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ARTICULO GENERAL
Influencia del tiempo de incubacién de Trichoderma
harzianum Rifai en la actividad antifungica del filtrado de
cultivo contra Bipolaris oryzae
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RESUMEN. El presente trabajo se desarrolla en el Laboratorio de Microbiologia Agricola 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 incubacion de Trichoderma harzianum Rifai en la actividad antifingica 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 diametro, incubados durante 20 y 30 dias a una temperatura de 28+1°C
bajo oscuridad. Trichoderma harzianum (cepa A-34) se sometié a un proceso de filtrado, comparando en cada
tiempo las concentraciones de 0%, 25%, 50%, 75%, 100% (/). Las concentraciones que mostraron un mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fueron las de 75% y 100% tanto a los 20 y 30 dias de
incubacion. A los 20 dias se obtuvieron la mayor inhibicién del crecimiento micelial entre 61.7% y 64,4%,
difiriendo significativamente de los obtenidos en los 30 dias con 36.8% y 34.31%, respectivamente.

Palabras clave: Bipolaris oryzae, filtrados de cultivo, inhibicidn del crecimiento micelial, Trichoderma harzianum

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+1°C and dark. Trichoderma harzianum (strain A-34) was submited to filtration process, and comparison
were done among concentration of 0%, 25%, 50%, 75%, 100% (*/ ). 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.

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) anivel mundial esel
alimento basico para més de la mitad de la
poblacion mundid, ocupad segundo lugar después
del trigo (Comision Veracruzana de
Comercializacion Agropecuaria, 2011). Estetiene
granimportanciaenladimentacion humana, animd
y como fuente de empleo, proporcionando mas
calorias por hectérea que cualquier otro cereal
(Infoagro, 2006).

El cultivoessumamenteafectado por variosagentes
NOGIVaS, encontrandoseentreéstosun grupoimportante
dehongosque causan distintasenfermedades como
esd caso delamanchamarron provocadapor € hongo
Bipolarisoryzae (Bredade Haan) Schoemaker, lacud
esunadelas enfermedades més importantesen el
cultivo. Estaseencuentraampliamentedistribuidaa
nivel mundia y hasido reportadaentodoslospaises
productores de arroz (Ojeda y Subero, 2004),
utilizando para su control cultivares resstentes y

25



Influenciadel tiempo de incubacién de T. harzianum en la actividad antiflingica contra B. oryzae Pérez et al., 2013

fungicidasqueimplicanlacontaminacion del medio
ambiente. (Fonseca, 2010)

El control bioldgico permite lareducciondel uso
de los agrotéxicos (Silvay Mello, 2007).
Trichoderma, es un hongo antagonistaquevive
en e sueloy puede ser utilizado en el combate de
enfermedades fungicas que causan dafos
econodmicosa loscultivosenlospaisestropicales.
La mayoria de las especies del género
Trichoderma, son utilizadas como agentes de
control biol6gico parael mang o de enfermedades
causadas por hongos del suelo de géneros como
Rhizoctonia, Sclerotium, Pythiumy Fusarium.

MATERIALESY METODOS

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de
MicrobiologiaAgricoladelaFacultad de Ciencias
AgropecuariasdelaUniversidad Central “Martha
Abreu” deLasVillas(UCLV)y end Laboratorio
de Fitopatologia del Centro de Investigaciones
Agropecuariasdelapropiafacultad.

Seutilizé unadadovirulento del hongofitopatégeno
B. oryzae, perteneciente a la micoteca del
Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de
Camagliey y como antagonista se empled T.
harzianum Rifai (cepa A-34), perteneciente al
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV).

Para la determinacion de las condiciones de
produccion defiltradosdecultivo deT. harzanum
(cepaA-34), se utilizaron erlenmeyer con 100 mL
demedio decultivo Caldo Czapek, gjustado apH
5.5. Posteriormente, losfrascos seinocularon con
discosde 10 mm dedidmetro (uno por frasco) de
cultivosde48 horasde crecimiento del antagonista.
Laincubacion seredizé duranteveintey treintadias
en condiciones estaticas a una temperatura de
28+1°C en oscuridad.

Pasado lostiempos deincubacion, loscultivosde
T. harzanumfueronfiltradosal vacio, utilizando
paradlo pape defiltro Whatman 1 colocadosen €l
interior de embudos de porcelana, estos se
acoplaron aquitazatos acopladosauna bombade
vaciomarcaSCOLI. El resultadofina del filtrado
fue centrifugado en tubos Vortex (VF2) con una
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Arzate et al. (2006) realizan estudios sobre la
aplicacion “in vitro” y en invernadero de
Trichoderma spp. sobre el agente causal de la
enfermedad foliar Sigatoka Negra del platano
(Mycospharaellafijiensis Morelet), evaluando
ocho aislados del antagonista, obteniendo los
resultados mas bajos del porcentaje ponderado
deinfeccion con 0.70% Yy 0.88%.

El presentetrabajo tuvo como objetivo evaluar la
influencia del tiempo de incubacién de
Trichoderma harzianum Rifai en la actividad
antifungicadé filtado de cultivo contraBipolaris
oryzae

centrifuga (Heal Force) a 16000 rpm durante 30
minutos a una temperatura de 28°C, se tomo €
sobrenadantey estefuefiltrado cond empleodefiltros
milipore através de membranas de 0,22 umen un
flujolaminar detipovertica modd o FASTER Bio60.

Efecto del tiempo de incubacion en la actividad
Inhibitoriade crecimiento micelid deB. oryzaepor
laaccion de diferentes concentracionesdefiltrados
decultivodeT. harzianum (cepaA-34).

Para evaluar €l efecto “in vitro” del tempo de
incubaci on dediferentesconcentracioneslosfiltrados
decultivode hongo antagonistasobred crecimiento
micelid deB. oryzae, seutiliz6 d método depapd de
filtro envenenado (Pozo, 1987). Seemplearon placas
Petri de 90mm dediametro contentivascon medio de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), con cuatrodiscos
del hongo patdgeno de 5mm de didmetro en los
extremosy en e centro un disco de papel de filtro
embebido confiltradosdecultivoalasconcentraciones
de 0% (contral), 25%, 50%, 75% Yy 100% con 20
réplicasparacada concentraciony paracadatiempo
deincubacion. Laincubacion delasplacas Petri se
redizaron aunatemperaturade28+1°C enoscuridad.

Semidié d crecimientomicelia delascoloniasdel
hongo fitopatdgeno desdelas 24 horashastalas 168
horas, con & empleo de unareglagraduada. Estas
evad uacionesnospermitieron determinar € efectode
los filtrados sobre € crecimiento micelial de los
fitopatdgenosconrdaciond control. Paradeterminar
el Porcentgiedeinhibiciondel CrecimientoMicdlid
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(PICR), se utilizé la formula propuesta por
(Samaniegoetal., 1989) PICR=R1-R2/R1*100en
e que. R1 (crecimiento radia de la colonia del
patdgeno anteel control con aguadestilada) y R2.
(Crecimientoradid del patdgeno anted tratamiento)

El procesamiento estadistico se realizd con el
paquete estadistico SPSS version 20.0 para

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto delos 20 diasdeincubacion enlaactividad
Inhibitoriadd crecimiento micdlid deB. oryzaepor
laaccion dediferentes concentracionesdefiltrados
decultivodeT. harzianum (cepaA-34).

El efecto alos veinte dias de incubacion en la
actividadinhibitoriasobred crecimientomicdia de
B. oryzae por laaccion delas concentraciones de
filtrados de cultivo de T. harzianum (cepaA-34)
mostro quealas 24 horasde eva uacionlosmayores
porcentajes deinhibicion del crecimiento radial
(PICR) slograron conlas concentracionesde 75%
y 100%, lascud essediferenciaron estadisticamente
del resto de los tratamientos (Figura 1). En €
segundo momento de evaluacion (72 horas), la
concentraciones de 75% y 100% continuaron
mostrando losmayoresPICR, a diferenciarsede
las demés concentraciones, coincidiendo con las
observaciones realizadas a los 120 horas de
exposicion de las diferentes concentraciones de

Windows, através de un experimento factorial
(Factor 1: Tiempo de incubacion, Factor 2:
Concentracion defiltradosdelacepaA-34 deT.
harzianum), através de un andlisis de varianza
multipley paraindicar significacion estadisticase
utilizé lapruebade rangosmultiplesde Duncan para
un 5 % designificacion. Parael factor tiempo de
incubacion seutilizo € test de Student.

filtrados. Resultados similares se obtuvieronenla
inhibicion del crecimiento micelial de Sclerotium
rolfsii atravésdefiltradosde Trichodermadela
cepa CEN252 alcanzando un PICR de 72.35%
(Correaet al., 2007).

Lokeshay Benagi (2007) informanquelasespecies
de T. harzanumy T. virens (Miller, Giddens &
Foster) Arx, glercen un control eficaz “invitro” de
Macrophomina phaseolina (Tass) Goidanish, a
mostrar PICR de 73,88%y 78,22%, respectivamente

Egtosresultadosdemuestran como enlamedidaque
seincrementaron lasconcentracionesdelosfiltrados
deT. harzanumselogré unamayor inhibicion deeste
agente fitopatdgeno, o cua nosindica unamayor
concentracion delassustanciasbioactivasexcretadas
por este microorganismo antagonistaend mediode
cultivo. Stefanova(1999) prob6 aidamientosdelas
cepasA-34,A-53, A-86 de Trichoderma, enmedio
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Figura 1. Efectodelos20diasdeincubacién en € Por centajedelnhibicion del Crecimiento micelial deB. oryzae por
laaccion delas concentracionesde filtradodecultivodeT. harzianum (cepaA-34)
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de cultivo (PDA), demostrando limitacionesen €
crecimiento de las especies fitopatdgenas, por la
presencia de metabolitos biol 6gicamente activos,
encontrandose en los filtrados la presencia de las
enzimasliticas, carboxymetilcdulasa, quitinasay 3
1,3gucanesamediantelahidrdlissdd dmiddn, gdating,
carboxymetilcdulosa, quitinay caseina

Resultados similares han sido obtenidos por Pilar
(2002) con efectospogitivosend resultado antagonico,
probando que laproduccion de metabolitosactivos
egainvolucradaend efecto antagonistadediferentes
agentesnocivos. Michd et al., (2005) evaluaronla
produccion delasenzimasquitinasasdeT. harzanum
y glucanasas de Trichoderma koningii, en la
inhibicion del crecimiento micelia de Fusarium
oxysporumy Fusariumsubglutinans, con un 21%
y 35% respectod control, reduciendo laproduccion
deconidiosenun 86%Yy 95%, respectivamente.

Gonzd ez (2004) demuestraen condiciones” invitro”
lacapacidad de las cepas A-34 de T. harzanumy
CC-66deT. virideen & control de R. solani en €
cultivodd frijol. Martinez et al.., (2010) obtienebuenos
resultadosen e control delos agentes causal esdel
tizondelavainay lapudriciéndelavainaRhizoctonia
solani Kuhny Sarocladiumoryzae (Sawada) Gams
y Hawks, con aidamientos de Trichoderma en
condiciones“invitro” y semicontroldaselnfanteet
al., (2011) logran € control deB. oryzae (Bredade
Haan) Shoemaker con cepas de T. asperellum
Samue sen condicionesdecampo.

Trichoderma secreta un conjunto de enzimas
hidroliticasquecausanlisisenlapared cdlular delos
hongos, detectando en filtrados de cultivo de T.
harzanumvariasproteinascon actividad proteolitica,
verificando que la proteina responsable de esta
actividadfuelaPRAL (Sudrez, 2004).

Efecto delos 30 dias deincubacion enlaactividad
Inhibitoriadd crecimientomicdid deB. oryzaepor la
accion dediferentes concentracionesdefiltradosde
cultivodeT. harzanum(cepaA-34).

El tiempo deincubacion de 30 diasmostré que alas
24 horashubo unmenor porcentgedeinhibicionenla
concentracion a 50% dd filtrado del cultivoyaque
solologréinhibir un27,38%, demostrandoque existen
diferencias sgnificativascon 75% (Figura2). El reto
delasconcentraciones sobrepasd e 30%dePICRY
entreestasnoexidiodiferenciassgnificativas Alas72
horashubo unadisminucion delasinhibicionesdel
filtradoenlasniveles de25% y 50%, hasta7.83%y
12.98%, Sndemodrar diferencias sgnificativasentre
ellas, mientrasque lasde 75%Yy 100% mantuvieron
establessusvaores.

A las 120 horasseobservé unadisminucionenlos
valores de porcentaje deinhibicion paratodas|as
concentraciones en comparacion conlas 72 horas,
quellegd aser menor paralas concentracionesde
25% Yy 50%, mostrando diferenciassignificativas
entreellasconlasde 75%Yy 100%.
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Figura 2. Efecto delos30diasdeincubacion en € Porcentajedel nhibicion del Crecimiento Micelial deBipolaris
oryzae por laaccion delas concentracionesdefiltradosde cultivode T. harzianum (cepaA-34)
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Losvaoresdeinhibiciondd crecimientomicdid deB.
oryzaealos20diasdeincubacion por laaccion delos
filtrados de T. harzanum, mostraron significacion
matemética conlosobtenidosal os30diasdeincubecion
paralasconcentracionesde 75%y 100%.

Estosresultados coinciden con Osorio et al ., (2009)
quienes demostraron, que Trichoderma produce
metabolitossscundariosvoldtilesy novoldiles loscudes
inhiben el crecimiento de microorganismos,
considerando estos compuestos un grupo
quimicamenteheterogéneoy debgo pesomolecular,
Secretadospor d gunosmicroorganismosque, enbgas
concentraciones, demeritan € crecimiento o las
actividadesmetabdlicasdeotrosorganismos. Espind
etal., (2010) informan la€eficaciadelosfiltradosde
cultivo obtenidos de de Trichoderma inhamatum
Veerkamp and Gams a base de la produccion de
metabolitos secundarios, inhibiendo € crecimiento
micelia deBotrytisfabae Sardifiaen un52.84%.

CONCLUSIONES

1Lamayor actividedinhibitoriadd credmientomicdia
deBipolarisoryzaeseobtieneconfiltradosdecultivo
de Trichoderma harzianum (cepaA-34) producidos
alos20diasdeincubacion.

2. Las concentraciones més dtas de losfiltrados de
cultivo de T. harzanum (75%y 100%) fueron las
gue modraron mayor inhibicion dd crecmiento radia
de B. oryzae tanto alos 20 como a los 30 dias de
incubacion.
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