusive se ven estimulados al incubarlos en
atmosferas con elevada concentracm_’m de d|(’)X|dq de car-
bono [26], lo que podria haber ocurrido d®nsolani, S.

I 2 1
] E a + o
T bl e

B e 005 i TR 7 dlas minory A. citri.
~ Con respecto al etileno, éste posee una funcion
Figura 2. Porcentajes de inhibicién o estimulacién del crecimiento de los fung!stat|ca SOb,re los mlcroorg,ar]lsmqs d,el suelo que se
hongos fitopatégenos, causados por Trichoderma hamatum. manifiesta seguln las caracteristicas intrinsecas de cada
1: Bipolaris sorokiana; 2: Bipolaris cynodontis; 3: Drechslera tritici-repentis; ecosistema [27]_
4: Curvularia oryzae-sativae; 5: Rhizoctonia solani, 6: Sclerotina minor, 7: El resultado de las experienci as realizadas parece

Alternaria tritici; 8: Curvularia lunata; 9: Curvularia brachispora; 10:

Sclerotium roffei haber estado mas influenciado por los contenidos de di6-

xido de carbono que de etileno. Por otra parte se observa-
ron modificaciones en el aspecto cultural de algunos de
Los niveles de oxigeno disminuyeron en forma los hongos, como menor crecimiento micelial o interfe-

concordante. Otro gas cuya presencia se detecto fue el etirkencias en la biosintesis de melaninas. Se ha comprobado
leno. Los resultados obtenidos (tabla 1) indicaron que alque la melanizacion esta directamente relacionada con el
cabo de tres dias de incubacioén la produccion de etilenodesarrollo de las colonias fungicas y ciertos metabolitos
paso6 por su volumen maximo para después permanecevolatiles pueden impedir la formacion de estructuras
constante. Cabe aclarar que no hubo rastros detectables deproductivas, esclerocios y conidios, reduciendo asi la

acetaldehido y etanol. eficiencia patogénica de las mismas. Las melaninas tam-
bién estan asociadas a la proteccion del hongo a la luz
Tabla 1. Evolucién de la composicion atmosférica dentro del equipo con el UV, desecacion, temperaturas extremas y a la resistencia
cultivo de Trichoderma hamatum. al ataque de otros microorganismos. Esporas y micelio
hialinos son rapidamente lisados en el suelo, mientras que
Dias ~ COz2(%)  O2(%)  CaHa(ppm) células melanizadas pueden sobrevivir por varios afios.
Muchos antagonistas que causan lisis de las paredes fan-
0 0,03 21,0 0,000 ; ‘4
3 10.30 13 0644 gicas producen B31,3-glucanasa y 131,6-glucanasa, habién-
5 5110 0.95 0372 dose demostrado que la capacidad litica de esas enzimas
7 28.30 0.8 0286 depende del contenido de melaninas de la especie coloni-

zada [28,29]. El efecto inhibidor de los componentes
volatiles deT. hamatumsobre el oscurecimiento de las
hifas y/o la formacion de esclerocios, deberia disminuir el
En relacion a las caracteristicas del micelio de los poder infectivo de algunos de los patdgenos estudiados y
componentes volatiles de hamatumse observaron dis-  sugiere su posible aplicacion como mecanismo de biocon-
tintos comportamientos culturales con respecto a los testi-trol. Aunque de acuerdo con Hutchinson [20], es conve-
gos. Mientras que las colonias @e oryzae-sativag B. niente distinguir entre los metabolitos volatiles obtenidos
cynodontisno presentaron variaciones en su aspecto yen condiciones controladas de laboratorio y aguellos pro-
color, otras comcC. brachysporamostraron s6lo una  ducidos a campo; los resultadimsvitro sélo indican
decoloracion del micelio expuesto a los metabolitos o capacidades potenciales y la medida en que las mismas se
bien en el caso dA. citri y R. solanimantuvieron su expresaran dentro de cada ecosistema estara en funcion
color pero con un menor crecimiento micelial. Lo mismo del balance entre la produccion y la pérdida de los meta-
ocurrié conS. minory S. rolfsii donde ademas no se for- bolitos, asi como de la sensibilidad de los microorganis-
maron esclerocios ni aun a los veinte dias. mos involucrados.
En las restantes especies flngicas inhibidas por los
gases, se observaron desde colonias levemente decolora-
das C. lunatg a blancasH. sorokinianay D. tritici-
repentig con un crecimiento micelial menos denso y
voluminoso.

DISCUSION

La mayoria de los trabajos relacionados con el bio-
control de enfermedades de las plantas Tohamatum
involucran a hongos habitantes del suelo [25]. Entre ellos
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