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RESUMEN. El presente trabajo se desarrolla en el Laboratorio de Microbiología Agrícola  de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias en la Universidad Central “Martha Abreu” de  Las  Villas, con el objetivo de evaluar la
influencia del tiempo de incubación de Trichoderma harzianum Rifai en la actividad antifúngica del filtado de
cultivo contra Bipolaris oryzae. Para ello, se utilizaron erlenmeyer con caldo Czapek, con discos de micelios
del hongo antagonista de 10 mm de diámetro,  incubados durante 20 y 30 días a una temperatura de 28±1ºC
bajo oscuridad. Trichoderma harzianum (cepa A-34) se sometió a un proceso de filtrado, comparando en cada
tiempo las concentraciones de 0%, 25%, 50%, 75%, 100% (v/

v
). Las concentraciones que mostraron un mayor

porcentaje de inhibición del crecimiento micelial fueron las de 75% y 100% tanto a los 20 y 30 días de
incubación. A los 20 días se obtuvieron la mayor  inhibición del crecimiento micelial entre 61.7% y 64,4%,
difiriendo significativamente de los obtenidos en los 30 días con 36.8% y 34.31%, respectivamente.
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ABSTRACT. This work was developed at Agriculture Microbiology laboratory in the Agriculture Faculty at
Universidad Central “Martha Abreu” de  Las  Villas, with the aim to evaluate the influence of incubation time of
Trichoderma harzianum Rifai on antifungal activity of its culture filtrates against Bipolaris oryzae. Flask with
Czapek broth was used for growing T. harzianum, then one disc of mycelium were incubated during 20 and 30
days at 28±1ºC and dark. Trichoderma harzianum (strain A-34) was submited to filtration process, and comparison
were done among concentration of 0%, 25%, 50%, 75%, 100% (v/

v
). Major inhibition porcentaje were observed

in concentrations of 75% y 100% both at 20 and 30 days of incubation. At 20 day the inhibition porcentaje was
greater in comparsison with 30 days.

Key words: Bipolaris oryzae, filtrate of cultures, inhibition of the mycelial growth, Trichoderma harzianum.
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El arroz (Oryza sativa L.) a nivel mundial es el
alimento básico para más de la mitad de la
población mundial, ocupa el segundo lugar después
del trigo (Comisión Veracruzana  de
Comercialización  Agropecuaria, 2011). Este tiene
gran importancia en la alimentación humana,  animal
y como fuente de empleo, proporcionando más
calorías por hectárea que cualquier otro cereal
(Infoagro, 2006).

El cultivo es sumamente afectado  por varios agentes
nocivos, encontrándose entre éstos un grupo importante
de hongos que causan distintas enfermedades como
es el caso de la mancha marrón provocada por el hongo
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Schoemaker, la cual
es una de las enfermedades más  importantes en el
cultivo. Esta se encuentra ampliamente distribuida a
nivel mundial y ha sido reportada en todos los países
productores de arroz (Ojeda y Subero, 2004),
utilizando para su control cultivares resistentes y
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fungicidas que implican la contaminación del medio
ambiente. (Fonseca, 2010)

El control biológico permite  la reducción del uso
de los agrotóxicos (Silva y Mello, 2007).
Trichoderma, es un hongo antagonista que vive
en el suelo y puede ser utilizado en el combate de
enfermedades fúngicas que causan daños
económicos a  los cultivos en los países tropicales.
La mayoría de las especies del género
Trichoderma, son utilizadas como agentes de
control biológico para el manejo de enfermedades
causadas por hongos del suelo de géneros como
Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium.

Arzate et al. (2006) realizan estudios sobre la
aplicación “in vitro” y en invernadero de
Trichoderma spp. sobre el agente causal de la
enfermedad foliar Sigatoka Negra del plátano
(Mycospharaella fijiensis Morelet), evaluando
ocho aislados del antagonista, obteniendo los
resultados más bajos del porcentaje ponderado
de infección con 0.70% y 0.88%.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la
influencia del tiempo de incubación de
Trichoderma harzianum Rifai en la actividad
antifúngica del filtado de cultivo contra Bipolaris
oryzae

El experimento se realizó en el Laboratorio de
Microbiología Agrícola de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Central “Martha
Abreu” de Las Villas (UCLV) y en el Laboratorio
de Fitopatología del Centro de Investigaciones
Agropecuarias de la propia facultad.

Se utilizó un aislado virulento del hongo fitopatógeno
B. oryzae, perteneciente a la micoteca del
Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de
Camagüey y  como antagonista se empleó  T.
harzianum Rifai (cepa A-34), perteneciente al
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV).

Para la determinación de las condiciones de
producción de filtrados de cultivo  de T. harzianum
(cepa A-34), se utilizaron erlenmeyer con 100 mL
de medio de cultivo Caldo Czapek, ajustado a pH
5.5. Posteriormente, los frascos se inocularon con
discos de 10 mm de diámetro  (uno por  frasco) de
cultivos de 48 horas de crecimiento del antagonista.
La incubación se realizó durante veinte y treinta días
en condiciones estáticas a  una temperatura de
28±1ºC en oscuridad.

Pasado los tiempos de incubación, los cultivos de
T. harzianum fueron filtrados al vacío, utilizando
para ello papel de filtro Whatman 1 colocados en el
interior de  embudos de porcelana, estos se
acoplaron a quitazatos acoplados a una  bomba de
vacío marca SCOLI. El resultado final del filtrado
fue centrifugado en tubos Vortex (VF2) con una

centrífuga (Heal Force)  a 16000 rpm durante 30
minutos a una temperatura de 28oC, se tomó el
sobrenadante y este fue filtrado con el empleo de filtros
milipore a través de membranas de 0,22 µm en un
flujo laminar de tipo vertical modelo FASTER Bio 60.

Efecto del tiempo de incubación en la actividad
Inhibitoria del crecimiento micelial de B. oryzae por
la acción de diferentes concentraciones de filtrados
de cultivo de T. harzianum (cepa A-34).

Para evaluar el efecto “in vitro” del tempo de
incubación de diferentes concentraciones los filtrados
de cultivo del hongo antagonista sobre el crecimiento
micelial de B. oryzae, se utilizó el método de papel de
filtro envenenado (Pozo, 1987). Se emplearon placas
Petri de 90mm de diámetro contentivas con medio de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), con cuatro discos
del hongo patógeno de 5mm de diámetro en  los
extremos y en el centro un disco de papel de  filtro
embebido con filtrados de cultivo a las concentraciones
de 0% (control), 25%, 50%, 75% y 100% con 20
réplicas para cada  concentración y para cada tiempo
de incubación. La incubación de las placas Petri se
realizaron a una temperatura de 28±1 ºC  en oscuridad.

Se midió el crecimiento micelial de las colonias del
hongo fitopatógeno desde las 24 horas hasta las 168
horas, con el empleo de una regla graduada. Estas
evaluaciones nos permitieron determinar el efecto de
los filtrados sobre el crecimiento micelial de los
fitopatógenos con relación al control. Para determinar
el Porcentaje de inhibición del Crecimiento Micelial
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(PICR), se utilizó la fórmula propuesta por
(Samaniego et al., 1989) PICR=R1-R2/R1*100 en
el que. R1 (crecimiento radial de la colonia del
patógeno ante el control con agua destilada) y R2.
(Crecimiento radial del patógeno ante el tratamiento)

El procesamiento estadístico se realizó con el
paquete estadístico SPSS versión 20.0 para

Windows, a través de un experimento factorial
(Factor 1: Tiempo de incubación, Factor 2:
Concentración de filtrados de la cepa A-34 de T.
harzianum), a través de un análisis de varianza
múltiple y para indicar significación estadística se
utilizó la prueba de rangos múltiples de Duncan para
un 5 % de significación. Para el factor tiempo de
incubación se utilizó el test de  Student.

Efecto de los 20 días de incubación en la actividad
Inhibitoria del crecimiento micelial de B. oryzae por
la acción de diferentes concentraciones de filtrados
de cultivo de T. harzianum (cepa A-34).

El efecto a los veinte días de incubación en la
actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial de
B. oryzae por la acción de las concentraciones de
filtrados de cultivo de T. harzianum (cepa A-34)
mostró que a las 24 horas de evaluación los mayores
porcentajes de inhibición del crecimiento radial
(PICR) se lograron con las concentraciones de 75%
y 100%, las cuales se diferenciaron estadísticamente
del resto de los  tratamientos (Figura 1). En el
segundo momento de evaluación (72 horas), la
concentraciones de 75% y 100% continuaron
mostrando los mayores PICR, al  diferenciarse de
las demás concentraciones, coincidiendo con las
observaciones realizadas a los 120 horas de
exposición de las diferentes concentraciones de

filtrados. Resultados similares se obtuvieron en la
inhibición del crecimiento micelial de Sclerotium
rolfsii a través de filtrados de Trichoderma de la
cepa CEN252 alcanzando un PICR de 72.35%
(Correa et  al.,  2007).

Lokesha  y  Benagi  (2007) informan que las especies
de T. harzianum y T. virens (Miller, Giddens &
Foster) Arx, ejercen un control eficaz “in vitro” de
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanish, al
mostrar PICR de 73,88% y 78,22%,  respectivamente

Figura  1. Efecto de los 20 días de incubación en el Porcentaje de Inhibición del Crecimiento micelial de B. oryzae por
la acción de las  concentraciones del filtrado de cultivo de T. harzianum (cepa A-34)

Estos resultados demuestran como en la medida que
se incrementaron las concentraciones de los filtrados
de T. harzianum se logró una mayor inhibición de este
agente fitopatógeno, lo cual nos indica una mayor
concentración de las sustancias bioactivas excretadas
por este microorganismo antagonista en el medio de
cultivo. Stefanova (1999) probó aislamientos de las
cepas A-34, A-53,  A-86  de  Trichoderma,  en medio
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de cultivo (PDA), demostrando limitaciones en el
crecimiento de las especies fitopatógenas, por la
presencia de metabolitos biológicamente activos,
encontrándose en los filtrados la presencia de las
enzimas líticas, carboxymetilcelulasa, quitinasa y      ß
1,3 glucanasa mediante la hidrólisis del almidón, gelatina,
carboxymetilcelulosa, quitina y caseína.

Resultados similares han sido obtenidos por Pilar
(2002) con efectos positivos en el resultado antagónico,
probando que  la producción de metabolitos activos
está involucrada en el efecto antagonista de diferentes
agentes nocivos. Michel et al., (2005) evaluaron la
producción de las enzimas quitinasas de T. harzianum
y glucanasas  de  Trichoderma  koningii, en la
inhibición del crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum y Fusarium subglutinans, con un 21%
y 35% respecto al control, reduciendo la producción
de conidios en un 86% y 95%, respectivamente.

González (2004) demuestra en condiciones “in vitro”
la capacidad de las cepas A-34 de T. harzianum y
CC-66 de T. viride en el control de R. solani en el
cultivo del fríjol. Martínez et al., (2010) obtiene buenos
resultados en el control de los agentes causales del
tizón de la vaina y la pudrición de la vaina Rhizoctonia
solani Kuhn y Sarocladium oryzae (Sawada) Gams
y Hawks, con aislamientos de Trichoderma en
condiciones “in vitro” y semicontrolalas e Infante et
al., (2011) logran el control de B. oryzae (Breda de
Haan) Shoemaker con cepas de T. asperellum
Samuels en condiciones de campo.

Figura  2. Efecto  de los 30 días de incubación en el Porcentaje de Inhibición del Crecimiento Micelial de Bipolaris
oryzae por la acción de las  concentraciones de filtrados de  cultivo de  T. harzianum (cepa A-34)

A las 120 horas se observó una disminución en los
valores de porcentaje de inhibición para todas las
concentraciones en comparación con las 72 horas,
que llegó a ser menor para las concentraciones de
25% y 50%, mostrando diferencias significativas
entre ellas con las de 75% y 100%.

Trichoderma secreta un conjunto de enzimas
hidrolíticas que causan lisis en la pared celular de los
hongos, detectando en filtrados de cultivo de T.
harzianum varias proteínas con actividad proteolítica,
verificando que la proteína responsable de esta
actividad fue la PRA1 (Suárez, 2004).

Efecto de los 30 días de incubación en la actividad
Inhibitoria del crecimiento micelial de B. oryzae por la
acción de diferentes concentraciones de filtrados de
cultivo de T. harzianum (cepa A-34).

El tiempo de incubación de 30 días mostró que a las
24 horas hubo un menor porcentaje de inhibición en la
concentración al 50% del filtrado del cultivo ya que
solo logró inhibir un 27,38%, demostrando que  existen
diferencias  significativas con 75% (Figura 2). El resto
de las concentraciones  sobrepasó el 30% de PICR y
entre estas no existió diferencias significativas. A las 72
horas hubo una disminución de las inhibiciones del
filtrado en las niveles  de 25%  y 50%, hasta 7.83% y
12.98%, sin demostrar diferencias  significativas entre
ellas, mientras que  las de 75% y 100%  mantuvieron
estables sus valores.

Influencia del tiempo de incubación de T. harzianum en la actividad antifúngica contra B. oryzae Pérez et al., 2013
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CONCLUSIONES

1.La mayor actividad inhibitoria del crecimiento micelial
de Bipolaris oryzae se obtiene con filtrados de cultivo
de Trichoderma harzianum (cepa A-34) producidos
a los 20 días de incubación.

2. Las concentraciones más altas de los filtrados de
cultivo de T. harzianum (75% y 100%)  fueron  las
que  mostraron  mayor  inhibición  del  crecimiento  radial
de B. oryzae tanto a los 20 como a los 30 días de
incubación.
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