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RESUMEN: EI objetivo de este estudio fue determinar la compatibilidad in vitro de cuatro cepas de
Trichoderma asperellum Samuels con los aceites esenciales de Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake
(Melaleuca), Piper aduncum subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui (Platanillo de Cuba), y Citrus sinensis (L.)
Osbeck (Naranjo dulce). El efecto se evaluo por contacto directo del micelio del hongo con los aceites, y se
calcul6 el Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR). El aceite de C. sinensis no afecté el
crecimiento de ninguna de las cepas de T. asperellum. Los aceites de P. aduncum subsp. ossanum y M.
quinquenervia ocasionaron una inhibicion de 80-95% del crecimiento radial de los aislamientos T.1, T.78 y
T.90. Mientras que; sobre el crecimiento del aislamiento T.13 la inhibicion fue total. Los resultados obtenidos
para el aceite de C. sinensis evidenciaron que puede ser aplicado conjuntamente con estas cepas de
Trichoderma, aspecto importante en el manejo de enfermedades.
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Effect of essential oils on four strains of Trichoderma asperellum Samuels

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the in vitro compatibility of four strains of Trichoderma
asperellum Samuels with essential oils from the plant species Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake
(Melaleuca), Piper aduncum subsp. ossanum (C.DC.) Saralegui (Cuban Platanillo) and Citrus sinensis (L.)
Osbeck (Sweet Orange). Such effect was evaluated by the direct contact of the fungal mycelium with the
oils; and then the Radial Growth Inhibition Percentage (PICR) was calculated. The oil from C. sinensis did
not affect the growth of any of the T. asperellum strains. The oils from P. aduncum subps. ossanum and M.
quinquenervia caused a growth inhibition of 80-95% on the isolates T.1, T.78 and T.90; whereas on the
isolate T.13, the growth inhibition was total. The results obtained made evident that the oil from C. sinensis
could be applied jointly with these strains of Trichoderma, an important aspect in disease management

Key words: essential oils, Piper aduncum subsp. ossanum, Melaleuca quinquenervia, Citrus sinensis.

Problemas ecoldgicos globales de causa
antropogénica se pusieron de manifiesto en los ulti-
mos afios y el cuidado del ambiente preocupa a
decisores, investigadores y otros actores sociales a
escala planetaria. Entre las acciones que mas afecta-
ciones causaron al medio se encuentra el empleo in-
discriminado de plaguicidas sintéticos, particularmen-
te los fungicidas, los que ocasionan impactos negati-
vos en la biodiversidad, los agricultores y los propios
consumidores de productos agricolas (1). Por esta ra-

z6n, una parte de las investigaciones en esta rama
estan dirigidas al desarrollo de alternativas para el
manejo de plagas, con el fin de disminuir las aplicacio-
nes de estos plaguicidas y con ello, su impacto
medioambiental.

En los Ultimos afios se produjo un notable incre-
mento en los estudios encaminados a introducir el uso
de microorganismos benéficos en la agricultura. Entre
ellos se encuentran los pertenecientes al género
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Trichoderma/Hypocrea, debido a su accién biorreguladora
frente a una amplia gama de hongos fitopatégenos, cau-
santes de pérdidas importantes en cultivos de interés
econdmico, asi como por su efecto positivo sobre el
crecimiento y la resistencia de las plantas (2, 3, 4, 5).

De igual modo, se trabaja en la investigacion de
nuevos antimicrobianos en base a productos deriva-
dos del metabolismo de las plantas como aceites esen-
ciales, compuestos generalmente identificados como
terpenos, terpenoides y fenilpropanos (6, 7, 8). Los
aceites esenciales son empleados en la industria far-
macéutica y cosmeética, y en la actualidad han ganado
importancia en el control de plagas de las plantas (9).

La combinacién de agentes de control biolégico
microbiano con otros componentes quimicos, con el
propésito de aumentar la efectividad frente a
fitopatégenos, es una opcién en el manejo de plagas
que recientemente ha generado gran interés (10). La
aplicacion practica combinada debe estar precedida
de estudios acerca de la interaccién de estos posibles
ingredientes activos con los de controles biol6gicos
que se aplican en la agricultura. Por ello, resulta im-
portante determinar las posibilidades de utilizar con-
juntamente los aceites esenciales con controles biol6-
gicos microbianos, considerando las potencialidades
mostradas por estas sustancias naturales para el de-
sarrollo de nuevos productos comerciales.

El objetivo de este estudio fue determinar la com-
patibilidad de cuatro cepas de Trichoderma asperellum
Samuels con los aceites esenciales de Piper aduncum
subsp. ossanum(C. DC.) Saralegui (platanillo de Cuba),
Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca)
y Citrus sinensis (L.) Osbeck (naranjo dulce).

Los aceites empleados en el estudio provinieron del
Laboratorio de Productos Naturales del Centro Nacio-
nal de Sanidad Agropecuaria (CENSA). El aceite de
naranjo se obtuvo por expresion, y los de melaleucay
platanillo por hidrodestilacion con equipo Clevenger
durante tres horas, segun lo establecido en la norma
ISO 65-71: 84 (11). Cada esencia se sec6 sobre sulfato
de sodio anhidro (Fluka, PA) y se almacené a 8°C,
hasta su uso, en los ensayos correspondientes.

Se trabaj6 con cuatro cepas de T. asperellum (T.1,
T.13, T.78 y T.90), procedentes del laboratorio de
Micologia Vegetal del CENSA. Los aislamientos puros
del hongo, se sembraron previamente en placas Petri
de 9 cm de diametro contentivas de Agar Malta (Biocen)
y se incubaron en oscuridad por 36h a 28°C+2°C, has-
ta que la colonia alcanzé las 3/4 partes del diametro
de la placa. El efecto de los aceites se evalu6 por con-
tacto directo con los hongos. Se utilizaron placas Petri
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de 9 cm de diametro contentivas de Papa Dextrosa
Agar (PDA) (Biocen), y se colocaron 4 discos dobles
de papel de filtro (Whatman N° 1) estériles de 6 mm
de diametro, equidistantes en cada una de las placas,
y a cada uno se afadieron 10ul del aceite correspon-
diente. Posteriormente se colocaron discos de 4 mm
de diametro de los aislados del antagonista, sobre los
discos de papel previamente inoculados con los acei-
tes, procurando el contacto directo del micelio del hon-
go con el aceite. Las placas con los discos se incuba-
ron en oscuridad a 28°C+2°C. Se realizaron 3 réplicas
por tratamiento (aceites) y se incluy6 un testigo proce-
sado de igual manera, pero los discos de papel de
filtro se inocularon con agua destilada estéril. La eva-
luacion del crecimiento radial se realiz6 a las 72 horas
posteriores a la inoculacion de los aislamientos de T.
asperellum.

La inhibicion del crecimiento micelial del antagonis-
ta se determino, empleando la férmula de Abbott (12).

PICR (%) = [ (RC — RT) /RC] x 100

PICR es porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
RT: Crecimiento radial del hongo en cada tratamiento
(aceites) (mm).

RC: Crecimiento radial del hongo en el testigo (con agua
destilada) (mm).

Los valores obtenidos del PICR, se sometieron a
un andlisis de Varianza (ANOVA) de clasificacion sim-
ple y las medias se compararon segun la Décima de
Rangos Mdltiples de Duncan para p<0.05, con el pa-
quete estadistico INFOSTAT Profesional ver. 2.1 (13).

En la Figura, se muestra el comportamiento dife-
rencial de cuatro cepas de T. asperellum frente a tres
aceites esenciales. El aceite de C. sinensis no mostré
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de ninguno de
los aislamientos; asi como tampoco ocasiond varia-
ciones en aspectos culturales (textura y color) de las
colonias de las cepas evaluadas de T. asperellum, evi-
denciandose asi compatibilidad entre este aceite y di-
chos antagonistas. Los aceites esenciales de P.
aduncum subsp. ossanum y M. quinquenervia, con el
volumen evaluado, produjeron inhibicion del crecimien-
to de los aislamientos T.1, T.78 y T.90 de T. asperellum
entre 88 y 100%, no obstante estadisticamente no
existen diferencias en el efecto de estos aceites, cuan-
do se analizan por aislamiento. En el caso del aislado
T.13 la inhibicion fue total, evidenciando ser el méas
susceptible a estos aceites.

Resultan escasos los informes relacionados con la
compatibilidad de aceites esenciales y Trichoderma
spp. como agente de control bioldgico. Resultados si-
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FIGURA. Comportamiento de las cepas (T. 1, T.13, T.78 y T. 90) de T. asperellum frente a los aceites esenciales./ Behavior
of strains T.1, T.13, T. 78 and T.90 of T. asperellum in the presence of essential oils.

*PICR con letras diferentes (minusculas) para una misma cepa difieren significativamente (pw 0,05).

*PICR con letras diferentes (mayusculas) para un mismo aceite difieren significativamente (pw 0,05)

milares a los obtenidos en este estudio con M. quin-
guenerviay P. aduncum subsp. ossanum se informa-
ron para los aceites de Leptospermum scoparium vatr.
scoparium (Manuka) (14), Pelargonum graveolens (ge-
ranio) y Thymus vulgaris (tomillo) (15) que inhibieron el
crecimiento de Trichoderma harzianum Rifai.

La diferencia en la susceptibilidad de estas cepas
de Trichoderma (Figura), reafirma una vez mas la varia-
bilidad intraespecifica de estas, evidenciado previamen-
te, en relacion a su accion como control biolégico de
fitopatogenos (16).

El efecto inhibitorio de un aceite esencial puede
variar entre especies del mismo género. Estudios pre-
vios sobre la interaccion de la esencia de Aloysia
triphylla L"Herit (hierba luisa) con diferentes especies
de Trichoderma evidenciaron que fue incompatible con
Trichoderma reesei Rifai y compatible con Trichoderma
viride Pers ex S. F Gray.(17).

Los mecanismos involucrados en la inhibiciéon de
los microorganismos por los aceites esenciales y sus
componentes parecen ser multiples. Se plantea que
en el efecto inhibitorio se involucran compuestos
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fendlicos; pues estos sensibilizan la bicapa fosfolipidica
de la membrana citoplasmatica, causando un incremen-
to enla permeabilidad y la no disponibilidad de constitu-
yentes intracelulares vitales. En la actualidad, se demos-
tré que el efecto antimicrobiano de los constituyentes de
los aceites esenciales depende de su hidrofobicidad y
particion en la membrana plasmatica microbiana, entre
otros. Esto esté estrechamente relacionado con la adi-
cién de iones especificos en o sobre la membrana, que
tiene un efecto marcado, sobre el movimiento de los
protones, el contenido de ATP intracelular y toda la ac-
tividad de la célula microbiana, incluyendo el transporte
de soluto y la regulacion del metabolismo (10).

Los resultados obtenidos mostraron que el acei-
te esencial de C. sinensis es compatible con las
cepas T.1, T.13, T.78 y T.90 de T. asperellum e indi-
can que podra ser utilizado simultaneamente con
estos agentes de control biolégico, para el manejo
de plagas en cultivos de importancia econdmica. Los
aceites de P. aduncum subsp. ossanum y M. quin-
quenervia fueron no compatibles al volumen evalua-
do con las cepas de T. asperellum utilizadas, por
ello se recomienda, evaluar el efecto de cantidades
menores y profundizar en la causa de la actividad
antifingica evidenciada, asi como en la identifica-
cion de los sitios de accion (18). En cuanto a su
posible utilizacion préactica se podra valorar la apli-
cacién de ambos tratamientos secuencialmente y
no de forma simultanea. Por otra parte, consideran-
do que algunos biotipos (Th2 'y Th4) de T. harzianum
(19) son patogenos en cultivos de champifiones, se
podria explorar el uso de estas esencias como
antimicrobianos para estos casos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
sobre compatibilidad de aceites esenciales con cepas
de T. asperellum, son los primeros informados para el
pais, aspecto que reviste gran importancia para ser
integrados en un programa de manejo ecoldgico.
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