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RESUMEN. Bipolaris oryzae y Sarocladium oryzae son los principales hongos causantes de enfermedades flngicas
en arroz en Cuba. Se evalué el efecto antagonico de Trichoderma harzianum sobre aislados de B. oryzaey S.
oryzae, procedentes de Camaguey. Se evalué el tiempo de exposicién y las interacciones entre T. harzianumy los
hongos fitopatdgenos. También se evaluaron los mecanismos de accién de micoparasitismo, competencia y
antibiosis. A partir de las 48 horas se comprobé la interaccion hifal entre el hongo B. oryzae y T. harzianum. Se
observé enrollamiento, penetracion hifal, lisis y vacuolizacion en hifas parasitadas de B. oryzae. Alas 240 horas, la
actividad hiperarasitica del antagonista mostré una colonizacion total de la superficie micelial de B. oryzae con un
67.10% de Inhibicion del Crecimiento Radial. En el caso de S. oryzae, se obtuvo una inhibicion de 64.4% con una
colonizacion del 75% de la placa por Trichoderma a partir de las 72 horas. La antibiosis se observd en ambos
agentes fitopatdgenos a las 24 horas. No se mostraron diferencias significativas en los mecanismos de competencia
y antibiosis entre las interacciones antagonista- fitopatdgenos flngicos. Las evaluaciones “in vitro” confirmo, la
actividad antagonica de Trichoderma harzianum frente B.oryzae y S. oryzae, lo cual podria constituir una alternativa
promisoria para lograr un manejo sostenible de las enfermedades fungicas del arroz.

Palabras clave: antagonista, antibiosis, competencia, micoparasitismo, Trichoderma.

ABSTRACT. Bipolaris oryzae and Sarocladium oryzae are the principal causal agents of rice disease in Cuba. The
aim of this work, was to determine antagonic activity of Trichoderma harzianum against B. oryzae and S. oryzae
isolated from Camaguey. Exposition time and interactions amongs T. harzianum and the fungal causal agents. Also
antagonic mechanisms (micoparasitism, competence and antibiosis) were evaluated. At 48 hours hyphal interaction
between B. oryzae and T. harzianum were determined. Hyphal Coiling, penetration, lysis and vacuolization on
parasited B. oryzae were observed. At 240 hours, hiperparasite activity of antagonist showed total colonization of
mycelial of B. oryzae with 67.10% growth inhibition. In the case of S. oryzae, growth inhibition was 64.4% with 75%
of colonozation of total surface of Petri dish. Antibiosis was observed in both fungal causal agents at 24 hours. Non
differences were determined in the competence and antibiosis mechanism among antagonist-fungal causal agents
interactions. fangicas del arroz. Evaluation of “in vitro” antagonism of Trichoderma harzianum against B. oryzae and
S. oryzae could be a promising alternative for a sustainable management of the principal causal agents of rice
disease in production areas of Cuba.

Key words: antagonist, antibiosis, competence, micoparasitism, Trichoderma.

INTRODUCCION

El arroz (OryzasativaL.) esel principa dimentode  condtituyelabasedeladietadelapoblacion, con69,5
unaterceraparte delapoblacion mundia. EnCuba  kganuaesper cipita, ubicandoseentrelasnacionesde
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atoconsumo (FAO, 2010), snembargod potenciad
delasvariedadesexigentesend territorioessuperior a
6 t.ha® MINAGRI (2006), la produccion arrocera
neciond nosatisacelademandainterna(Polony Cadiro,
2010), por lo que se necesita un ato porcentgje de
importacion, debido aqued rendimiento agricolaes
inferior a obtenidoanivel mundia.

El rendimientodd arroz sevelimitado por lapresencia
deun complgo de hongosfitopatdgenos, entreellos
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker y
Sarodadiumoryzae(Sawada) Gamsy Hawks(Rivero,
2008). Parad control delos mismoslasprincipaes
medi das sonvariedadesres gentesy laluchaquimica

Laintroducd 6ndecontroleshiol gicosy estimuladores
del crecimientovegeta enarroz, permitenreducir los
costosdeproducciony aumentar laestabilidaden e
rendimiento, con unamenor gplicacion deproductos
quimicosquedaiiend ambiente. (Pradoetal., 2001)

MATERIALESY METODOS

El trabgo serediz6 end DepartamentodeMicologia
dd Laboratorio Provincid de Sanidad Viegetd,, (LPSV)
de Camaguey, en € periodo comprendido dejulioa
octubrede 2009.

Se utilizaron aidados virulentos de los hongos
fitopetdgenosB. oryzaey S oryzae, pertenecientesala
micotecadd Laboratorio Provincid de Sanidad Vegetd
de Camagliey y como antagonista se empled T.
harzanumRifal (cepaA-34), perteneciented Indtituto
delnvestigacionesde Sanidad Vegeta (INISAV).

Lassembrasdd antagonigay loshongospatdgenosse
redlizaron por € método decultivodua (Bell etal.,
1982). Setomaron discosde 10 mm de diametro de
los aidamientos de cada agente patdgeno y del
antagonistay se depositaron en placas de Petri de
90mm de diametro, con medio de cultivo Papa —
Dextrosa- Agar (PDA)a pH 5.5y sincubarona
unatemperaturade27+1°Cy oscuridad.

Seutiliz6 unexperimento bifactoria conlosfactores
tratamiento (1.- Interaccion T. harzanum:-B. oryzae,
2.-Interaccion T. harzanumS oryzae, 3.-Control
B. oryzaey 4.- Control S oryzae) y € factor tiempo
(enunintervalode24 horasa240 horas), Se utilizo un
disefio completamented eatorizado concincoréplicas.
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Obregon (2003) refiere a Trichoderma como una
dternaivaparareducir lasenfermedadesfingicasen
arroz. Fernandez (2001) expone que estacapacidad
antagénicay de desarrollarse en agroecosistemas
adversoshace quedisminuyan losdafiosque causan
hongos patdgenos. Dentro de los mecanismos de
accion que posee Trichoderma, se encuentran la
competenciapor € sudrato, micoparagitismo, antibios's
desactivacion deenzimasdel patdgeno, resistencia
inducida, entre otros. Mientras mayor sea la
probabilidad de Trichoderma demanifestar variosde
estosmecanismos, méseficientey duradero seraedl
control sobre estoshongos patdgenos, aspectosque
no poseenlosplaguicidasquimicos. (Infante, 2009)

El presentetrabaj o tiene como objetivo evaluar la
capacidad antagénica“invitro” de T. harzianum
Rifai, sobre aislados de los hongosfitopatégenos
B. oryzaey S. oryzae procedentes dela Empresa
Arrocerade Camagley.

Seevduaronlosmecanismosdeaccidndecompetencia
por @ sustrato, micoparasitismo y antibiossde T.
harzianum

Competencia por el sustrato: Para evaluar la
competenciapor d sustrato seevaud e diametrode
crecimientoradia delosagentes patdgenosconuna
reglagraduadaen cadauno delostratamientosdurante
el tiempo quetranscurrid € experimento (24 horasa
240 horas). Paradeterminar lacgpacidad antagdnica
deT. harZzanum (cepaA-34), seutilizblaescaade
5gradosplanteadapor (Bell etal., 1982). Seevaud
el Porcentgjede I nhibicion del Crecimiento Radial
(PICR), mediante la formula de Samaniego et al.
(1989), citadapor Bernd et al. (2001). PICR=[(R1-
R2)/R1] x100. DondeR1 esd crecimientoradia del
tesigoy R2d crecimientoradid dd tratamientoconla
interaccion entred antagonistay d patdgeno.

Micoparasitismo: Setomaron 3 muestras por cada
tratamiento en €l Stio de contacto entrelashifasdel
antagonistacon lasdelos patégenosfungicosen
interaccion apartir delas 24 horas hastalas 240
horas, determinando €l tipo otiposdeinteraccién
hifal (penetracion, vacuolizacion, lisis y/o
enrollamiento) observando a microscopio 6ptico
con aumento de 400x.
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Antibiosis: Para la comprobacion del efecto
antibiético de T. harzanum (cepaA-34), seevaud
el PICR en cultivo dua alas 24 horas, momento,
donde no exigtiacontacto fisico entred antagonista
y loshongos patégenos.

RESULTADOSY DISCUSION

Accion antagonica “ in vitro” de Trichoderma
harzianumRifai frenteaBipolarisoryzae (Breda
de Haan) Shoemaker.

T. harzanumfrente al hongo B. oryzae manifestd
antagonismo alas24 horas después lasiembra,
convaoresde 1,6 cmy en el control de 1,5 cm;
obteniéndose un PICR de 6,3% (Tabla 1),
mostrando € mecanismo deacciondeantibioss. El
comportamientoinhibitorio del agente patdégeno se
incrementahastavaoresde 67,1% alas 240 horas.
Estos resultados coinciden con | os obtenidos por
Alfonso et al. (2006) losque aplicaron “in vitro”

L osdatosseprocesaron por d pagqueteestadidico SPSS
verson 11.5, atravésde un andlissdevarianzay se
utilizdlaPruebade Tukey ap<0.05desgnificacion,y
SeusoomoVvariablesrespuestasd crecimientoradid, €
PICRY d grado de capacidad antagonica.

Trichoderma harzianumy susfiltrados contra
Bipolarisspicifera, reduciendo el crecimiento
micelial del hongo patdgeno, demostrando su
capacidad antibiodtica mediante la accion de
metabolitos secundariosvolatilesdel antagonista,
gue favorecieron lainhibicién del crecimiento
radial del agente causal. Rivero (2008), obtuvo
resultados satisfactorios al estudiar laaplicacion
“invitro” de Quitosanay metabolitos producidos
por los aislados de Trichoderma spp T-75y T-
85 en el control de B. oryzae, con un PICR que
oscilaentre 10% y 45% observando méas de dos
tipos de micoparasitismo.

Tabla 1. Interaccién de Trichoderma harzianumy Bipolaris oryzae (+) Presenciadel mecanismo deaccion

Tiempo (horas) 24 | 48 | T2 06 | 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240
Crecimiento Radial del patdgeno. 162735 | 46|55 62|70 76| 81| 85
Control (cm)

Crecimiento Radial del patégenoen |, o1 ) 5 | 5 | 15 | 26 | 26 | 25 | 29 | 2.9 | 2.8
interaccion con Trichoderma (cm)

Porcentaje de Inhibicion del , i c2n | = R ,
Crecimiento Radial (%) 63| 74| 256350468 532|585 |620]|642)|67.1
Grados segiin escala de Bell 2 1 1 1 1 1 1 1
Antibiosis +

Micoparasitismo Enrollamiento + [Penetracién + [Lisis + | Vacuolizacién -+

Losresultados delacompetenciapor € sustrato se
ubicaronend grado 2 de capaci dad antagoni cadesde
las 24 horasa72 horasy a partir de las 96 horas
todas |as observaciones se ubicaron en € grado 1.

Egtosresultadosdemuestran que T. harzanum (cepa
A-34) esun excelente competidor por nutrientesy
espacio. Se manifiesta interaccion hifa entre €

antagonista y € agente patdégeno, observandose
micoparasitismo por penetracion, enrollamiento o
edrangulamientodd contenido citoplasmético, lissy
vacuolizacion, lo que evidenciaque T. harzanum
actliacomo buenantagonistadd aidadodeB. oryzae.
Egtosresultadostienen militud conlosobtenidospor
Riveroet al. (2009) quienescomprobaron € efecto
inhibidor del crecimientomicelia del polisacairido
QuitosanaComerdid Sigmaantehongosfitopatdgenas
gue inciden en e manchado del grano de arroz,
obteniendo resultados satisfactorios.

El crecimientomicelia del hongo patdgeno seduvo
(Figural),y apartir delas96 horaslacompetencia
por € sustrato muestraunaladtacapacided antagonica
atravésdeun hiperparastismodelacepaA-34deT.

harzanumfrentead aidadodeB. oryzaeproveniente
delaEmpresaArrocera“Rutalnvasora’ del sur dela
provinciaCamaguey. Estosresultadoscoinciden con
losobtenidospor Fumero (2010) d eva uar lascepas
A-34yA-54deT. haraanumend control “invitro”

deColletotrichumgloeosporioides(Penz), Penz &

Saccd obtener alas96 horasun crecimiento promedio
lineal de7,23cmenlacepaA-53,de8,10cmenla
cepaA-34 conlosme oresresultadosatemperaturas
de28a33°C.

La accion antagbnica de lacepa A - 34 de T.
harzanum frentea S oryzae (Tabla 2), mostré un
crecimientoradid enlainteracd dnantagonisa-patdgeno
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Testigo
240 horas

—

Figural. CompetenciadeT. harzianum frenteaB. oryzae

del4cmyuncrecimientoradia ddl tesigode1,5cm
conée valor del PICR de4,1%, manifestandoselos
mecanismos deaccion de competenciay antibioss.
Este Ultimo puede estar dado por la accion de
metabolitos volétiles y no voldtiles, enzimas y
antibi6ticos. Autores como Stefanovaet al. (2001)
probaron los adamientosA-34, A-53, A-86 de T.
harzianum, enmedio decultivo Papa-Dextrosa-Agar,

limitando € crecimiento de especies de hongos
fitopatdgenos por la presencia de metabolitos
biol 6gicamenteactivos. Eosautorescongtatanenlos
filtrados la presencia de las enzimas liticas
carboxymetilodulasa, quitinesay b 1,3 glucanasa. (Sudi
et al., 2007), determinan la accidn de sustancias
vol&ilesy novoléilesend control deSderatiumrolfsi
Sacc. convariosaidamientosdeT. harzanumRifal.

Tabla2 Interaccion deTrichoderma harzianumy Bipolaris oryzae

Tiempo(horas) 24 | 48 | T2 96 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240
Crecimiento radial del patdgeno. 15130 40 448 589 6,3 69 T4 78 g2
Testign (cm)

Crecimienta radial del patogenoen | 14 | 28| 31 3.3 32 31 3 3 28 28
interaccion con Trichodermalocm)

Forcentaje de Inhibician del B2 | B7 | 236 | 3271 | 467 | 808 | 86,3 | 896 | 626 | A4 4
Crecimiento Radial (%)

(Grados sequn la escala de Bell 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Antibiosis +

Micoparasitismo Enrollamiento + | Penetracion + | Lisis + | Wacuolizacion +

Otrosautores comoArzateet al. (2006), encontraron
en Trichoderma spp. un buen antagonista sobre
MycosphaerellafijiendsMoreet, en condicionesin
\itro” einvernadero, conundtonive de antagonismo
gueexpresaend grado 1 delaescadadeBdl y conlos
menores porcentges ponderados de infeccidn con
0,70%y 0,88% en invernadero. Reyes et al.(2007)
obtiene resultados smilares con lagplicacion de T.
harzianum cepas A-53 y A-34 en d control de los
fitopatdgenosde arroz Rhizoctoniasolani Kiihny de
Pyricularia grisea Sacc., demostrando la elevada
cgpacidad hiperparasiticay competitiva; encontrando
diferenciasdtamentesignificativasentred crecmiento
radid delospatdgenoseninteraccioncon Trichoderma
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con respecto a los testigos, demostrando mayor
antagonismo la cepaA-34 y Reyes (2011) obtiene
buenosresultadosend control deR. solani Kilhncon
aldadosde Trichoderma spp. provenientesdesud os
arroceros, convaoresdel PICR deméasde 90%, con
cuatrotiposdemicoparadtiamo.

T. haraanum frente d patdgeno S oryzae alas 48
horasy 72 horas, mostré un crecimientoradid enla
interaccion con valores de 2.8 cm y 3.1 cm
respectivamentey d testigo manifestd vaoresde2.96
cmy4.06cm, conun PICRde5.4%y 23.6%.Alas
72 horassenotd unincremento end PICR producto

dequed antagonigamanifiestasu cgpacidad antagonica
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atravésdd grado 2 delaescdautilizada, ademasde
Quesedetettainteracdonhifd entrelosmicroorgenismos
manifeténdoseapartir deestemomentod mecanismo
deaccidn demicoparasitismo atravésdeloseventos
mencdonadosanteriormente. Edosresultadoscoinciden
conMonte(2002), quienesargumentan lacapacidad
guetienenlasespediesdd género Trichodermadedacar
loshongospatdgenosendiferentesestadosdedesarallo.
Lainteraccion T. harzanumfrenteaS oryzae entre
las96 horasy las 240 horasd canzd va oresdesde 3.3

\' 168 horas

e -

cmalas96 horashegta2. 9cmalas240horas € control
mostro vaoresentre4.86cmy 8.16 cm. El PICR se
incrementd a medida que transcurrio € tiempo de
expodcondd antagonitacond agentepatdgeno, heda
€ valor de64.4%. Lashifasde Trichoderma ocupan
lasdosterceraspartesdelaplacay no cubrend disco
del agentecausd, obteniéndoseungrado 2delaescda
utilizada. End periodo seobsarvéguelascoloniasdd
agentecausd detienensucrecimientodebidoalaacdon
antagonicade T. harzanum(Figura2)

216 horas __/"

Figura2. CompetenciadeT. harzianum frenteas. oryzae

Lashifasde Trichodermano han colonizado d disco
de S oryzaealas 240 horas, pero s consiguieron
detenery reducir e crecimientomicelia del hongo
patdgeno. Estos resultados concuerdan con los
obtenidospor Martinez et al. (2010) quieneslograron
uncontrol de S oryzae conasiladosde Trichoderma
spp.; que presentaron a menos dos tipos de
interaccion hifd y dtacapacidad antagonica

El Porcentgedelnhibicddndd CrecimientoRedid end
factor tiempo paraambosagentescausdesfrenteaT.
harzanum(Fgura3), mostro sgnificacionapartir de
las 120 horas hagtalas 240 horas con € resto delos
tiemposeva uados, con unincremento amedidaque
transcurred tiempo deexpod aonpatdgeno-antagonisa
Esto puedeestar dado por laadaptaciondd antegonisa
a mediodecultivodondesedesarrallay lascondiciones
detemperatura, lo quefavorecid d incrementodela
actividad antagénicade T. harzanumatravésdela
competencia, aunqueesteincremento también puede
estar dado por la accion del micoparastismo y la
antibioss. Esteresultado coincidié conlosobtenidos
por Bernd et al. (2001) quienes evauaron varios
adamientosde Trichoderma spp. frenteaFusarium

OXxysporumsp. cubense, con unincrementodd PICR
amedidaquesefueampliandod tiempodeexposcon
delosadamientosdd antagonistacond patdgeno.

No semanifiestaron diferenciassignificativasen €
crecimientoradiad enlostratamientosdeinteraccion
patdgeno-antagonista(Figura4) y si entreestoscon
los controles de B. oryzae y S oryzae. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por
Cagtellanoset al. (2009) end control de nematodos
del género Meloidogyne spp. en cultivosprotegidos
de la provincia de Cienfuegos, con vistas a la
sudtitucion del fumigante BromurodeMetilo (Brvl)
conlaaplicacion delacepaA-34 deT. harzanum
y otroshionematicidas. Estosresultados coinciden
con Rojas (2006), quien utilizalas combinaciones
debrécoli, calcioy T. harzianumen el control
de Sclerotium cepivorum Berk, logrando un
buen control de este hongo, cuando se
combinaban dos o tres factores en estudio.
También Pérez (2006) obtuvo similares
resultadosal combinar losfactores solarizacion
y T. harzianumen el control del agente causal
antes mencionado.
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Figura3. Porcentajedelnhibiciéon del Crecimiento Radial deB. oryzaey S. oryzae anteT. harzianum

en losdiferentestiempos

*Mediasconletrasigud esno difieren significativamente paracadahongo fitopatdégeno deacuerdo a tiempo de observacion.
*Error estandar (B. oryzae 0.91, S. oryzae 0.53). Desviacion estandar (B. oryzae0.31, S oryzae 2.22).
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*Mediascon letrasigualesno difieren

significativamente paracadatratamiento.

*Error estandar 0.34. Desviaci6n estéandar 2.20.

CONCLUSIONES

1. LacepaA-34 de Trichoderma harzanumRifai
manifiesta®invitro” losmecanismosdeaccion de
competencia, micopartastismoy antibiosssobrelos
aislados de | os fitopatogenos fungicos del arroz
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker y
Sarocladiumoryzae (Sawada) Gamsy Hawks.

2. Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34)
muestra el mecanismo de competenciasobrelos
aislados de Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoemaker y Sarocladiumoryzae (Sawada) Gams
y Hawks con Porcentajes de inhibicion del
Crecimiento Radial de64,4%Yy 67,1%.
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3. Semanifiestael mecanismodeacciondeantibioss
atravésdd Porcentgjedelnhibiciondd Crecimiento
Radial de Trichoderma harzianumRifai (cepaA-
34) alas 24 horas, con valoresde 6.3% Yy 6.2%
sobre los aidados de Bipolaris oryzae (Breda de
Haan) Shoemaker y Sarocladiumoryzae (Sawada)
Gamsy Hawks

4. LacepaA-34 de Trichoderma harzanumRifai
expresa micoparasitismo por enrrollamiento,
penetracion, vacuolizaciony lisssobrelosasilados
deBipolarisoryzae (Bredade Haan) Shoemaker
y Sarocladiumoryzae (Sawada) Gamsy Hawks.
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