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RESUMEN
Inojosa, A., Silva, R., Rodriguez, I., Rumbos, N. y Figueroa R. 2013. Efecto de
compuestos volatiles emitidos por Trichoderma spp. sobre Fusarium verticillioides

Nirenberg y Aspergillus flavus Link aislados de maiz. Fitopatol. Venez.

Se evallo in vitro el efecto de compuestos volatiles emitidos por 4 aislamientos de
Trichoderma spp. [2 de T. harzianum (BAPSOS, 19), uno de T. croseum (06142) y
otro de T. koningii (Santa Maria)] sobre Fusarium verticillioides Nirenberg y
Aspergillus flavus Link aislados de maiz, mediante la aplicacion de 3 pruebas de
efectividad antagonica (PEA), [desecadores (D), botellas planas (BP) y cajas Petri
(CP)], realizandose 4 repeticiones/prueba con sus respectivos testigos para cada

especie antagonista y moho contaminante. Se estudiaron las variables tamarfio de



la colonia (TC) y densidad de esporas (DE) a partir de las cuales se determinaron
los porcentajes de inhibicién de crecimiento (PIC) y de esporas (PIE). Los datos
obtenidos se analizaron por via paramétrica aplicando las pruebas de
comparacion de medias de Walles-Duncan y pruebas de comparacion entre
tratamientos y sus testigos de Dunnett’'s con un nivel de significancia de a=0,05.
Se encontraron diferencias significativas en las variables TC y DE en las PEA 'y en
las especies antagolnicas con un p<0,05. El efecto inhibitorio de Trichoderma
sobre F. verticillioides y A. flavus sélo se evidencié en BP y CP. En general, se
observé una disminucion del TC y la DE en ambos mohos contaminantes. Al
comparar los tratamientos con sus testigos se evidencié que BAPSOS, disminuyd
el TC de F. verticillioides con un PIC de 35,38% y Santa Maria inhibié la
esporulaciéon de la colonia con un PIE de 58%, mientras que 19 generé una
disminucion del TC y DE de A. flavus con un PIC de 16,67% y un PIE de 71,71%

respectivamente.

Palabras clave: granos de maiz, mohos deteriorativos, mohos toxigénicos,

pruebas de efectividad antagonica.



EFFECT OF VOLATILE COMPOUNDS EMITTED BY TRICHODERMA SPP.
NIRENBERG FUSARIUM VERTICILLIOIDES AND ASPERGILLUS FLAVUS

LINK ISOLATED MAIZE

Inojosa, A., Silva, R., Rodriguez, I., Rumbos, N. y Figueroa, R. 2013. Effect of
volatile compounds emitted by Trichoderma spp. Nirenberg Fusarium verticillioides
and Aspergillus flavus Link isolated maize. Fitopatol. Venez.
ABSTRACT

Was evaluated in vitro the effect of volatile compounds emitted from 4 isolates of
Trichoderma spp. (2 of T. harzianum, T. croseum one and another of T. koningii)
on Fusarium verticillioides and Aspergillus flavus Link Nirenberg isolated maize, by
applying three tests of antagonistic effects (dry, flat bottles and Petri dishes)
performing 4 replicates per test to their respective controls for each species
antagonist and mould pollutant. Variables were studied colony size and density of
spores as well as the percentages of inhibition of growth (PIC) and percentage of
inhibition of spores (PIE). The data were analyzed by parametric way so that
applied the Waller-Duncan test and tests of Dunnett's comparison between
treatments with their witnesses, with a significance level of a = 0.05. Significant
differences in variables colony size and density of spores in the evidence of
effectiveness and antagonistic species with a p <0.05. In tests which showed the
inhibitory effect of Trichoderma on F. verticillioides and A. flavus were in flat bottles
and Petri dishes. In general, there was a decrease in colony size and density of

fungal spores for both moulds pollutants. When comparing treatments with their



witnesses revealed that the species T. harzianum (BAPS), decreased the colony
size of F. verticillioides with a PIC of 35.38% and T. koningii (Santa Maria) inhibited
sporulation of the colony with a PIE of 58%, while T. harzianum (19) resulted in a
decrease in the size and density of spores in the colony of A. flavus with a PIC of

16.67% and 71.71% respectively PIE.

Key words: antagonistic effectiveness testing, corn kernels, deteriorative moulds,

toxigenic molds.

INTRODUCCION
El maiz (Zea mays L.) constituye, junto con el arroz y el trigo, uno de los
principales alimentos del mundo. Su uso se centra no sélo en la alimentacion
humana sino en la animal (7). Las enfermedades ocasionadas por hongos pueden
reducir considerablemente el rendimiento y su calidad cuando coinciden en el
campo una variedad de maiz susceptible, un nivel alto de indculo del patdgeno y
condiciones ambientales adecuadas para su desarrollo (7, 12). En Venezuela, se
ha encontrado en el almacenamiento, una elevada contaminacion con hongos de
campo (Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides) y con micotoxinas producidas
por estos hongos. Ello representa un problema para la industria del maiz en el
mundo por las enormes implicaciones que tienen tanto en la calidad del grano

como en la salud publica y animal (11).



Para inhibir el desarrollo de hongos, se ha empleado de manera tradicional la
aplicacion de productos quimicos que evitan la germinacion de las esporas, asi
como el desarrollo del micelio en el sustrato susceptible a ser contaminado con
micotoxinas (16). Su uso en la producciéon de maiz y otros cultivos, implica la
acumulacion de residuos toxicos en los alimentos y en el ambiente con serias

consecuencias para la salud humana (19).

Para disminuir el uso de los agroquimicos, se ha tratado de implementar dentro
del manejo integrado de algunos cultivos el uso del control bioldgico, el cual se
basa en la utilizacibn de microorganismos antagonicos de ciertos hongos que
generan dafos en las plantas cultivadas, sin ocasionar contaminacion al medio
ambiente. Por tal razon, el hombre ha hecho intentos por aumentar su efectividad
(15, 19). Trichoderma es un hongo de gran interés biotecnoldgico por ser un
agente de biocontrol que se adapta a numerosos ambientes y cultivos, y por ser
una fuente inagotable de genes y de enzimas hidroliticas de diferentes sustratos.
Posee varios mecanismos de control que no sélo incluyen la accion directa sobre
los patégenos (competencia por sustrato y espacio) sino también, la emision de
compuestos volatiles y no volatiles. Dennis y Webster (4), detectaron que la
actividad antibiotica de algunos aislamientos de Trichoderma, se debia a la
produccion de compuestos volatiles, y notaron que los aislamientos mas activos
poseian un fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con la actividad

antagonista. Los antibidticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistético,



debilitando al patégeno y lo hacen mas sensible a los antibidticos no volatiles, lo
gue se conoce como un "hiperparasitismo” de origen enzimatico (10).

El uso de Trichoderma contra hongos fitopatdgenos y mohos productores de
micotoxinas, (Aspergillus y Fusarium) es principalmente desde el campo, ya que
es alli donde los granos de maiz se contaminan con sus esporas (22). En
condiciones favorables, los hongos Fusarium y Aspergillus colonizan el maiz de
forma endofitica, sin causar sintomas. Sin embargo, cuando las plantas padecen
estrés por sequia, deficiencias de nutrientes y altas temperaturas, estos hongos

producen grandes cantidades de micotoxinas (9).

Por lo anteriormente sefialado, se consideré importante evaluar el efecto que
tienen los compuestos volatiles emitidos por Trichoderma spp. sobre Fusarium
verticillioides Nirenberg y Aspergillus flavus Link aislados de maiz. Para ello se
aplicaron “in vitro” 3 métodos que permitieran comparar y constatar el efecto

inhibitorio de los metabolitos volatiles producidos por 4 aislamientos de

Trichoderma sobre el crecimiento y esporulacion de esos mohos.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto
de Quimica y Tecnologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central
de Venezuela. Trabajo que consisti6 en medir la capacidad “in vitro” de

Trichoderma spp. de producir metabolitos volatiles frente a F. verticillioides y A.



flavus aislados de maiz, para ello se emplearon 3 PEA [desecadores (D), botellas
planas (BP) y cajas Petri (CP)] con el fin de observar cual de ellos permitia medir
con mayor eficiencia la actividad inhibitoria de 4 aislamientos de Trichoderma vy
observar cual de ellos actuaba mejor sobre los mohos mencionados a los 7 d de

enfrentamiento. En tal sentido, se cumplieron los siguientes pasos:

Aislamiento e identificacién de Fusarium verticillioides y Aspergillus flavus.
El aislamiento de F. verticillioides fue donado por el Laboratorio de Micotoxicologia
de la Facultad de Agronomia, mientras que A. flavus se obtuvo mediante el
método de siembra directa a partir de una muestra de maiz amarillo recolectada
del sur del estado Aragua. Se sembraron de 10 a 12 granos sobre el medio malta
sal agar (pH 5,8), previa desinfeccion con NaCLO al 3,27% durante 30 seg y
posterior lavado con agua destilada estéril. A los 7 d de incubacion a temperatura
ambiente del Laboratorio, se examinaron bajo una lupa estereoscépica, para
seleccionar el moho en referencia, sembrarlo en Czaped Agar y confirmar
posteriormente su especie (11). Para ello, 7 dds, se describieron las
caracteristicas macro y microscopicas de los mohos, mediante observacion y
medicién de estructuras de valor taxonémico a partir de preparados microscopicos

y posterior comparacion con la clave micoldgica correspondiente (20).

Aislamiento del Trichoderma. Los 4 aislamientos de Trichoderma spp fueron
facilitados por la Clinica de Diagnéstico de Enfermedades en plantas de la

Facultad de Agronomia. Estos aislamientos se obtuvieron a partir de muestras de



suelo, provenientes de diferentes zonas del estado Aragua. El método de siembra
utilizado fue el de incorporacion en placas y su aislamiento se realizd en el medio
papa dextrosa agar (PDA), a una temperatura de 28 °C y un periodo de 3a 5 d. La
identificacion de las especies aisladas se realiz6 mediante una descripcion
macroscopica de la colonia y microscopica de las estructuras fangicas y su
comparacion con una clave micoldgica (5). Finalmente, los aislamientos fueron
transferidos a tubos de ensayos con PDA en cufia para su conservacion a
temperatura de refrigeracion. Los aislamientos utilizados fueron: 2 de T. harzianum

(BAPSOS e 19); uno de T. croseum (06142) y otro de T. koningii (Santa Maria).

Pruebas de efectividad antagénica (PEA). Para determinar y comparar la
efectividad antagdnica producida por los compuestos volatiles emitidos por
Trichoderma spp sobre F. verticillioides y A. flavus se utilizaron 3 métodos de
enfrentamiento in vitro (D, BP y CP) combinando los 4 aislamientos de
Trichoderma spp con las 2 especies de mohos aisladas de maiz (Fig. 1). Se
emplearon 4 repeticiones por tratamiento y sus respectivos testigos. Las variables
evaluadas fueron tamafo de la colonia (TC) medida en cm y densidad de esporas
(DE) expresada en numero de conidios/ml de solucion a los 7 d de enfrentamiento.
A partir de ellas, se determinaron los porcentajes de inhibicion de crecimiento

(PIC) y de inhibicién de esporulacion (PIE), de acuerdo a lo indicado por Flores

(5).



Usando desecador. Se utilizaron 5 desecadores para cada moho y se colocé en
el fondo de cada uno, una caja Petri con una colonia de Trichoderma sp. de 6 d de
crecimiento y en el soporte del mismo 4 cajas Petri con una colonia de 3 d de
crecimiento de los hongos F. verticillioides 6 A. flavus, segun correspondiera. El
testigo consistio de un desecador con sélo 4 placas de los hongos en estudio

(Aspergillus o Fusarium) sin colocar a Trichoderma en el fondo del mismo (13).

Usando botellas planas colocadas de manera horizontal. Para ello se utilizaron
4 pares de BP comunicadas entre si a través de un tubo de vidrio acoplado a un
corcho horadado en la boca de las mismas. La conexion se realiz6 una vez que
los aislamientos de Trichoderma y los hongos aislados de maiz cumplieron 6y 3 d
de crecimiento en PDA, respectivamente. Las uniones fueron selladas con papel
parafilm, para impedir la fuga de gases. El testigo consistié en la misma técnica

antes descrita, pero sin colocar Trichoderma en una de las botellas (3).

Usando cajas Petri. El sistema consistio de cajas Petri separadas con una
pelicula plastica (envoplast®) que permitié el intercambio de gases e impidio la
migracion de esporas entre placas. El acople de las placas y la colocacion de la
pelicula plastica se realizé cuando Trichoderma y Fusarium o Aspergillus tenian 6
y 3 d de crecimiento, respectivamente y manteniendo al hongo antagonista en la
parte inferior del sistema. El testigo consistido en el mismo procedimiento indicado

pero sin colocar a Trichoderma (22).



La razon por la cual los aislamientos de Trichoderma tuvieron méas d de
crecimiento que los otros hongos bajo estudio, fue con la finalidad de permitir que
se generara una concentracion adecuada de los metabolitos volatiles producidos
en ese lapso de tiempo que pudieran incidir sobre el crecimiento y la esporulacion

de F. verticillioides y A. flavus (3).

Evaluacion de la esporulacién en las pruebas de efectividad antagonica
Trichoderma spp Vs F. verticillioides 6 A. flavus.

Culminadas las PEA de Trichoderma y los otros hongos, luego de siete dias de
enfrentamiento, se determiné la DE de F. verticillioides y A. flavus bajo
enfrentamiento o testigo, segun correspondiera utilizando la camara de Neubauer,
segun la metodologia descrita por French y Hebert (6). Igualmente se determing el

TC a partir de la medicion de su diam en cm.

Analisis Estadistico

El analisis de los resultados se realizé usando un disefio totalmente al azar con
arreglo factorial 4x3 con 4 repeticiones para cada hongo en estudio (Aspergillus y
Fusarium). Los tratamientos se conformaron de la combinacion de 4 aislamientos
de hongos antagonistas y 3 PEA (D, BP y CP) mas un testigo en cada uno. Se
realizaron analisis de varianza via paramétrica y pruebas de comparacion de
medias Waller-Duncan y pruebas de comparacién de Dunnett's, entre cada
tratamiento con sus respectivos testigos bajo un nivel de significancia de 0,05. Se

utilizé para el analisis el software SAS version 6.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacién de los hongos presentes en los granos de maiz.
Tomando en consideracion los datos obtenidos (caracterizacion macrométrica de
la colonia y micrométrica de las estructuras fungicas de valor taxondmico) y la
comparacion con la clave micolégica especializada (20), se corroboré que las
especies bajo estudio, corresponden a Fusarium verticillioides Nirenberg y a

Aspergillus flavus Link.

Pruebas de efectividad antagénica (PEA).

Fusarium verticillioides. Los resultados indican una marcada variabilidad en la
respuesta de los hongos contaminantes evaluados ante la presencia de diversos
aislamientos de Trichoderma y modalidades de enfrentamiento entre especies. En
tal sentido, los efectos que sobre el TC y DE de F. verticillioides tuvieron los
diferentes sistemas de enfrentamiento (hongo contaminante/hongo antagonista) o

PEA fueron estadisticamente diferentes al 5% (Cuadro 1).

La mayor efectividad antago6nica in vitro sobre el TC de F. verticillioides, se
observo al utilizar BP como sistema de enfrentamiento logrando alcanzar la
colonia solo 3,672 cm de diam en promedio. Similar comportamiento aunque
menor se obtuvo al utilizar D (3,744 cm) y el menor efecto antagdnico se obtuvo

en enfrentamientos en CP (4,634 cm). Esto podria deberse a la mayor
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concentracion de compuestos volatiles que produjo el antagonista dentro de las

BP (3).

Asi mismo, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los efectos
que los diferentes aislamientos de Trichoderma tuvieron sobre el TC. Los dos
grupos de aislamientos estadisticamente diferentes, Trichoderma harzianum (19) y
T. koningii, mostraron tener las mayores efectividades antagonicas in vitro sobre
F. verticillioides, limitando el crecimiento de sus colonias a sélo 3,73 y 3,84 cm de
diam, respectivamente. No obstante, el PIC respecto de los tratamientos testigos,
al utilizar BP fue mayor cuando el aislamiento del hongo antagonista era T.
harzianum (BAPSOS) lograndose una reduccion del 35,38% del TC luego de 7
dias de enfrentamiento, seguido de T. harzianum (19) (30,43%), T. croseum
(18,83%) y por ultimo T. koningii con 9,69%. Los PIC obtenidos en esta
investigacion, son menores a los encontrados en otro estudio donde se evalud la
capacidad antagonica de T. koningii sobre F. oxysporum. Se encontré un PIE de
59,64% evidenciandose que dicho valor es significativamente mayor al obtenido

en nuestro ensayo (17).

Se han identificado algunos antibioticos y enzimas producidas por hongos del
género Trichoderma, como quitinaza, 1-3 glucanasa, proteasas Yy
carboximetilcelulosa responsables de degradar la pared celular e intervenir en el
micoparasitismo (1,19,22). Otro metabolito volatil como el 6 PAP, ha sido utilizado

como criterio para seleccionar cepas de Trichoderma biolégicamente activas (18,
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21). Aun cuando en este trabajo no se identificaron metabolitos secundarios
volatiles de Trichoderma spp se pudo observar que estos posiblemente fueron los

responsables de disminuir el TC y la DE de F. verticillioides.

Se encontraron ademas, diferencias estadisticas (p<0,05) entre las cantidades de
conidios/ml (DE) desarrollados por F. verticillioides cuando fue sometido a las
diferentes PEA, no asi entre enfrentamientos con diferentes aislamientos del

hongo antagonista, incluso con sus respectivos testigos.

En la PEA usando CP, la DE alcanz6 6,373 conidios/ml, siendo la mejor de las
tres pruebas. Con D y BP, la DE fue 6,579 y 6,583 conidios/ml, respectivamente,

sin diferencias entre si (Cuadro 1).

A pesar de no existir un marcado efecto del tipo de aislamiento de Trichoderma
sobre el desarrollo de conidios, independientemente de la PEA evaluada, T.
koningii fue capaz de reducir la esporulacion del patégeno con un PIE de 58%,
cuando se utilizaron CP, seguido de T. harzianum (BAPSOS) con 48%, T.

croseum con 46% y T. harzianum (19) con 34%.

Aspergillus flavus. EI TC y la DE de A flavus fueron afectadas de manera
significativa (p<0,05) cuando se vari6 la forma de enfrentar el hongo contaminante
al antagonista. El TC mostro valores medios estadisticamente similares entre si

cuando se utilizaron D y CP (3,534 y 3,773 cm, respectivamente), pero diferentes
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de los alcanzados por el mismo hongo utilizando BP, donde la efectividad
antagonica fue mayor con desarrollo de la colonia de apenas 2,353 cm de diam.
Un efecto contrario se observo en cantidad de conidios/ml formados. La PEA
donde se observdé mayor efecto sobre la esporulacion fue CP y la menor fue BP

(Cuadro 2).

La combinacion del hongo contaminante (A. flavus) con los diferentes aislamientos
del hongo antagonista, comparado con sus respectivos testigos, no mostré efecto
alguno sobre el TC y solo cuando se utilizaron BP para la PEA se observaron PIC
apenas superiores al 15% (16,67%) el cual se obtuvo en el tratamiento con T.
harzianum (19) como antagonista. Un estudio realizado por Mejias et al. (2008)
(14), donde evaluaron la accién de compuestos volétiles de T. harzianum sobre A.
flavus, encontraron que hubo una disminucion de crecimiento de la colonia del
hongo contaminante con un PIC de 20-23%, el cual es ligeramente superior a lo
que se obtuvo en esta investigacion. También fueron inferiores a los indicados por
Paez y Sanabria (17) los cuales sefialaron una inhibicion de crecimiento de F.
oxysporum f. sp. lycopersici de 13 a 53,44% e inhibicibn de esporulacién de
46,87% a 84,21%, trabajando en pruebas de enfrentamiento in vitro con
aislamientos de Trichoderma provenientes de diferentes localidades del estado
Aragua; y Hernandez et al., 2006, quienes al evaluar in vitro el antagonismo de
especies de Trichoderma sobre hongos fitopatbgenos que afectan las vitroplantas

de pifia (Ananas comosus (L.) merr.), encontraron que el porcentaje de inhibicién
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de crecimiento de la colonia Fusarium subglutinans con Trichoderma harzianum

fue de un 48%.

La esporulacién por su parte, fue afectada en gran medida cuando se vari6 el
aislamiento del hongo antagonista (p<0,05). Valores de PIE de A. flavus mayores
a 70% (71,71%) se alcanzaron al enfrentarlo a T. harzianum (19) utilizando CP,
seguido de T. koningii, T. harzianum (BAPSOS) y T. croseum con 55,82, 52,18 y

31,92%, respectivamente, en comparacion a sus testigos.

Borrego y Silva (2), realizaron un estudio donde aplicaron pruebas antagoénicas in
vitro utilizando 2 especies de Trichoderma, una de T. harzianum y otra de T. viride
con los aislamientos de los hongos Aspergillus fumigatus, A. flavus, Aspergillus
niger, Aspergillus repens, entre otras especies fungicas y obtuvieron que las
especies de Trichoderma presentaron gran capacidad antagénica sobre los

hongos mencionados anteriormente, alterando el crecimiento y esporulacion.

Sobre la base de los resultados obtenidos, se puede sefialar que existe diferencias
en la capacidad antagbnica de Trichoderma spp frente a A. flavus y F.
verticillioides medida por su habilidad de disminuir el TC y reducir la produccién de
sus conidios. Ello demuestra que los compuestos volatiles emitidos por
Trichoderma son parte importante dentro de los mecanismos de control que tienen

los hongos biocontroladores.
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Cuadro 1. Valores medios del tamafio de la colonia (TC) y densidad de esporas
(DE) de F. verticillioides bajo diferentes pruebas de efectividad antagonica (PEA)

con Trichoderma.

PEA TC (cm) DE
Botellas planas 3,672 b 6,583 a
Desecadores 3,744 b 6,579 a
Cajas Petri 4,634 a 6,373 b

(1) Letras diferentes indican diferencias estadisticas al 5%
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Cuadro 2. Valores medios del tamafio de la colonia (TC) y densidad de esporas

(DE) de A. flavus bajo diferentes pruebas de efectividad antagonica (PEA) con

Trichoderma.
PEA TC (cm) DE
Botellas planas 2,353 b 6,414 a
Desecadores 3,534 a 6,036 b
Cajas Petri 3,778 a 5,724 c

(1) Letras diferentes indican diferencias estadisticas al 5%
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Figura 1. Prueba de efectividad antagonica (PEA) de Trichoderma spp. Vs

Aspergillus flavus o Fusarium verticillioides usando: A) Desecadores, B) Botellas

planas y C) Cajas Petri.
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