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SINTESIS
En el presente trabajo se propuso estudiar el efecto de la aplicacion de
Trichoderma harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo como alternativa de
control de los hongos fitopatogenos foliares del arroz Bipolaris oryzae,
Sarocladium oryzae y Pyricularia grisea; asi como determinar las condiciones de
cultivo para la obtencién de filtrados con actividad antifungica sobre estos agentes
fitopatdgenos. Se manifestd la capacidad antagonica de esta cepa a través de los
mecanismos de accion de competencia, antibiosis y micoparasitismo. Por otra
parte, se determind que con el microorganismo antagonista incubado durante
20 dias, a una temperatura de 28+1°C en medio de cultivo Czapek, con pH de 5,5
y bajo agitacion se obtuvo los mayores porcentajes de inhibicion del crecimiento
micelial, esporulacion y germinacion conidial de estos tres hongos patégenos del
arroz, siendo el primer informe de la aplicacion de filtrados de T. harzianum (A-34)
en el control de los mismos. Los experimentos en condiciones semicontroladas
afirmaron que el antagonista y sus filtrados de cultivo ejercieron un control sobre
las tres enfermedades estudiadas, con niveles de eficacia entre 70,0% y 90,0%,
ademas se logré una disminucion del Area Bajo la Curva del Progreso de las
Enfermedades superior al 67,5%, con la aplicacion de las alternativas de control
bioloégico. En condiciones de campo el agente de biocontrol manifesto eficacias
por encima del 80,0% y se obtuvo los valores mas elevados del rendimiento con la
concentracién de 10 conidios mL™, por lo que se recomienda como alternativa

para el control de estos hongos fitopatdgenos del arroz.
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Introduccion

1.INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.), alimento basico de mas de la mitad de la poblacion
mundial, ocupa el segundo lugar de importancia entre los cereales en el planeta
después del trigo (Triticum aestivum L.) y es considerado la principal fuente de
empleo, ingresos y nutricion de muchas regiones pobres y con una alimentacion
precaria (Alfonso, 2011). No obstante, la diferencia entre el aumento de la
produccion y el rapido crecimiento de la poblacion en los paises consumidores de
arroz es notable, lo que trae consigo la mision consagrada de investigadores para
obtener mayores rendimientos de este grano (Rodriguez et al., 2010).

Segun estadisticas de WASDE-USDA (2011), la produccion mundial fue de
725 millones de toneladas de arroz paddy y 451 millones de arroz elaborado, en
una superficie de mas de 158 millones de hectareas con un rendimiento promedio
de 4,3 t ha. Para ODEPA-USWHEAT (2011), el precio por tonelada en el 2011
alcanzé los 609,4 USD y FAS-USDA (2011), registré exportaciones en ese mismo
afo superiores a 31 millones de toneladas. La produccion en Cuba fue de 275 mil
toneladas con una demanda de 700 mil toneladas, por lo que el grueso aun se
importa, con un promedio del rendimiento nacional en el afio 2013 de 3,4 t ha™
(ONEI, 2014).

Las pérdidas del rendimiento en el arroz por la incidencia de plagas desempefian un
papel determinante en las restricciones productivas de este cultivo. Dentro de este
amplio grupo de agentes nocivos, las enfermedades fungicas son una causa de la
inestabilidad del rendimiento en muchas areas agricolas (Rivero et al., 2009). La

mancha parda y el tizon del arroz, ocasionadas por los hongos Bipolaris oryzae

1



Introduccion

(Breda de Hann) Shoemaker y Pyricularia grisea Sacc, son consideradas
enfermedades de importancia econémica a nivel mundial y para el pais, al reducir
los rendimientos entre un 25,0% y 90,0%, respectivamente (Boletin de Vigilancia
Fitosanitaria, 2011; Manimegalai et al., 2011).

Cabrera et al. (2010) y Martinez et al. (2010) consideraron que Sarocladium
oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksw, agente causal de la pudricion de la
vaina del arroz, es una de las enfermedades mas importantes que atacan al cultivo
en el mundo, con reducciones del rendimiento en mas de un 20,0%, corroborado
en paises como China, Corea, Filipinas, India y mas reciente en Colombia,
Republica Dominicana y Panama.

Entre los métodos de control mas utilizados se encuentran las variedades
resistentes y la lucha quimica. Este ultimo, ha sido el mas difundido y su uso
indiscriminado ha provocado resistencia a estos hongos fitopatégenos (presencia
de nuevas razas y linajes), disminucion de los enemigos naturales, toxicidad en
granos, asi como un incremento en los costos de produccién (Almaguer et al.,
2008).

Una via para atenuar su aplicacién es la utilizacién de alternativas ecoldgicas
como medidas culturales, etologicas y el uso de microorganismos antagonistas
como agentes de biocontrol. Entre estos se encuentran las especies del género
Trichoderma Persoon ex Gray (Hernandez et al., 2009a; Infante et al., 2009).

Entre los mecanismos de accion de este microorganismo antagonista se
encuentran: competencia por el sustrato, antibiosis y micoparasitismo, que

permiten establecer un control sobre las estructuras vegetativas y reproductivas de
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los hongos (Guédez et al., 2012). Durante la ocurrencia de los dos ultimos
mecanismos, se producen sustancias bioactivas de naturaleza volatil o no volatil.
Dentro de estas sustancias, la produccion de enzimas hidroliticas tiene un efecto
sinérgico con los antibioticos, debido a que la accién antifungica es superior
cuando actuan ambos compuestos (Norte, 2006).
La aplicacion de Trichoderma en el arroz ha sido poco estudiada. En la ultima
década se han obtenido resultados satisfactorios en el control de B. oryzae,
S. oryzae y P. grisea (Alarcon et al., 2005; Reyes et al., 2006a; Gonzalez et al.,
2008; Martinez et al., 2014). Todos ellos mediante la interaccién in vitro entre
estos hongos fitopatdgenos del arroz y especies de Trichoderma. Sin embargo, no
existe informacién sobre el efecto de T. harzianum Rifai (cepa A-34) y sus filtrados
de cultivo en el control de las enfermedades mancha parda, pudricion de la vaina 'y
tizon del arroz provocado por estos agentes causales, que permita disminuir las
aplicaciones de fungicidas.
Sobre la base de estos antecedentes se considero la siguiente hipotesis:
El efecto de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo en el control de
B. oryzae, S. oryzae y P. grisea, podria ser una alternativa a utilizar en arroz.
Para comprobar la veracidad de la hipétesis se definieron los siguientes objetivos.
Objetivo general: Evaluar el efecto de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de
cultivo, como alternativa de control de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea en arroz.
Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad antagonica in vitro de T. harzianum (cepa A-34) frente a

B. oryzae, S. oryzae y P. grisea.
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2. Determinar las condiciones de cultivo para la obtencion de filtrados de
T. harzianum (cepa A-34) con actividad antifangica sobre B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea.
3. Evaluar la eficacia de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados en el control de
B. oryzae, S. oryzae y P. grisea en condiciones experimentales.
La NOVEDAD CIENTIFICA de esta investigacion, esta dada por la evaluacion por
primera vez en Cuba de la actividad antagonica in vitro de T. harzianum Rifai
(cepa A-34) a travées de los mecanismos de accion de competencia,
micoparasitismo y antibiosis sobre B. oryzae, S. oryzae y P. grisea. De igual
manera, se determinan las condiciones de cultivo para la obtencion de filtrados de
T. harzianum (cepa A-34) con actividad antifungica en la inhibicion del crecimiento
micelial, esporulacion y germinacién conidial de estos hongos fitopatégenos del
arroz. Ademas se evalla el efecto de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de
cultivo en el control de las enfermedades mancha parda, pudricién de la vaina y
tizén del arroz por primera vez en Cuba en condiciones experimentales in vivo.
Desde una vision PRACTICA sienta las bases para el uso de T. harzianum
(cepa A-34) y sus filtrados de cultivo como una alternativa de control de las
enfermedades mancha parda, pudricidon de la vaina y tizon del arroz.
Este trabajo permite ademas la confirmacion y justificacion, con el conocimiento
TEORICO, de los mecanismos de accién que ejerce T. harzianum Rifai
(cepa A-34) y sus filtrados de cultivo en el control de B. oryzae, S. oryzae y

P. grisea en arroz.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Mancha parda del arroz. Agente causal Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoemaker
2.1.1. Distribucion e importancia

La mancha parda del arroz ha causado epifitias en muchas regiones de Africa,
Asia y América, ubicadas en tierras del tropico, como en las zonas subtropicales y
templadas, al reducir los rendimientos de 6,0% al 90,0% (Shabana et al., 2008).
En regiones tropicales, provoca pérdidas muy severas, al asociarse con hongos y
bacterias en la enfermedad conocida como manchado de grano (Rivero, 2008a;
Rivero et al., 2010). Es una enfermedad ampliamente distribuida y es considerada
como endémica de las zonas arroceras (Meneses et al., 2008; FAO, 2012). Las
afectaciones en plantas cultivadas son mas comunes en suelos con baja fertilidad,
aspecto que se acentua en los suelos tropicales con un inadecuado suministro de
agua para el riego (Bayer S. A., 2008).

2.1.2. Taxonomia

La identificacion de las especies del género Bipolaris ha sido controvertida. Ellis
(1976), ubica a todas las especies graminicolas de Helminthosporium en el género
Drechslera. Breda de Hann inform6 por primera vez al agente causal de esta
enfermedad y lo denomind Helminthosporium oryzae (Gangopadhyay vy
Padmanabhan, 1987).

Otros autores como Shoemaker (1962) y Sivanesan (1987), segregaron esas
especies a los géneros Bipolaris, Drechslera sensu stricto y Exserohilum basado
en sus colonias, morfologia de los conidios y del conidioforo, tipo de germinacion

conidial y estructura de su hilo, quienes argumentaron que el estado teleomorfo de
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estos géneros provienen de la clase Ascomycetes y los denominaron
Cochliobolus, Pyrenophora y Setosphaeria.

Aunque el trabajo de Sivanesan (1987) ha esclarecido la probleméatica de los
géneros Drechslera y Exserohilum, todavia existen dificultades para la delimitacién
genérica de Bipolaris y Curvularia a partir de las afinidades morfolégicas que
poseen las especies de ambos géneros al compartir el mismo estado sexual o
teleomorfo (Mena, 2004; Manamgoda et al., 2012).

Estos ultimos autores reconocieron a 16 especies del género Bipolaris, entre ellas
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, cuyo estado perfecto es
Cochliobolus miyabeanus (Lto & Kuribayashi) Drechs ex Dastur.

La especie B. oryzae tiene conidi6éforos rectos o flexuosos, multiseptados,
pequefios, macronematicos, geniculados y cilindricos; con células conidiogénicas
politétricas, integradas y de proliferacion simpodial. Conidios fusiformes,
obpiriformes, naviculares, cilindricos, obclavados, clavados, ovoides, solitarios,
curvados o rectos, raramente equinulados, de color marrén claro a oscuro,
olivaceos, de germinacién bipolar, con el primer septo formado medianamente y
con un segundo delimitando la célula basal (Sivanesan, 1987).

Esta especie se ubica en el Reino Fungi, Phylum Hongos mitosporicos, Division
Ascomycota, Subdivisién Deuteromycotina, Clase Hyphomycete
(Dothideomycete), Orden Pleosporales, Familia Pleosporaceae (Dematiaceae),

Género Bipolaris y Especie Bipolaris oryzae (Shabana et al., 2008).
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2.1.3. Sintomatologia

Este hongo ataca a las semillas, el coleoptilo, las hojas, las ramificaciones, raquis
y bracteas de las paniculas y granos. En las hojas los sintomas son circulares u
ovoides, de color marrén con centro blanquecino y con margenes pardos 0 rojos
(Guzman, 1997). En los granos las lesiones son de color marrén oscuro, las que
llegan a penetrar las glumas y dan un aspecto negruzco al endospermo (Bayer
S. A., 2008; Ojeda y Subero, 2012).

En una fase mas avanzada de la enfermedad se presentan manchas negras sobre
los tallos y las glumas de las inflorescencias maduras, con una reduccion del
crecimiento de la planta y de la formacion del fruto. En semilleros infectados las
plantulas se marchitan y mueren (Manamgoda et al., 2011).

2.1.4. Epifitiologia

Entre las causas que propician el desarrollo de la enfermedad mancha parda se
encuentran la siembra de variedades susceptibles, la baja fertilidad del suelo y la
escasez de agua en el cultivo. Estas condiciones en el cultivo del arroz favorecen
la ocurrencia de la infeccién primaria, proveniente del in6culo primario (conidios
del hongo), que se realizan a través de los granos, residuos de cosecha, agua,
plantas hospedantes, viento o en ocasiones del suelo (Guzméan, 1997). La
infeccidn secundaria es causada por las esporas que se diseminan a través del
viento (Mena, 2004). Una vez depositadas en el tejido superficial y si las
condiciones climaticas son favorables, el hongo forma conidi6foros y conidios

sobre las manchas de color café (Bayer S. A., 2008).
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El proceso de germinacién consiste en la aparicion del tubo germinativo que
desarrolla un apresorio; éste posee una clavija de infecciébn que el conidio usa
para penetrar directamente en las células de la epidermis. El hongo penetra
ademas por los estomas de la superficie adaxial y abaxial de las hojas. Una vez
dentro de la célula, inicia el proceso de invasion por medio de las hifas y con
ayuda de toxinas (polifenoles) que debilitan la pared celular de las células
contiguas (Franco y Zavatela, 2011). Los sintomas aparecen de cuatro a seis dias
(d) después de la llegada del in6culo a las hojas, proceso que ocurre en todas las
fases fisiologicas del cultivo y los conidios que se forman sobre las hojas, infectan
las inflorescencias al ser diseminadas por el viento (Guzman, 1997).

La temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 25°C y 30°C, ideal para la
germinacion de los conidios sobre las lesiones, durante la ocurrencia del rocio o
con una humedad relativa superior al 90%. Este hongo permanece viable en
restos de cosecha y en el suelo hasta 70 d, mientras que en semillas infectadas,
almacenadas a temperatura ambiente, su viabilidad llega hasta 12 y 18 meses con
temperaturas entre 8°C y 9°C (Martinez et al., 2007). La alta humedad relativa y
una baja humedad del suelo, incrementa la susceptibilidad de la planta al agente
patdégeno, por limitarse la absorcion de silicio y potasio, por lo que el desarrollo de
la enfermedad se favorece si la temperatura del aire es alta en la noche y la
intensidad luminosa es también alta (Guzman, 1997).

Este altimo autor hizo referencia a un amplio rango de hospedantes de B. oryzae,
entre los que se destacan 23 géneros de pastos susceptibles. Muchas de las

plantas arvenses del arroz son hospedantes de este hongo fitopatégeno, entre los
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que se encontraron Cynodon dactylon (L.) Pers (pasto bermuda), Digitaria
sanguinalis (L.) Scop. (pata de gallina), Leersia hexandra Sw (arroz bravo),
Panicum maximun Jacq (hierba guinea), Ischaemun rugosum Salisb. (mazorquilla)
y el arroz rojo  (O. sativa, L.). Entre los cultivos comerciales ataca a Zea mays L.
(maiz), Sorghum bicolor L. (sorgo), T. aestivum L. (trigo), Saccharum sp. hibrido
(cafia de azucar) y Hordeum vulgare L. (cebada). Investigadores como Zhang vy Li
(2009) y Ordoiiez (2012), registraron afectaciones de B. oryzae en Panicum
virgatum L. (cortadera) y Sesuvium portulacastrum L. (verdolaga de playa).

2.1.5. Dafnos

Autores como Kamal y Mia (2009) sustentaron que los dafios por B. oryzae en
Tailandia ascendieron al 25,0% de pérdidas en los rendimientos y Anacker et al.
(2010), sefalaron como la principal causa de reduccién de las producciones en
Brasil, al uso de variedades productivas, pero susceptibles a este agente
fitopatdégeno.

Esta enfermedad es capaz de limitar el poder germinativo de semillas de arroz
(20,5% a 84,5%) al provocar la muerte de las plantas trasplantadas (2,5% a
14,1%) con pérdidas en los rendimientos (17,7% a 22,5%), producidas por
afectaciones en el crecimiento de las raices y del tallo, nimero de paniculas por
planta, la masa y el numero de granos, al disminuir la calidad industrial por un
incremento de granos partidos, debido a la prolongacién del proceso de secado
por un mayor porcentaje de humedad (Bayer S. A., 2008; Kamal y Mia, 2009).
Ademas, afecta el crecimiento de las plantulas en especies poaceas que sirven

como hospedante, al causar dafos severos en el follaje. Las pérdidas han
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desencadenado hambrunas en regiones afectadas; en Bélgica en 1942, destruyo
del 50,0% al 90,0% de las areas cultivadas de arroz (Mena, 2004).

Una de las principales causas de las afectaciones por B. oryzae se debe a su alta
variabilidad, al encontrar varios patotipos en una misma region, elemento que
dificulta su control mediante el empleo de variedades resistentes (Safari y Anvari,
2010). Dafios provocados por Bipolaris sp. Shoemaker, se han registrado en
varias regiones de América. Rabelo (2007) hizo referencia a graves lesiones en
las hojas de las especies de plantas ornamentales Heliconia angusta Laranja Vell
y Tapeinochilus ananasse (Hassk) Schum en Brasil. En Guatemala, provoco
afectaciones por encima del 70,0% de incidencia y una severidad del 50,0%, con
una reduccion de un 33,0% del rendimiento agricola (Solares, 2007).

Guzman (1997) informo6 afectaciones en un 50,0% de los rendimientos en
Colombia, al destacar como via de transmision el traslado de los conidios por el
viento y el agua de riego. Estudios posteriores realizados por Cardona y Gonzalez
(2008) y Ojeda y Subero (2011) en Venezuela, confirmaron mas de un 60,0% de
severidad, con una disminucion del 50,0% del rendimiento agricola. Dallagnol
et al. (2011a) investigaron las alteraciones fisiologicas y bioquimicas en las hojas
de arroz provocadas por la infeccion de B. oryzae, al disminuir el contenido de
clorofila a y b, la concentracion de pigmentos carotenoides, la asimilacion neta de
carbono y la transpiracion, e induce dafos en la célula a nivel de membrana.

En Cuba, Cruz y Heredia (2000), hicieron referencia a la alta representatividad de
B. oryzae en semillas de tres variedades con un alto nivel de deterioro del fruto, lo

que ocasiona pérdidas en la viabilidad. Su incidencia se registré en todas las
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regiones donde se cultiva el arroz (Neninger et al., 2003). Autores como Rivero
et al. (2008b), indicaron que B. oryzae es considerado uno de los principales
hongos fitopatdgenos en el occidente del pais, por provocar limitaciones en el
rendimiento agricola e industrial. Almaguer et al. (2008, 2012) demostraron
a través de estudios aeromicoldgicos la diseminacion de los conidios por el viento
y Hernandez et al. (2009b) informaron dafios severos en la variedad Perla de
Cuba.

2.2. Pudricion de la vaina del arroz. Agente causal Sarocladium oryzae
(Sawada) W. Gams & D. Hawksw
2.2.1. Distribucién e importancia

Esta enfermedad se informé por primera vez en Taiwan y sus afectaciones se han
registrado en todas las regiones a nivel mundial (Katsuya, 2004). Sus lesiones se
informaron por primera vez en Australia con una reduccién de las producciones de
arroz (Lanoiselet et al., 2012). A finales de los afios ochenta y principios de los
noventa del siglo pasado, era considerada en América Latina y el Caribe como
una enfermedad de menor importancia. Sin embargo, a finales de los noventa del
sigo XX, comenzaron las pérdidas en los rendimientos dadas por la susceptibilidad
de las variedades que se cultivaban (Martinez et al., 2006).

La primera publicacibn en Cuba sobre sus sintomas y dafios la realizaron
Sandoval et al. (1999), al presentarse de forma epifitotica en septiembre de 1997
en la Empresa de Semillas Nueva Paz en la provincia La Habana y en el Complejo
Agroindustrial Arrocero Los Palacios en Pinar del Rio, con afectaciones en las
variedades Perla de Cuba, Jucarito-104, IAC-14, Amistad-82 y Bolito. Este hongo

fitopatdbgeno se encontro asociado con el acaro Steneotarsonemus spinki Smiley,
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al provocar graves pérdidas en los rendimientos (MINAGRI, 1998; Almaguel y
Botta, 2005a). Esta distribuido en todas las areas arroceras y se considera la
tercera enfermedad fungica en importancia (Sandoval et al., 2002; Cardenas et al.,
2005; Correa, 2007; Cruz et al., 2009a; Cabrera et al., 2010).

2.2.2. Taxonomia

La enfermedad mancha parda del arroz fue descrita por primera vez por Sawada
en 1922 y se denomind a su agente causal Acrocylindrium oryzae. Posteriormente
Gams y Hawksw en los aflos 1975 y 1976 respectivamente, lo llamaron
Sarocladium oryzae. Estos mismos autores en 1956 identificaron a la especie
Sarocladium attenuatum, la que provocaba una sintomatologia similar a la
producida por S. oryzae. Sin embargo, estudios bioquimicos y morfogenéticos
realizados afios después concluyeron que ambas especies eran una sinonimia y
no dos agentes causales diferentes (Species Fungorum, 2012).

Esta especie se ubica en el Reino Fungi, Phylum Hongos mitospoéricos de la
Division Ascomycota, Subdivisibn Deuteromycotina, Clase Hyphomycete, Orden
Pleosporales, Familia Moniliaceae, Género Sarocladium y Especie Sarocladium
oryzae (Species Fungorum, 2012). El hongo produce un micelio blanco y
conidiéforos verticales con una o dos ramificaciones que se forman a partir del
micelio ligeramente engrosado y en sus extremos se forman los conidios, de forma
cilindrica y en ocasiones curvos, hialinos y unicelulares (Cruz et al., 2009a).

2.2.3. Sintomatologia

El hongo S. oryzae incide desde la etapa de cambio de primordio hasta la
emergencia de la panicula y llenado del grano. Los sintomas aparecen
principalmente en la vaina de la hoja bandera, manifestacion que provoca su
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pudricion y restringe la emergencia de la panicula. Las lesiones comienzan con
manchas blandas verdes amarillentas de forma eliptica e irregular de 0,5 cm a
1,6 cm que se funden para cubrir las nervaduras de la hoja hasta tomar una
coloracion gris a marrén (Ou, 1985; Katsuya, 2004; Lanoiselet et al., 2012). La
humedad alta incrementa la produccién de micelios y conidios los que toman una
coloracién blanco-algodonosa con un ligero tono rosaceo de apariencia a un
polvillo blanco-rosado en la vaina (Correa, 2007).

La intensidad del ataque resalta entre los 80 y 90 dias de germinado el cultivo en
la variedad de ciclo corto Perla de Cuba (Sandoval et al., 1999) y cercano a los
120 dias de germinado en la variedades de ciclo medio (Sandoval y Bonilla, 2001).
Este hongo fitopatdgeno se puede encontrar en la cubierta seminal, endospermo y
embrion del grano; el que causa decoloracion, manchas pardo rojizas, pardo
oscuras que llegan a converger hasta formar una necrosis total (Rivero et al.,
2010, 2012).

2.2.4. Epifitiologia

El micelio y los conidios son capaces de sobrevivir en residuos de cosecha y en la
semilla (Sandoval y Bonilla, 2001; Sandoval et al., 2002; Neninger et al., 2003;
Cruz et al., 2009a; Cristo et al., 2012). Investigadores como Deka y Phookan
(1992) informaron como hospedantes a las especies Echinochloa colonum (L) Link
(metebravo), Eleusine indica (L.) Gaertn. (pata de gallina) y Oryza rufipogon Griff
(arroz colorado) y Francis (1993) registré ataques severos en Bambusa vulgaris
Schrad ex Wendl. Afos mas tarde, Almaguel et al. (2008) evaluaron a

P. maximum (hierba guinea) como suscepto y Cruz et al. (2009b) mencionaron al
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cultivo del sorgo (Sorghum vulgare, Pers.) y a la especie arvense Echinochloa
crus galli (L.) Beauv. (arrocillo) como hospedantes secundarios de este hongo.
Correa (1997), hizo referencia a infecciones secundarias debido al indculo
transportado por el viento, aspecto que se agudiza en regiones con desérdenes
nutricionales por aplicacion excesiva de nitrégeno.

Este agente fitopatdgeno se encuentra por primera vez en Cuba asociado al acaro
S. spinki (Socorro y Almaguel, 1997; Ramos et al., 1998), lo que propicié que
numerosos investigadores estudiaran la bioecologia, hospedantes y métodos de
control de este tarsonemido (Almaguel y Botta, 2005b; Gamboa, 2006; Hernandez,
2006; Riveron et al., 2008), aspecto indispensable por su amplia distribucion en
todo el pais. En investigaciones realizadas por Vinod et al. (2009) y Nalini y
Manickavasagam (2011) confirmaron que las chinches Brevennia rehi Lindinger y
Leptocorisa acuta Thumb diseminan los conidios del hongo.

S. oryzae se ha encontrado asociado a mas de treinta especies de hongos y
bacterias que transmiten la enfermedad conocida como manchado del grano
(Rivero, 2008a; Cristo et al., 2012; Rivero et al., 2012), lo que propicia la
esterilidad y el vaneado de los frutos (Hernandez et al., 2011). Correa (2007) alego
la importancia del complejo 4caro-hongo-bacteria en la sucesion de un conjunto de
sintomas provocados por S. spinki, S. oryzae y Burkholderia glumae (Kurita y
Tabei) Urakami, quien propuso el estudio de los sintomas por separado.
Investigadores como Silva et al. (2011) demostraron la capacidad de un grupo de
aislados de S. oryzae y sus filtrados de cultivo en la inhibicién del crecimiento de

Magnaporthe oryzae Cavara y Rhizoctonia solani Kihn.
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Investigaciones realizadas por Sandoval et al. (2002) refirieron que este hongo
tiene una mayor incidencia entre los meses de mayo a julio, con temperaturas
Optimas entre 25°C y 35°C para el crecimiento micelial, esporulacion y
germinacion de los conidios, al comprobar su presencia en las socas después del
corte del campo con una intensidad de ataque en las vainas del 30,0%, un 32,0%
de paniculas afectadas por el manchado del grano, con un 90,0% de distribucion.
Para Pérez (2008), los mayores dafios en las siembras ocurrieron a partir de la
segunda quincena de abril y la menor en enero. Las lesiones por acaros e insectos
favorecieron su desarrollo, asi como altas densidades de siembra y una humedad
relativa superior al 70% (Sandoval et al., 2008).

2.2.5. Dafios

La pudricion de la vaina del arroz provocé afectaciones en la germinacion de las
variedades cubanas en un 32,7%, al retardar la germinacién entre siete y once
dias (Ramirez et al., 2008). Estudios realizados por Cruz et al. (2008) notificaron
reducciones de la germinacion (8,0% al 15,0%), de la longitud de la raiz y el tallo
en plantulas (1,5 cm y 1,3 cm) con afectaciones hasta el 100% en las variedades
INCA LP-5 y Jucarito-104. Gajre et al. (2013) anunci6é una disminucion de la masa
de la semilla de arroz en un 41,4% por S. oryzae en el cultivar Gurjari.

Se han registrado dafios severos en cultivares en trece localidades productoras de
arroz en Venezuela (Jayaro et al., 2008); Garcia et al. (2008) enmarcaron sus
estudios en La Habana con una incidencia en la variedad Perla de Cuba del 70,0%
y el 57,5% en la vaina y la panicula respectivamente, con un 80,0% del manchado

del grano y una disminucién en el rendimiento de 1,2 t ha™. Otros registros sobre
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la susceptibilidad de esta variedad a este hongo patdégeno lo realizaron Sandoval
et al. (2008) durante las siembras en frio y primavera con infecciones en la vaina
de la hoja bandera entre 48,0% y 60,0%, las que pueden llegar al 80,0% o0 mas en
los meses de mayo a julio. Investigaciones realizadas por Pérez (2008) hicieron
hincapié en las afectaciones severas en las etapas de floracion y fructificacion en
trece variedades en Camaguey, entre las que se incluye Perla de Cuba.

2.3. Aiiublo o tizén del arroz. Agente causal Pyricularia grisea Sacc. Estado
perfecto (Teleomorfo) Magnaporthe grisea (Hebert) Barr
2.3.1. Distribucién e importancia

El tizén del arroz se considera la enfermedad mas destructiva y de mayor
diseminacién a nivel mundial, registrada en todos los paises donde se cultiva este
grano (Jo, 2005; Céardenas et al., 2009). Fue la principal causa de la reduccion de
los rendimientos en los estados Parana, Sdo Paulo y Mato Grosso del Sul en
Brasil (Montan et al., 2009) y en Portuguesa, Venezuela (Pieters et al., 2011).

En Asia, ha provocado afectaciones en los ultimos 300 afios, con su primera
incidencia en Japon en 1704, con pérdidas de mas de 55 billones de dodlares
anuales, razones que propiciaron los primeros estudios de secuenciacién de su
genoma (Dean et al., 2005). En la India, ha provocado reducciones del 50,0% de
las producciones (Archana y Prakash, 2013).

El afiublo del arroz es una enfermedad criptogamica compleja, debido a la
variabilidad patogénica y a la rapidez con que el hongo vence la resistencia de la
planta (Infoagro, 2012; Rodrigues et al., 2012). En Cuba, es considerada la
principal enfermedad fungica (Cardenas et al., 2010) e incide en todas las épocas

de siembra y provincias (Rodriguez et al., 2010). En Pinar del Rio, Cristo et al.
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(2012), destacaron la alta variabilidad de las variedades tolerantes o resistentes a
las razas de este hongo fitopatégeno, lo que confirma que en Cuba no existen
cultivares resistentes a todos sus patotipos, sino resistentes a determinadas razas,
al constituir patodermos verticales para el fitomejoramiento.

2.3.2. Taxonomia

Los estudios taxondmicos del agente causal del tizon del arroz son controvertidos,
Couch y Kohn (2002) refirieron que M. grisea forma parte de un complejo de
especies que contiene al menos dos organismos biolégicos que tienen claras
diferencias genéticas y no se han cruzado, identificados como M. grisea y
M. oryzae. Sin embargo, Index Fungurun (2012) hizo alusion a estos dos agentes
causales como una sinonimia, ademas de clasificarlos anteriormente con otros
nombres cientificos como Ceratosphaeria grisea Hebert, Dactylaria grisea (Cooke)
Shira, Dactylaria oryzae (Cavara) Sawada, Phragmoporthe grisea (Hebert) Monod,
mientras que en su estado imperfecto (anamorfo) se identifica como Pyricularia
grisea Sacc o por su sinonimia Pyricularia oryzae Cavara.

Su fase imperfecta se ubica en el Reino Fungi, Phylum Hongos mitosporicos,
Division Ascomycota, Subdivisién Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Orden
Magnaporthales, Familia Magnaporthaceae, Género Pyricularia y la Especie
Pyricularia grisea Sacc (Index Fungorum, 2012). Las investigaciones de Jo (2005),
Santamarina et al. (2005) y Zhang (2012) refirieron que en la naturaleza el estado
perfecto (teleomorfo) no se desarrolla y solo se logra su multiplicacion a nivel de
laboratorio, por lo que en condiciones de campo solo provoca la enfermedad el

agente patégeno P. grisea.

17



Revision bibliogrdfica

Esta especie posee conididforos simples, tabicados y de color parduzco. Estos
nacen solitarios 0 en grupos de tres y llevan en sus extremos los conidios con
formacion simpodial. Estos son hialinos, piriformes y estan divididos en forma
equidistante por dos septos que dan lugar a tres células. El estado perfecto se
produce en un medio de cultivo artificial por cultivo doble de aislados heterotalicos.
El peritecio es lustroso de color oscuro con un largo cuello y con un gran niamero
de ascas que normalmente contienen ocho ascosporas. La ascospora es
fusiforme, de 21,0 um x 6,0 um y posee cuatro células (Correa, 1997).

2.3.3. Sintomatologia

El hongo afecta todas las partes aéreas de la planta (hojas, nudos y entrenudos
del tallo, el cuello de la panicula y los granos) e incide en dependencia de las
condiciones ambientales desde los 15 dias de germinado hasta el momento de la
cosecha (Rodriguez et al., 2006).

Las lesiones varian desde pequefios puntos de color café hasta rombos o
diamantes de color verde oliva o gris, rodeados por un halo mas claro con bordes
de color pardo. Estas pueden crecer hasta unirse y cubrir toda la hoja, hasta
causar la muerte de la planta. La forma, color, tamafio y nimero de las lesiones
varian segun las condiciones ambientales, la edad de la planta y el grado de
susceptibilidad de la variedad. Alrededor de los nudos y entrenudos de los tallos
se extienden manchas de color café oscuro en forma de anillo que pueden
producir un estrangulamiento de los primeros. Cuando este se infecta, el pulvinulo
de la vaina foliar se pudre y se parte, al quedar unido a la vaina por el septo

(Katsuya, 2004; Prabhu et al., 2009; Bayer S. A., 2010).
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Esta enfermedad ataca al cuello de la hoja y panicula (Catal4 et al., 2011), con
lesiones que provocan el vaneamiento total de la inflorescencia. Si el ataque se
presenta durante la floracion y la agresion persiste en el estado lechoso del grano,
la maduracion se anticipa y se forman granos vanos (Hernandez et al., 2010).

2.3.4. Epifitiologia

La enfermedad se ha encontrado en todos los agroecosistemas arroceros y su
presencia esta favorecida por periodos de alta humedad relativa y de rocio, lluvias
prolongadas, una excesiva fertilizacion nitrogenada y por la susceptibilidad de las
variedades. Para Bedendo (1997), la temperatura éptima para la esporulacion de
P. grisea es 28°C, aunque a temperaturas entre 10°C y 35°C se ha manifestado
este proceso. Este autor refiere que la produccion de conidios y el desarrollo del
micelio es favorecido cuando la humedad relativa es elevada (>90%) y la infeccién
se acentla cuando existe una alternancia de noches frias (20°C) y dias calurosos
(32°C - 35°C), con altos porcentajes de humedad relativa (>90%).

Por otro lado, Castejon (2008) obtuvo altos valores de infeccion y expulsion de
conidios con un 95% de humedad relativa a una temperatura media entre 26°C y
27°C. La intensidad de la luz solar influyé en el crecimiento micelial, germinacion
conidial y la formacion del tubo germinativo, procesos que se afectan al ser esta
elevada y favorecidos cuando existe una alternancia de luz y oscuridad (Correa,
1997), el ataque se agudiza por la aplicacion o retraso de la fertilizaciéon
nitrogenada (Meneses et al., 2008).

Correa (1997), sefala que una vez depositado el inéculo (conidios) en la superficie

de la planta y si las condiciones climaticas son favorables, el conidio forma el tubo
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germinativo y el apresorio penetra en el interior de la planta a través de la cuticula,
epidermis y por los estomas, al colonizar las hifas a los tejidos vegetales, lo que
trae consigo la muerte de las células por las accién de las fitotoxinas. La
produccion de conidios se ve favorecida por un incremento del periodo de rocio.
Investigaciones realizadas por Neninger et al. (2003) refirieron que la enfermedad
se transmite por semillas y por restos de la planta de arroz, a través de medios
mecanicos y especies de plantas susceptos. La diseminacion de las estructuras
infectivas ocurre principalmente a través del viento (Almaguer et al., 2008; 2012),
ademas los conidios y micelios se transportan en el agua y por los insectos.

El hongo fitopatégeno P. grisea posee una amplia gama de susceptos en especies
de plantas poaceas (Boletin de Vigilancia Fitosanitaria, 2012), como Setaria italica
(L.) P.B. (millo menor), Stenotaprhum secundatum (Walt.) Kuntze (pasto colchon),
E. crus galli, Brachiaria extensa Chase (césped blanco), Bromus catharticus Vahl
(pasto de perro), D. sanguinalis, E. colonum, L. hexandra, Paspalum acuminatum
Raddi (lengua de pavo), Panicum dichotomiflorum Michx (pasto bruja), Pennisetum
purpureum Schumach (pasto elefante), Setaria glauca (L.) P.B. (rabo de zorro) y
Lolium perenne L. (pasto centeno perenne) (Gutiérrez et al., 2000).

Se ha informado dafios severos en Eleusine coracana (L.) Gaertn (millo africano)
(Talbot, 2003) y cebada (Pontes, 2004). Felipe et al. (2005) observaron sintomas
en Paspalum fimbriatum H.B.K. (paspalum panamefio), Festuca arundinacea L.
(festuca cafosa) (Jo, 2005) y Cenchrus ciliaris L. (pasto buffel) (INIFAP, 2006).
Ademas, se encontré en semillas y en la filosfera del trigo (Seiiti et al., 2007;

Kobayasti y Pellozo, 2011).
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2.3.5. Dafios

Los dafios provocados por el tizén del arroz han sido publicados por Alvarez
(2008) al hacer referencia a una alta sensibilidad de cultivares isogénicos ante la
raza 003 de P. grisea en Japdén. Ese mismo afio, Cardenas et al. (2008a)
informaron afectaciones de 43,4% en mas de 11 mil hectdreas sembradas en
Pinar del Rio durante los afios 2004 al 2006 y Cardenas et al. (2008b) hicieron
alusion a un 48,8% de vaneado del grano en variedades de ciclo corto.

En esta misma region, Cristo et al. (2006) informaron la susceptibilidad de la
variedad Perla de Cuba a este agente patdégeno y Hernandez et al. (2009b)
obtuvieron resultados similares con esta variedad en Camaguey, con indices de
vaneo que superan el 15,0% y una disminucion del rendimiento en mas de
1,0 t ha™. Alves et al. (2011) confirmaron pérdidas en los rendimientos del 100% y
Gomez (2011) demostré la alta correlacion entre la densidad de poblacion y la
incidencia de este hongo fitopatdgeno, con un incremento por encima del 40,0%
de esta ultima a medida que aumenta el marco de plantacion. Padron (2011)
informé un 17,9% de intensidad severa en el ataque de esta enfermedad.

2.4. Préacticas de control de las enfermedades mancha parda, pudricién de la
vainay tizén del arroz
2.4.1. Control agronémico

Almaguer et al. (2008, 2009), sefialaron la aplicacion de estudios aeromicolégicos
de los conidios de estas tres especies de hongos como método preventivo de
control. Castejon (2008) hizo alusion a la temperatura y humedad relativa como
elementos que permitieron deducir las afecciones de P. oryzae y Gutiérrez et al.

(2010) enfatizaron en el manejo de estos hongos a través de los estudios
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epifitiologicos. Bregaglio et al. (2013) demostraron el uso de modelos matematicos
gue predicen las variaciones del clima y las afectaciones de agentes fitopatdgenos
como B. oryzae y P. grisea en un rango de 20,0% a 100%.

Otro elemento es el manejo del agua, debido a que el estrés hidrico en las fases
vegetativa, reproductiva y de maduracién en el arroz provocaron susceptibilidad
(Cristo et al., 2012). La fertilizacién es fundamental en la tolerancia de las plantas
a estas enfermedades. Zanéo et al. (2010) y Moreira et al. (2013) refirieron que las
plantas en suelos con desbalances nutricionales son mas propensas al ataque de
B. oryzae y Muhammad et al. (2009) obtuvieron bajos indices de la enfermedad al
aplicar estiércol. Dallagnol et al. (2011b) sefialaron la activacion de mecanismos
de defensa por la aplicacion de silicio en plantas infectadas.

Las plantas en siembra directa, son mas vulnerables que las plantadas por
trasplante, al ataque de estas enfermedades en la fase de maduracion, con un
mayor porcentaje de granos vanos (Torres y Alcantara, 2009). Otra alternativa
importante a nivel mundial para su control es el uso de variedades resistentes en
paises como Venezuela, Nicaragua e India (Arnao et al., 2008; Oviedo y Treminio,
2008; Palacios y Pauth, 2008; Revathy et al., 2009; Narayana et al., 2011; Pieters
et al., 2011). En Cuba, se emplearon metabolitos de S. oryzae para discriminar
cultivares de arroz (Cruz et al., 2009a) y se evalud la respuesta de variedades
ante B. oryzae y S. oryzae asociados al manchado del grano (Rivero et al., 2011).
Esta variante la aplicaron cientificos que estudiaron la resistencia varietal contra
P. grisea (Cardenas et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Avila et al., 2011; Padron

et al., 2011; Rojas et al., 2011; Suarez et al., 2011).
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2.4.2. Control quimico

Entre los fungicidas mas empleados se encuentran Azoxistrobina, Azoxistrobina+
Ciproconazol, Procloraz, Triadimenol+Tebuconazol (Yamashita et al., 2010;
Kunova et al., 2012). Los agentes fitopatbgenos B. oryzae y P. grisea estan
listados como resistentes a fungicidas lo que obliga al uso de nuevas alternativas
de control menos agresivas a los agroecosistemas arroceros (FRAC, 2006). Pérez
et al. (2009a) refirieron a Triadimenol+Tebuconazol, Azoxistrobina, como los mas
eficientes sobre S. oryzae y P. grisea y Hernandez et al. (2011) y Arshad et al.
(2013) recomendaron a Procloraz+Cloruro de Manganeso y Metalaxil como los
mas efectivos contra B. oryzae.

2.4.3. Control con sustancias naturales

Los compuestos bioactivos de plantas han sido probados en el control de agentes
nocivos por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antimutagénicas
(Diaz, 2011). Shabana et al. (2008) revelaron el uso del acido salicilico, acido
benzoico e hidroquinona en el control de la mancha parda del arroz. Cruz y Rivero
(2009) utilizaron una emulsién del aceite extraido de semillas de Nim (Azadirachta
indica A. Juss) contra S. oryzae. Rivero et al. (2010) y Gomez y Reis (2011)
emplearon acido jasmonico y quitosana en el control de B. oryzae y P. oryzae.
Inagaki et al. (2013) demostraron la inhibicion de B. oryzae y P. grisea por
saponinas de Avena sativa L. y Plodpai et al. (2013) los controlaron con

diclorometano de las hojas de Desmos chinensis Lour.
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2.4.4. Control biolégico

Anacker et al. (2010) hicieron referencia al uso de Bacillus subtilis (Ehrenberg)
Cohn y rizobacterias en el control de B. oryzae. Otros autores como Acebo (2008),
Bag et al. (2010) y Hernadndez et al. (2014) utilizaron Pseudomonas fluorescens
(Trevisan) Migula en el control de P. grisea y S. oryzae. Sin embargo, el género
mas empleado contra hongos fitopatégenos de cultivos es Trichoderma Persoon
ex Gray, debido a su alta plasticidad y a su amplio espectro de mecanismos de
accion (Infante et al., 2009), aunque solo existen antecedentes de la aplicacién de
Trichoderma spp. en el control de P. grisea en viveros de arroz en Venezuela
(Nufiez y Pavone, 2014) y su estudio en Cuba solo se limita al control in vitro de
P. grisea (Alarcon et al., 2005) y B. oryzae y S. oryzae (Martinez et al., 2013).

2.5. Trichoderma como agente de control biolégico
2.5.1. Distribucion e Importancia

Trichoderma es un hongo antagonista, que se ha encontrado de manera natural
en numerosos sistemas agricolas, ampliamente distribuido en diferentes habitat,
de comportamiento oportunista capaz de establecer simbiosis no virulenta con las
plantas (Harman et al., 2004). Su control eficaz radica en la capacidad
reproductiva, plasticidad ecolégica, efecto estimulante sobre los cultivos y su
accion como inductor de la resistencia sistémica en plantas (Infante et al., 2009)
2.5.2. Clasificacion taxondmica de Trichoderma harzianum Rifai

Esta especie fue descrita por primera vez por Rifai (1969) quien propuso otras
como T. piluliferum Webster & Rifai, T. polysporum (Link ex Pers) Rifali,
T. hamatum (Bon) Bain, T. koningii Rifai, T. aureoviride Rifai, T. longibrachiatum
Rifai, T. pseudokoningii Rifai y T. viride Pers ex S. F Gray. Sin embargo, los
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estudios de biologia molecular de Druzhinina et al. (2006) refieren que el taxa en
Trichoderma se ha incrementado de nueve a mas de cien especies.

Para Samuels (2006), su estado teleomorfo es muy poco frecuente y se ubica en
el Género Hypocrea. Su estado asexual se encuentra en la Division Ascomycota,
Subdivision Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Orden Hipocreales, Familia
Hypocreaceae, Género Trichoderma, Especie T. harzianum Rifai (Guilcapi, 2009).
2.5.3. Mecanismos de accion

Segun Martinez et al. (2013), Trichoderma ha mostrado efecto sobre hongos
fitopatdgenos a través de varios mecanismos de accién, los que no son
mutuamente excluyentes y pueden variar segun el patégeno y la cepa a utilizar.
2.5.3.1. Competencia

El mecanismo de accion de competencia fue definido como el comportamiento
desigual de dos o mas organismos ante un mismo requerimiento (Vega, 2001) y
su efectividad se debe a la alta velocidad de crecimiento y desarrollo (Fernandez —
Larrea, 2001). Trichoderma, establece competencia por el nitrégeno, hierro,
carbohidratos no estructurales como almidén, celulosa, quitina, pectina y
microelementos. Su aplicacion se ha generalizado contra hongos fitopatégenos del
suelo, sin embargo se ha demostrado su eficacia sobre Mycosphaerella fijiensis
Morelet agente causal de la Sigatoka Negra (Arzate et al., 2006).

A nivel mundial existen mas de cincuenta productos biolégicos en base a
Trichoderma, de ellos un 68,0% actua por competencia y antibiosis, un 15,0% por
competencia, 8,0% por competencia, antibiosis y lisis y un 5,0% por

hiperparasitismo. Algunos incluyen la resistencia inducida y la promocion del
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crecimiento, de éstos un 68,0% va dirigido a hongos fitopatdogenos de suelo, solo
un 20,0% a enfermedades aéreas y el resto a enfermedades postcosecha (Rangel
et al., 2010).

2.5.3.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo ha sido definido como el ataque directo de un hongo sobre
otro. Este mecanismo se presenta en cuatro etapas: La primera como
quimiotropismo y consiste en el crecimiento positivo del antagonista sobre el
suscepto por la exudacién de sustancias de este Ultimo. Entre estas sustancias se
han encontrado enzimas hidroliticas, aminoacidos y azuUcares, composicion
quimica que depende del tipo de hospedante, lo que demostré que Trichoderma
pueden detectar a distancia a sus posibles susceptos (Harman et al., 2004; Lorito
et al., 2006; Woo y Lorito, 2007; Reyes, 2011).

La segunda etapa es el reconocimiento, que est4 determinada por el tipo de
agente patégeno y la cepa del antagonista. Autores como Guédez et al. (2012) y
Dominguez (2013) evaluaron aislamientos de Trichoderma sobre especies de
Rhizoctonia con un resultado diferencial en su control. Conclusiones similares
obtuvieron Reyes et al. (2006a), Martinez et al. (2010) y Rivero et al. (2010) sobre
diversos hongos fitopatégenos del arroz.

Asimismo, LoOpez et al. (2011) argumentaron que el micoparasitismo esta
relacionado con la expresion génica, dado por diversos genes que codifican la
produccion de las enzimas quitinasas, proteasas y B-glucanasas. A esta etapa le
precede la de adhesion y enrollamiento, que ocurre cuando el reconocimiento es

positivo y las hifas del antagonista se adhieren a las del hospedante a través de la
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formacion de ganchos y apresorios, facilitado por la produccion de carbohidratos
por el antagonista y de lectinas por el patdgeno lo que favorece la asociacion
(Harman et al., 2004).

La cuarta etapa corresponde a la actividad litica y consiste en la produccion de
enzimas que degradan la pared celular del patogeno y facilitan la penetracion de
las hifas de Trichoderma. En los ultimos 20 afios se han purificado enzimas que
forman parte de los grupos principales nombrados en la etapa anterior (Viterbo
et al., 2002; Michel et al., 2005; Harman et al., 2006; Martinez et al., 2013).

2.5.3.3. Antibiosis

Se considera como el mecanismo de accion directa de antibidticos o metabolitos
toxicos producidos por un microorganismo con accién sobre otro y esta ligada a
enzimas propias del proceso de micoparasitismo, que disuelven polimeros
estructurales de la pared celular de los hongos (Singh et al., 2002).

Las especies de Trichoderma secretan enzimas hidroliticas como glucanasas,
quitinasas y proteasas que hidrolizan componentes de la pared celular de hongos
como Sclerotium rolfsii Sacc, Rhizoctonia solani Kihn y Pythium sp, (Gonzalez
et al.,, 2011). Las glucanasas degradan los B-glucanos y son clasificadas en dos
grupos segun los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato, identificados
como exo-B-glucanasas y hongos patdgenos contienen quitina, compuesto
hidrolizado por las enzimas quitinasas producidas por Trichoderma (Martinez et
al., 2008).

Los metabolitos fueron s6lo materia de interés para los quimicos organicos que se

ocupaban de su aislamiento, identificacién y sintesis, pero no de aspectos como el
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metabolismo del hongo o sus interacciones ecolégicas (Cardoza et al.,, 2005).
Estas moléculas se clasificaron por su origen biosintético y su estructura quimica y
se encontraron dos grupos principales. El primero incluye a metabolitos de alto
peso molecular que encierran a peptaiboles (Szekeres et al., 2005) y el segundo a
metabolitos de bajo peso molecular y volatiles que incluyen compuestos
aromaticos sencillos, algunos poliquétidos como pironas y butendlidos, terpenos
volatiles de tipo isociano y sustancias relativamente no polares como la
6-pentil-a-pirona (Vinale et al., 2008; Daoubi et al., 2009).

2.5.3.4. Otros mecanismos de accion

Entre otros mecanismos de Trichoderma se encuentran su capacidad como
promotor del crecimiento vegetal por la secrecion de compuestos entre ellos se
encuentran el 4cido glucdnico, citrico o fumarico que participan en el metabolismo
de fuentes de carbono como la glucosa, que alternadamente pueden solubilizar
fosfatos, hierro, magnesio, manganeso, con un efecto en numerosos cultivos
(Harman et al., 2004; Pérez et al., 2009b; Bécquer et al., 2013).

Este antagonista induce mecanismos de defensa, fundamentados en el
incremento de enzimas y metabolitos como la fenil-alanina y la amonio-liasa
implicados en la biosintesis de fitoalexinas, las que se producen al establecerse en
las raices y hojas de las plantas (Gomez y Reis, 2011; Simbaqueba, 2011). Entre
estos mecanismos de defensa se encuentran las resistencias sistémica inducida y
sistémica adquirida; basadas en la produccién de elicitores como xilanasas,
peptaiboles, cerato-plataninas entre otros, que inducen sefiales de transduccion

como via para la produccion de fitohormonas tales como acido salicilico, acido
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jasmoénico, etileno y &acido abscisico (Harman et al.,, 2004; Vinale et al., 2008;
Moreno et al., 2009; Shoresh et al., 2010; Druzhinina et al., 2011; Hamidreza et al.,
2013).

La desactivacion de los factores de patogenicidad de los hongos fitopatégenos por
Trichoderma constituye un mecanismo indirecto poco estudiado, basado en anular
el modo de accion del agente patégeno. Shanmugan et al. (2001) informaron la
excrecion de la enzima a-glucosidasa por T. viride que degrada una fitotoxina
asociada R. solani en el arroz.

2.6. Accion de Trichoderma y sus filtrados de cultivo en el control de hongos
fitopatogenos

El uso de T. harzianum (cepa A-34) tiene su inicio en la Ultima década del
siglo XX, en el control de hongos fitopatégenos en tabaco (Nicotiana tabacum L.) y
hortalizas (Stefanova y Fernandez, 1995). A partir de 1990, investigaciones que
tuvieron como base a esta biopreparado (Tricosave A-34), demostraron los
mecanismos de accion de adherencia y enrollamiento, fragmentacion a nivel de
septo, con introduccién interna posterior en los micelios. Los metabolitos de este
antagonista afectaron el desarrollo micelial y provocaron deformaciones,
desplazamiento del contenido citoplasmaético, afinamiento y lisis de la pared celular
(Stefanova et al., 1999), y se profundizé en los métodos de aplicacion (Stefanova
2007a, 2007b).

El estudio de las condiciones que favorecen la produccion de filtrados de cultivo de
T. harzianum (cepa A-34) con actividad antifungica sobre hongos fitopatogenos
foliares del arroz no ha sido estudiado. Para ello es necesario experimentar en un
conjunto de factores como el tiempo de incubacién, medio y condicion de cultivo,
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pH, temperatura, entre otros, que le permitan a la cepa del antagonista las
condiciones 6ptimas para producir estas sustancias.

Autores como Martinez y Solano (1995) estudiaron los filtrados de cultivo de seis
aislados de Trichoderma en interaccion con cuatro medios de cultivo en el control
de Alternaria solani (Ellis y Martin) Jones y Grout incubados a 28°C por 30 d, bajo
condicion estatica a un pH de 5,5 con el mejor resultado para el medio de cultivo
Caldo de Papa Dextrosa. Lorito et al. (2010) caracterizaron enzimas a partir de
filtrados de T. harzianum incubados a 25°C en medio de cultivo Richard
Modificado bajo agitacién, sobre la esporulacion y el crecimiento micelial de
Botrytis cinerea Pers.

Por su parte, Reyes et al. (2007) obtuvieron taninos y polifenoles de Trichoderma
spp. en medio de cultivo Melaza-Levadura bajo estatico+agitado contra Aspergillus
flavus Link ex Fr. y Magdama (2010) obtuvo un 100% de control de Moniliophthora
roreri Ciferri & Parodi en cacao (Theobroma cacao L.).

Diversos autores utilizaron a Trichoderma spp. en el control in vitro de los agentes
patdgenos del arroz B. oryzae, S. oryzae y P. grisea en Cuba, sin embargo, no
existen estudios que refieran al uso de T. harzianum (cepa A-34) in vivo, asi como
la determinacion de las condiciones de cultivo para la obtencién de sus filtrados
con actividad antifungica sobre el crecimiento micelial, esporulacion y germinacion
conidial de estos hongos fitopatdgenos foliares del arroz, aspectos que sientan las

bases para su aplicacion futura en campo.
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3. MATERIALES Y METODOS
La investigacion se desarrollé en los laboratorios de Microbiologia Agricola y
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias; en la casa de cultivo del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP), ambos centros pertenecientes a la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV) en Villa Clara, Cuba; y en
la Unidad Cientifica y Tecnolégica de Base “Ruta Invasora” en el municipio
Vertientes, provincia Camaguley, estacion experimental adscripta al Instituto de
Investigaciones de Granos, en el periodo comprendido entre 2009 y 2013.
Los aislados monospoéricos de B. oryzae (Bo 35-09), S. oryzae (So 11-09) y
P. grisea (Pg 27-09) altamente patogénicos, provinieron del cepario del Laboratorio
Provincial de Sanidad Vegetal de Camaguey e identificados de acuerdo con las
claves micolégicas correspondientes (CMI, 1983). Como antagonista se utilizé la
cepa A-34 de T. harzianum perteneciente al Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal (INISAV).
3.1. Evaluacién de la capacidad antagénica de T. harzianum (cepa A-34)
sobre B. oryzae, S. oryzae y P. grisea
El in6culo de B. oryzae y S. oryzae se preparé con siete dias de antelacién en
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)-Biocen a un pH 5,5 e incubado a
27+1°C en oscuridad. Para P. grisea se obtuvieron inéculos con 15 d en medio de
cultivo Agar Salvado de Arroz (ASA) estéril en el mismo rango de temperaturas de
los hongos fitopatdgenos mencionados. El antagonista T. harzianum se obtuvo con

72 horas (h) de crecimiento en medio de cultivo (PDA)-Biocen.
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Para evaluar el efecto antagonico se tomaron discos de 10,0 mm de los
aislamientos de cada hongo fitopatdogeno y del antagonista y se depositaron en
placas Petri de 90,0 mm de diametro, con medio de cultivo (PDA)-Biocen a pH 5,5
e incubados a una temperatura de 27+1°C en oscuridad. Las siembras se realizaron
por el método de cultivo dual (Bell et al., 1982) y se siguieron las indicaciones de
Rincon et al. (1992).

Se evaluaron los mecanismos de accibn de competencia por espacio,
micoparasitismo y antibiosis ejercidos por T. harzianum (cepa A-34) sobre los
agentes fitopatdgenos B. oryzae, S. oryzae y P. grisea.

Para el mecanismo de accion por competencia se utilizd6 un disefio
completamente aleatorizado para cada hongo fitopatégeno, en el que se
ensayaron los tratamientos 1l.Interaccion T. harzianum — hongo patégeno y
2.-Control (hongo patdgeno), replicados cinco veces cada uno. Se midié con una
regla graduada el crecimiento radial de las colonias de cada hongo fitopatégeno
en interaccion con el antagonista y de los controles a partir de las 24 h, hasta que
uno de los microorganismos en enfrentamiento cubriera toda la placa.

La capacidad antaglnica se determiné a través de la escala de cinco grados de
Bell et al. (1982) (Tabla 1) y el efecto del agente de biocontrol sobre el crecimiento
micelial de cada hongo fitopatdgeno se comprob6 a través del Porcentaje de
Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR) mediante la formula de Samaniego et al.
(1989), PICR= [(R1-R2)/R1] x100. Donde R1 es el crecimiento radial del control y

R2 es el crecimiento radial del hongo patdégeno en interaccion con el antagonista.
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Tabla 1. Escala para la determinacion de la capacidad antag6nica de los

microorganismos

GRADO CAPACIDAD ANTAGONICA

1 El antagonista crece completamente sobre el patégeno y cubre
totalmente la superficie del medio de cultivo

2 El antagonista crece las dos terceras partes de la superficie del
medio de cultivo

3 El antagonista y patégeno colonizan la mitad de la superficie del
medio de cultivo y ninguno de los dos domina sobre otro

4 El patdgeno coloniza al menos las dos terceras partes de la
superficie del medio de cultivo

5 El patdgeno crece por encima del antagonista y ocupa casi toda la

superficie del medio de cultivo

Para evaluar el mecanismo de accibn por micoparasitismo se tomaron
fragmentos de micelio de la zona de interaccién a partir de que existiera contacto
entre las hifas de T. harzianum y las de cada agente fitopatbgeno. Se observo el
tipo de interaccion hifal (enrollamiento, penetracion, vacuolizacion y/o lisis) al
microscopio 6ptico marca Motic con aumento de 400x, mecanismo que fue
documentado graficamente por medio de una camara digital marca Canon.

Se evalué el efecto antibiotico de T. harzianum sobre los agentes fitopatégenos a
través del PICR en cultivo dual a las 24 h, momento donde no existia contacto

fisico entre las hifas del antagonista y de los agentes patogenos.
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3.2. Determinacion de las condiciones para la obtencién de filtrados de
cultivo de T. harzianum con actividad antifungica sobre B. oryzae, S. oryzae

y P. grisea

3.2.1. Efecto del tiempo de incubacién, medio y condicién de cultivo en la

obtencion de filtrados de T. harzianum con actividad antifiUngica

Para la realizacion de estos experimentos se utilizaron Erlenmeyer estériles de
250,0 mL en los que se vertié 100 mL de los medios de cultivo liquidos Caldo de
Papa Glucosado, Czapek, Richard y Fries (Anexo 1) a un pH de 5,5 con la
utilizacion de NaOHc) Y HClag) @ 0,1 M. En cada frasco se inocul6é un disco de
10,0 mm de didmetro de cultivos de 72 h de crecimiento micelial de T. harzianum
(cepa A-34) y se sometio a un proceso de incubacion en oscuridad durante 10, 20
y 30 d a 28+1°C. La incubacion se realiz6 bajo dos condiciones de cultivo: estatico y
agitado, esta ultima mediante una zaranda orbital marca Gerhardt a una velocidad

de agitacion de 120xg y temperatura de 28+1°C.

Pasado cada tiempo de incubacion, los cultivos de T. harzianum obtenidos de las
24 combinaciones de los factores tiempo de incubacion, medio y condiciéon de
cultivo (Figura 1), fueron filtrados al vacio, para ello se utiliz6 papel de filtro
Whatman # 1 colocados en el interior de embudos de porcelana, los que se
acoplaron a quitasatos y estos a una bomba de vacio marca SCOLI. El resultado
final del filtrado de cada combinacion se centrifugd en tubos Vortex (VF2) con una
centrifuga (Heal Force) a una velocidad de 16 000xg durante 30 minutos (min) a

28°C, se desecharon las estructuras del hongo y se utilizé el sobrenadante; el
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fluido fue filtrado con el empleo de filtros milipore a través de membranas de
0,22 pum en un flujo laminar de tipo vertical (FASTER Bio 60), los que fueron

refrigerados a 4°C.

Filtrado

[li[s} Mz M3 M

FEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREERE

Figura 1. Esquema de obtencion de filtrados de Trichoderma harzianum (A-34)
a través del estudio de los factores medio de cultivo, tiempo de incubacién y

condicién de cultivo

Factor Medio de cultivo: MC1-Caldo de Papa Glucosado; MC2-Czapek; MC3-Richard; MC4-Fries
Factor Tiempo de incubacion: TI1-10 d; T12-20 d; TI3-30 d
Factor Condicidn de cultivo: CC1-Estatico; CC2-Agitado

3.2.1.1. Inhibicién del crecimiento micelial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea
por filtrados de cultivo de T. harzianum

Se emplearon placas Petri de 90,0 mm de diametro, contentivas con medio de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA)-Biocen, con cuatro discos de 5,0 mm de
diametro de cada hongo patégeno en los extremos (se siguié el procedimiento
descrito en el epigrafe 3.1.referente a las condiciones de obtencion del indculo) y

en el centro un disco de papel de filtro estéril (del mismo diametro) embebido con
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filtrados obtenidos de cada cultivo segun lo descrito en el epigrafe 3.2.1. Se
probaron para cada hongo patégeno por separado diluciones de filtrados al 25,0%,
50,0%, 75,0% y 100% (filtrado bruto) (v/v) y un control con agua destilada estéril,
replicados 20 veces (Cercds, 1957). Las placas Petri se incubaron a 27+1°C en
oscuridad; y se midio el radio de las colonias de cada agente fitopatdgeno a las
24, 72,120 y 168 h con el empleo de una regla graduada; con los datos obtenidos
de las mediciones se determiné el PICR segun Samaniego et al. (1989).

Los experimentos se montaron a través de un disefio completamente aleatorizado
y el procesamiento estadistico se cometio con el paquete SPSS version 15,0 para
Windows, a través de un experimento factorial (Factor 1: Tiempo de incubacion,
Factor 2: Medio de cultivo, Factor 3: Condicidon de cultivo, Factor 4: Dilucion de
filtrados de cultivo) para cada hongo patégeno en estudio. Se efectué un analisis
descriptivo a través de una comparacién individual de cada uno de los factores.
Los datos obtenidos del PICR de cada agente patdgeno al no cumplir con las
condiciones de las pruebas de Normalidad y de Homogeneidad de Varianza, se
realizaron analisis de los datos de cada factor para determinar la mejor respuesta
de cada uno de sus niveles.

Para ello se utilizaron pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis
a un 5,0% de significacion. Los niveles que manifestaron significacion estadistica
del factor analizado fueron escogidos mediante la técnica de seleccion de casos
para determinar el mejor comportamiento en el siguiente factor. Proceso que se

siguio hasta calcular las mejores variantes de los cuatro factores estudiados.
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3.2.1.2. Inhibicién de la esporulacion de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea por
filtrados de cultivo de T. harzianum

Para el cumplimiento de este objetivo se siguid el disefio y tipo de experimento
descrito en el epigrafe anterior. La inhibicion de la esporulacion de B. oryzae y
S. oryzae por los filtrados de T. harzianum, se determiné a partir de transcurridos
siete dias de iniciados los experimentos de inhibicion del crecimiento micelial, bajo
condiciones de oscuridad continua durante el periodo de incubacion. En el caso de
P. grisea las placas Petri se sometieron a alternancia de luz fluorescente-
oscuridad de 12 h y se evaluaron a partir de los 15 d.

Posteriormente a cada placa Petri con los micelios de cada agente patégeno se
afiadieron 10,0 mL de agua destilada estéril y se removié con una espatula de
Drigalsky, se montaron tres réplicas y se determind la concentracion de conidios
mediante la camara de Neubauer.

Los datos obtenidos se transformaron a través de la expresion Logio(x+10) (Lerch,
1977) y se procesaron de acuerdo al procedimiento descrito en el epigrafe 3.2.1.1.
3.2.1.3. Inhibiciéon de la germinacién conidial de B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea por filtrados de cultivo de T. harzianum

Para determinar la inhibicién de la germinacién conidial se tomaron placas Petri de
90,0 mm de didmetro con medio de cultivo PDA-Biocen con B. oryzae y S. oryzae
de siete dias de crecimiento y P. grisea con 15 d. A cada placa se le afiadi6
10,0 mL de agua destilada estéril, las que fueron barridas con una espatula de
Drigalsky flameada y la suspension conidial se vertié en un beaker de 250,0 mL,

se realizaron diluciones seriadas para efectuar el conteo de conidios mediante
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camara de Neubauer, la suspensién se ajusté a 10° conidios mL™ para los tres
hongos fitopatdgenos estudiados.

Se evaluaron los filtrados de T. harzianum al 25,0%, 50,0%, 75,0% y 100% (v/v) y
un control con agua destilada estéril (Tabla 2). Para el filtrado al 100% se
afiadieron a las placas Petri de cada agente patégeno 10,0 mL del filtrado de
cultivo bruto, siguiendo el procedimiento descrito en el parrafo anterior. Del
volumen de 1000,0 pL de cada variante, se tomaron 5,0 yL para un total de 50
conidios para los factores estudiados en el epigrafe 3.2.1. A las suspensiones se
les agregé Tween 80 al 0,01% para dispersar los conidios. Posteriormente se
montaron en placas Petri (120,0 x 20,0 mm) porta excavados y se siguio la técnica
de la gota colgante (Novo, 1993), replicados tres veces para cada dilucion y

agente patdégeno y se incubaron bajo camara humeda a 28+1°C en oscuridad.

Tabla 2. Diluciones de filtrados estudiadas para la germinacién conidial de los

patégenos
Dilucion de Suspensién Filtrados de Total (uL)
filtrados (%) conidial (uL) cultivo (uL)
100 - 1000,0 1000,0
75,0 250,0 750,0 1000,0
50,0 500,0 500,0 1000,0
25,0 750,0 250,0 1000,0
Control 1000,0 - 1000,0

Para determinar el momento de evaluacion de la germinacion conidial de los
agentes patdégenos se montaron experimentos previos, lo que arroj0 que en

B. oryzae ocurria la germinacion a las tres horas, S. oryzae a las 12 hy P. grisea a
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las 16 h (datos no mostrados), momento en que se precedid a evaluar mediante
conteo de conidios germinados del total, a través del microscopio Optico con
aumento de 400x. El conidio se consideré germinado cuando se observo el tubo
germinativo. Los datos se procesaron mediante el procedimiento descrito en el
epigrafe 3.2.1.1.

3.2.2. Efecto del pH y la temperatura en la obtencion de filtrados de
T. harzianum con actividad antifungica

Para evaluar el efecto del pH y de la temperatura en la obtencion de filtrados de
T. harzianum (cepa A-34) se empled el tiempo de incubacion, medio y condicion de
cultivo de mejores resultados obtenidos en el epigrafe 3.2.1.

En ambos grupos de experimentos se utilizaron Erlenmeyer estériles de 250,0 mL
en los que se vertié 100,0 mL del medio de cultivo liquido seleccionado; el pH se
ajusto a los valores de 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 y 6,5 (20 réplicas para cada pH),
mediante NaOH) ¥ HCla) @ 0,1 M, con el empleo de un pHmetro modelo
DDSJ-308A y se utilizé la temperatura de 28+1°C durante el proceso de
incubacion. Para el factor temperatura se estudiaron los niveles de 20, 24, 28 y
32+1°C (20 réplicas para cada temperatura) y el medio de cultivo se ajustd a un
pH de 5,5. La preparaciéon del inéculo y el proceso de filtrado del hongo
antagonista se realizo segun lo descrito en el epigrafe 3.2.1.

La inhibicion del crecimiento micelial (radio de la colonia de cada agente
patdgeno), esporulacion y germinacion conidial de los agentes patdégenos se
determindé mediante un experimento factorial: en el caso del pH se estudiaron los

factores (factor 1: niveles de pH, factor 2: diluciones de filtrado de cultivo de
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T. harzianum) y para la temperatura (factor 1: niveles de temperatura,
factor 2: diluciones de filtrado de cultivo de T. harzianum), se tuvo en cuenta los
datos aportados por cada agente patégeno de manera individual. El disefio
experimental, tipo de experimento y el procesamiento estadistico se realizaron de
acuerdo al procedimiento descrito en el epigrafe 3.2.1.1., debido a que los datos
no cumplieron con los supuestos de Normalidad ni Homogeneidad de Varianza.
3.2.2.1. Efecto del filtrado de cultivo de T. harzianum sobre la inhibicion del
crecimiento micelial, esporulacion y germinacién conidial de B. oryzae,
S. oryzae y P. grisea

Los filtrados obtenidos en las condiciones de pH y temperaturas antes descritas se
probaron contra los agentes fitopatdgenos, segun los procedimientos de los
epigrafes 3.2.1.1, 3.2.1.2y 3.2.1.3.

3.3. Eficacia de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo en el
control de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea en condiciones semicontroladas
La investigacion se desarroll6 en la casa de cultivo del Instituto de Biotecnologia
de las Plantas (IBP), perteneciente a la Universidad Central Marta Abreu” de Las
Villas en el periodo de mayo a septiembre de 2012. Se utilizaron como unidad
experimental bolsas de polietiieno con 5,0 kg de un suelo Pardo Sialitico
(Hernandez et al., 1999) esterilizado durante 30 min a 121°C en una autoclave
marca Rypa®. La fertilizacién se realiz6 segin MINAGRI (2005) y se tuvo en

cuenta las propiedades quimicas del suelo (Anexo 2).
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La siembra se efectud de forma directa a razén de tres semillas por bolsa de la
variedad Perla de Cuba (variedad susceptible a los tres agentes fitopatégenos de
acuerdo a los resultados obtenidos por Sandoval et al. (1999); Cristo et al. (2006)
y Hernandez et al. (2009b), con categoria Certificada Il provenientes del Complejo
Agroindustrial de Granos “Ruta Invasora” del municipio Vertientes, provincia
Camaguey. El poder germinativo de las semillas empleadas fue de 95,0%, las que
fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1,0% y lavadas con agua
destilada estéril durante tres minutos.

El riego se condujo de manera localizada, y a partir de los 20 dias de germinado
(ddg) el grano hasta la culminacién del ciclo biolégico del cultivo se mantuvo una
sobresaturacion del suelo con una lamina de agua de 10,0 cm. Durante el
transcurso de los experimentos no se realizaron aplicaciones de plaguicidas para
el control de agentes nocivos.

Para cada agente fitopatbgeno se realiz6 un experimento completamente
aleatorizado con nueve tratamientos y cuatro réplicas, los que incluyeron la
aplicacion del agente de control biolégico T. harzianum y sus filtrados de cultivo a
diferentes diluciones, un control relativo en el que se emple6 el fungicida Amistar

250 SC (Azoxistrobina) de Bayer S. A. y un control absoluto (Tabla 3).
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Tabla 3. Tratamientos de T. harzianum y sus filtrados de cultivo en condiciones

semicontroladas

Tratamientos Concentraciones/Diluciones

T. harzianum (cepa A-34) 3,1 x 10° conidios mL™

T. harzianum (cepa A-34) 3,5 x 10% conidios mL™

T. harzianum (cepa A-34) 3,9 x 10* conidios mL™
Control relativo (Azoxistrobina) 100 mg de i.a Lt
Filtrados de cultivos de T. harzianum 100%*

Filtrados de cultivo de T. harzianum 75,0%

Filtrados de cultivo de T. harzianum 50,0%

Filtrados de cultivo de T. harzianum 25,0%

Control absoluto -

*Filtrado bruto de T. harzianum (cepa A-34)

La produccién del antagonista se realiz6 en bandejas de acero inoxidable
(0,30 m x 0,40 m) y se utiliz6 como sustrato cabecilla de arroz previamente
esterilizado en autoclave a 121°C durante 30 min segun metodologia descrita por
Marquez et al. (2010). El in6culo provino de placas Petri de 168 h en medio de
cultivo (PDA)-Biocen bajo oscuridad y el biopreparado se incubé a una
temperatura de 28+1°C durante 15 d, luego se determind las concentraciones
(conidios mL™).

Para la produccion de los filtrados de cultivo de T. harzianum se tuvieron en cuenta
los resultados obtenidos en los factores tiempo de incubacion, medio de cultivo y
condicion de cultivo, pH y temperatura, de acuerdo a su efecto sobre cada hongo

fitopatogeno. Para las diluciones de los filtrados de cultivo se siguié el
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procedimiento descrito en el epigrafe 3.2.1.1. Su aplicacion se realiz6 una semana
después de su obtencién para evitar cualquier contaminacion o alteracion quimica
(Javaid y Adrees, 2009), los que se preservaron en un refrigerador a 4°C.

El inéculo de los tres agentes fitopatégenos provino de placas Petri con medio de
cultivo PDA-Biocen incubados a 28+1°C en oscuridad, excepto P. grisea que se
sometio a alternacia de luz — oscuridad cada 12 h. El agente patdégeno B. oryzae
procedié de placas Petri de 15 d de incubacion y se inocularon micelios y conidios
a los 35 ddg el cultivo (Herrera, 1978) a una suspensién de 4,5 x 10® ufc mL™.
Las placas Petri con S. oryzae se incubaron por 14 d y se aplicaron sus
estructuras infectivas (micelios y conidos) en la etapa fisiolégica de cambio de
primordio o diferenciacion de la panicula (60 - 65 ddg) (Sandoval y Bonilla, 2001)
con una suspensién de 3,5 x 10® ufc mL™. El hongo P. grisea se inocul6 a los
25 ddg el arroz (Cristo et al., 2006), provenientes de placas Petri con 15 d de
incubacion y se aplicé a una concentracién de 4,5 x 10® ufc mL™.

La inoculacién de cada agente fitopatdgeno se realizé por separado con un
micropulverizador manual por la superficie adaxial y abaxial de las hojas a razén
de 30,0 mL por planta de las suspensiones antes descritas. Luego el material
vegetal se cubri6 con bolsas de polietileno transparente durante 72 h para
asegurar una alta humedad relativa (cercana al 100%) y facilitar el proceso de
infeccion. Las plantas se mantuvieron en las condiciones anteriormente descritas,
con temperatura media de 27,5°C y humedad relativa media de 82%.
Transcurridas las 72 h después de la inoculacion de cada hongo fitopatégeno y

una vez retiradas las bolsas de polietileno transparente, se aplicaron tres veces
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cada 10 d el antagonista y sus filtrados de cultivo. Los tratamientos con
Azoxistrobina se realizaron al 5,0% del area foliar atacada, en cambio de primordio
y al 5,0% de paniculacion para el control de cada agente patdégeno, segun lo
recomendado por Pérez et al. (2009a).

En cada experimento segun el hongo fitopatbgeno en estudio, se muestrearon
previo al momento de la aplicacion de los tratamientos y con una frecuencia de
10 d, diez hojas por planta (tres plantas) de manera aleatoria para un total de
treinta hojas por cada réplica. Para evaluar en cada muestreo el Area Foliar
Afectada (AFA) por la mancha parda, pudricion de la vaina y del tizon del arroz, se
utilizaron las escalas del Sistema Estandar de Evaluaciones para Arroz propuesto
por el International Rice Research Institute (IRRI) (1996) (Anexo 3 y Anexo 4).

Con estos datos se calcularon los porcentajes de infeccién de cada enfermedad
mediante la expresion matematica de Townsend - Heuberger recomendada para
los ensayos de campo por CIBA-GEIGY (1981) y con la informacion de los indices
de infeccion obtenidos por muestreo se determind la Eficacia Técnica (ET)
mediante la formula de Abbott (1925).

El Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) se calcul6 por la
férmula de Shaner y Finney (1977)): AUDPC_HZIZ[J”J;J”*'“}(QH —1)

donde Y; = expresa el indice de infeccion de cadalenfermedad por muestreo acorde
a la escala descrita en los anexos 3y 4, tj = tiempo (dias) a la i-ésima observacién
y n = numero total de observaciones. Se utilizaron los datos obtenidos en el

primero y en los dos ultimos muestreos realizados a las plantas infectadas por los

hongos fitopatdogenos; en B. oryzae se utlizaron los datos obtenidos en los
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muestreos de los 45, 85 y 95 ddg, para S. oryzae las evaluaciones realizadas a los
75,85y 95 ddg y para P. grisea a los 35, 85y 95 ddg el cultivo.
Los datos de los porcentajes de Eficacia y de Infeccion de cada enfermedad se

transformaron por la expresion 2arcsen.p (Lerch, 1977) y se procesaron a través

de un andlisis de varianza de clasificacion simple y las medias se compararon por
la prueba de rangos multiples de Tukey a un 5,0% de probabilidad. Los datos de
ABCPE se analizaron estadisticamente a través de las comparaciones de las
medias mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis a un nivel de
significaciéon del 5,0%. Para cada analisis se comprobaron los supuestos de
distribucién Normal y Homogeneidad de Varianza mediante el paquete estadistico
SPSS version 15,0 para Windows.

3.4. Eficacia de T. harzianum (cepa A-34) sobre B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea en condiciones de campo

Los experimentos se condujeron en las terrazas 2, 6 y 9 de la Unidad Cientifica y
Tecnolégica de Base “Ruta Invasora”, estacion experimental ubicada en el
municipio Vertientes, provincia Camaguey, perteneciente al Instituto de
Investigaciones de Granos de Cuba; en la campafa de primavera en el periodo
comprendido entre mayo a septiembre de 2013 sobre un suelo Vertisol Pélico
Gleyzoso (Hernandez et al., 1999). La labranza se realizd6 por la tecnologia de
fangueo y para ello se utilizé un tractor marca Yanmar con un rotobator acoplado,

ambos de tecnologia japonesa.
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La fertilizacion se realiz6 de acuerdo con lo recomendado por MINAGRI (2005)
para este tipo de tecnologia de preparacion del suelo acorde a la disponibilidad de
nutrientes en el suelo (Anexo 2) y a la demanda de la variedad Perla de Cuba. La
siembra se efectué a voleo con semilla pregerminada a una densidad de
200 plantas m™ segun lo recomendado por el Instructivo Técnico del cultivo del
arroz (MINAGRI, 2005), con un poder germinativo del 95,0% y con categoria de
Certificada Il (segunda generacion). En el riego se mantuvo la lamina de agua de
10,0 cm a partir de los 20 ddg el cultivo hasta tres dias antes de la culminacion de
su ciclo bioldgico.

Se utilizd un disefio experimental de bloques al azar para cada agente
fitopatdgeno con cinco tratamientos (Tabla 4) y cuatro réplicas; cada réplica
consistié en parcelas de 15,0 m? (3,0 m x 5,0 m) con una separacién entre las
unidades experimentales de un metro. Se evaluaron diez plantas por cada réplica

de acuerdo con las escalas propuestas para cada enfermedad por el IRRI (1996).

Tabla 4. Tratamientos de T. harzianum (cepa A-34) en campo

Tratamientos Concentraciones

T. harzianum (cepa A-34) 3,5 x 10° conidios mL™
T. harzianum (cepa A-34) 2,3 x 10" conidios mL™
T. harzianum (cepa A-34) 2,1 x 10* conidios mL™
Control relativo (Azoxistrobina) 120gdeial™

Control absoluto -
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Las suspensiones conidiales del biopreparado se aplicaron tanto por la superficie
adaxial y abaxial de las hojas a baja altura con una asperjadora manual marca
MATABI de 16 L y con boquilla de cono. Durante la investigacion no se aplicaron
plaguicidas para el control de agentes nocivos.

El método de muestreo, el momento de aplicacion del antagonista y del fungicida
Azoxistrobina, asi como el calculo del indice de infeccion y de la Eficacia se
realizaron segun lo descrito en el epigrafe 3.3. Se emple6 como fondo de
provocacion, plantas con sintomas de cada enfermedad en campos colindantes a
las terrazas en que se montaron los experimentos.

El rendimiento agricola al 14,0% de humedad se determiné a través de la formula
propuesta por el Sistema Estandar de Evaluaciones del Arroz del IRRI (1996)

donde:

Rend.. (t ha™) = paniculas m™x granos panicula™ x porcentaje de granos llenos x masa 1000 granos
10 000

Los componentes del rendimiento agricola se determinaron al realizar el conteo

del nimero de paniculas m? en cada réplica. Se muestrearon 40 de estas
inflorescencias y se cuantificé de cada una de ellas el nimero de granos llenos,
granos vanos y granos totales panicula™®, lo que permiti6 calcular el porcentaje de
estos indicadores. La masa de mil granos llenos se comprob6 con una balanza
digital marca HL-2000i.

Las paniculas cosechadas en un metro cuadrado fueron secadas a temperatura y
humedad relativa del ambiente en el Laboratorio de Industria de la Unidad
Cientifica y Tecnoldgica de Base “Ruta Invasora” y para comprobar la humedad

del grano se utilizé un determinador de humedad digital marca SS-6.
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Los datos de porcentajes de infeccion y de Eficacia se transformaron por la

expresion 2arcsen.p (Lerch, 1977). Estos indicadores y el rendimiento agricola se

procesaron estadisticamente con previa comprobacion de los supuestos de
Normalidad y Homogeneidad de Varianza a través del paquete estadistico SPSS
version 15,0 para Windows, mediante andlisis de varianza y para denotar
significacion estadistica se utilizé la prueba de rangos mdultiples de Tukey para un
5,0% de probabilidad.

Las variables climéticas temperatura y humedad relativa media se registraron
interpolando los datos obtenidos de las estaciones meteoroldgicas de los

municipios Santa Cruz del Sur, Florida y Camagiey (Anexo 5).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de la capacidad antagonica de T. harzianum (cepa A-34)
sobre B. oryzae, S. oryzae y P. grisea

La presencia de conidios de la cepa A-34 de T. harzianum sobre el micelio del
hongo fitopatdgeno en cultivo dual, se hace evidente a partir de las 96 h de
ocurrido el enfrentamiento; lo que demuestra el efecto hiperparasito del
antagonista por el sobrecrecimiento de sus hifas sobre las de B. oryzae (Figura 2).
El crecimiento del agente patdogeno se detiene a partir de las 24 h, evento que
continta hasta alcanzar a las 96 h el grado 1 de la escala (Tabla 5). Aspecto que
resulta importante en la capacidad que tiene un agente de biocontrol para ejercer
un efecto sobre determinado microorganismo parasito de plantas (Martinez et al.,

2013; Astorga et al., 2014).

Control
240 horas

Figura 2. Competencia en cultivo dual entre T. harzianum (cepa A-34) (A) y
B. oryzae (B)
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La inhibicion del crecimiento micelial del agente fitopatbgeno alcanza valores
superiores al 67,0%, resultados que se corresponden con los informados por
Elham et al. (2012) y Guédez et al. (2012); al obtener un Porcentaje de Inhibicion
del Crecimiento Radial (PICR) entre 50,0% y 80,0% de 18 aislamientos de
T. harzianum provenientes de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.).
Aunqgue los aislamientos estudiados por estos autores solo logran los grados 2y 3
de capacidad antagoénica (Bell et al., 1982) frente a los hongos fitopatégenos del
suelo R. solani, S. rolfsii y Fusarium oxysporum Schlecht.

Tabla 5. Capacidad antagonica de T. harzianum (cepa A-34) sobre B. oryzae

Indicadores Tiempo (h)
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

PICR (%)* 6,3 7,4 256 350 46,8 53,2 58,9 62,0 64,2 67,1

Grado de capacidad 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1
antagonica

Antibiosis +

*PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatégeno
(+). Presencia del mecanismo de accion

Para S. oryzae, el agente biocontrolador cubre las tres cuartas partes de la placa
en cultivo dual (Figura 3), por lo que se ubica en el grado 2 de la escala, con PICR
que alcanzan mas del 60,0% de inhibicién del crecimiento micelial (Tabla 6).
Resultados que coinciden con los obtenidos por Martinez et al. (2010) y Lone et al.
(2012), al evaluar los primeros autores a dos aislados de Trichoderma spp. sobre
S. oryzae y los Ultimos hacen referencia a la capacidad antagbénica de
T. harzianum sobre especies de los géneros Cladosporium, Aspergillus y
Fusarium, con valores de inhibicion de 25,0% a 70,0% y grados 1 y 3 de

capacidad antagonica.
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96 horas

e

\ 168 horas

Figura 3. Competencia en cultivo dual entre T. harzianum (cepa A-34) (A) vy

S. oryzae (B)

Tabla 6. Capacidad antagdnica de T. harzianum (cepa A-34) sobre S. oryzae

Indicadores Tiempo (h)
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

PICR (%)* 6,2 6,7 23,6 32,1 46,1 50,8 56,3 59,6 62,6 64,4

Grado de capacidad 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
antagoénica

Antibiosis +

*PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatégeno
(+): Presencia del mecanismo de accion

El antagonismo de T. harzianum (cepa A-34) sobre P. grisea manifiesta a las 96 h
una inhibicion del crecimiento del micelio de 93,1% y a partir de las 120 h la
capacidad antagonica se incrementa hasta alcanzar valores del 100% (Figura 4,
Tabla 7), resultados que ubican al agente de control biolégico en el grado 1 de la

escala, y lo clasifica como hiperparasito.
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Las investigaciones sobre la evaluacion de especies de Trichoderma en el control
in vitro de P. grisea son muy escasas. Autores como Alarcén et al. (2005) hacen
referencia a la utilizacion de la cepa A-34 de T. harzianum en enfrentamiento con
este agente patdgeno, los que obtienen resultados alentadores aunque no evallan
la inhibicibn de mismo por la férmula de Samaniego (1989), aspecto que no

permite comparar sus resultados con los obtenidos en esta investigacion.

- ”
o

Figura 4. Competencia de T. harzianum frente a P. grisea a las 48 h. Interaccion

T. harzianum - P. grisea (A). P. grisea (B). T. harzianum (C)

Tabla 7. Capacidad antagdnica de T. harzianum (cepa A-34) sobre P. grisea

Indicadores Tiempo(h)

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

PICR (%)* 143 14,6 47,9 93,1 100 100 100 100 100 100
Grado de 3 3 2 1 1 1 1 1 1 1
capacidad

antagoénica

Antibiosis +

*PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatdgeno
(+): Presencia del mecanismo de accion.
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El antagonista T. harzianum en interaccion con los tres hongos patégenos muestra
los eventos de micoparasitismo por enrollamiento, penetracién, vacuolizacion y
lisis, proceso que se evidencia en las figuras 5, 6 y 7. Estos resultados se
corresponden con los obtenidos por Guédez et al. (2009) quienes comprueban los
fenbmenos de micoparasitismo por enrollamiento, penetracion y lisis en
interaccion con hongos que afectan al cultivo de la fresa (Fragaria x ananassa

Duch.).

Figura 5. Micoparasitismo por enrollamiento (A) y penetracion (B) de
T. harzianum sobre B. oryzae

U e

Figura 6. Micoparasitismo por penetracion de T. harzianum sobre S. oryzae
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Figura 7. Micoparasitismo por enrollamiento (A), Penetracion (B) vy
vacuolizacion (C) de T. harzianum sobre P. grisea

El efecto antibi6tico se manifiesta a las 24 h del enfrentamiento con porcentajes de
inhibicién del crecimiento micelial entre 6,2% y 14,3%, cuando no existe
interaccion entre las hifas del agente de biocontrol y de los hongos fitopatégenos
B. oryzae, S. oryzae y P.grisea (Tablas 5, 6 y 7). Esta respuesta puede estar dada
por la presencia de sustancias bioactivas de naturaleza volatil y no volatil
producidas por la cepa A-34 de T. harzianum (Stefanova et al., 1999). Resultados
que se corresponden con los de Villarroel (2014), quien hace referencia a la
produccion de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles de cepas de
T. harzianum mejoradas por fusion de protoplastos en enfrentamiento con
Fusarium spp. Ruiz (2011) indica la presencia de sustancias bioactivas, entre la
gue resalta a Trichodermin como el antibiético que inhibe la actividad ribosomal de

los hongos fitopatdégenos.
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4.2. Determinacion de las condiciones para la obtencion de filtrados de
cultivo de T. harzianum con actividad antifungica sobre B. oryzae, S. oryzae
y P. grisea

4.2.1. Efecto del tiempo de incubacion, medio y condicion de cultivo en la
obtencion de filtrados de T. harzianum con actividad antifiUngica

4.2.1.1. Inhibicién del crecimiento micelial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea
por filtrados de cultivo de T. harzianum

En la figura 8, se observa que con el tiempo de incubacion de 20 d se obtienen
porcentajes de inhibicion del crecimiento de los micelios de B. oryzae que oscilan
entre 54,0% y 71,0%; valores que difieren significativamente a los de 10 y 30 d en
los tres agentes patdgenos. Los filtrados obtenidos a los 10 d contra B. oryzae
muestran una disminucion de la inhibicion al alcanzar una media de 37,6%, con un
porcentaje intermedio a los 30 d (44,3%). Para S. oryzae y P. grisea se obtiene
menor crecimiento micelial a los 30 d con inhibiciones de 24,5% y 32,4%
respectivamente; en estos dos hongos fitopatdégenos los valores intermedios de
significaciéon estadistica se alcanzan a los 10 d (45,6% y 56,3%).

Diversos autores enfatizan en la importancia del tiempo de incubacion en la
produccion de sustancias bioactivas producidas por microorganismos
antagonistas. Derbalah et al. (2011) hacen referencia a 15 d para la obtencion de
filtrados de T. harzianum y T. viride en el control del agente causal del mildio
polvoriento (Erysiphe cichoracearum DC.). Pufio et al. (2011), con el tiempo de
30 d reducen en condiciones in vitro el crecimiento de los micelios de

Phytophthora infestans (Mont) Dby. por la accion de Trichoderma inhamatum
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Veerkamp y Gams, resultados que no se corresponden con los logrados en esta
investigacion.

Por otra parte, Ceballos et al. (2014) constatan con 15 d de incubacién, una
inhibicién entre el 84,0% y el 87,0% de Ralstonia solanacearum (Smith). Otro
informe indica una reduccion del 70,0% del crecimiento de los micelios de
Fusarium spp. con filtrados de cepas de T. harzianum cultivadas durante siete
dias; especie de antagonista que consigue valores de PICR superiores a las de

T. asperellum Samuels (Villarroel, 2014).

100 7
90 -
80 T a
70 1
60 - a
50 T b
40 1
30 1
20 1
10

0 .
B. oryzae S. oryzae P. grisea

ES= 1,27 ES=+1,94 ES=+0,93

PICR (%)

Tiempo de incubacién (d)
=10 =20 130

Figura 8. Efecto de filtrados de T. harzianum obtenidos bajo diferentes tiempos de

incubacion sobre el crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos del arroz

PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatdgeno
Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

El comportamiento del factor medio de cultivo a los 20 d de incubacion, arroja una
mayor inhibicién del crecimiento de los micelios en cada uno de los agentes

patdgenos con el medio de cultivo Czapek, con porcentajes que oscilaron entre
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50,3% y 64,2% (Figura 9). En el caso de B. oryzae no se presentan diferencias
estadisticas significativas entre Czapek (50,3%) y Richard (48,9%), con una
disminucién de los niveles de PICR entre Fries con 43,0% y Caldo de Papa
Glucosado (CPG) de 39,3%. Sin embargo, en S. oryzae los valores se manifiestan
de manera descendente en los medios de cultivo CPG, Richard y Fries con 40,9%,
37,6% y 35,3%, respectivamente. En P. grisea, no se observan diferencias
significativas entre Richard (51,3%) y Fries (55,4%) y si con CPG que obtuvo la
media mas baja de un 46,0%.

100 -
90
80
70 A a
60 a b b
50
40 - d
30
20
10
0 . . .

B. oryzae S. oryzae P. grisea
ES=+0,81 ES= 0,75 ES=+1,10

Medios de cultivo liquido*
B CPG* mCzapek ORichard 0O Fries

PICR (%)

Figura 9. Efecto del medio de cultivo en la produccion de filtrados de T. harzianum,

con actividad inhibitoria del crecimiento micelial de hongos fitopatégenos del arroz

*Medios de cultivo incubados durante 20 d para la obtencion de filtrados de T. harzianum
(cepa A-34)

PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatdgeno
*CPG. Medio de cultivo Caldo de Papa Glucosado

Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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El potencial inhibitorio de los filtrados de cultivo depende del medio de cultivo a
utilizar para su obtencion. El antagonista puede desarrollarse bajo condiciones
limitantes de nutrientes, con una disminucién de fuentes de carbono, nitrdgeno o
fésforo, lo que conlleva a que el microorganismo entre en un periodo de
crecimiento lento con alteraciones morfologicas y cambios en el metabolismo, este
proceso se conoce como metabolismo secundario (Zhang et al., 2001).

Otro informe refiere un resultado contrario, al argumentar que el medio de cultivo
CPG carece de elementos minerales que le permitan a un agente bioldégico una
adecuada produccion de metabolitos. Argumentos que se basan en el empleo de
los medios de cultivo CPG, Richard y Czapek, en la produccién de fitotoxinas de
Fusarium subglutinans (Wolenw y Reinking) Nelson, Toussoun y Marasas para
evaluar resistencia en pifia (Ananas comosus (L.) Morrill), con un comportamiento
destacado de Czapek (Borras, 1999).

Es necesario resaltar que en todas las variantes estudiadas en esta investigacion,
se logra producir metabolitos con actividad biolégica inhibitoria de las estructuras
vegetativas de estos hongos fitopatdégenos foliares del arroz. El factor medio de
cultivo es el mas estudiado en la obtencién de filtrados de microorganismos con
actividad antifungica sobre determinados agentes patégenos. Sobre esta tematica,
se hace referencia a la obtencién de filtrados de T. harzianum en medio de cultivo
Caldo Extracto de Malta con actividad inhibitoria del crecimiento de Avena fatua L.

(Javaid y Ali, 2011).
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En este sentido, la produccion de metabolitos de seis aislamientos de Trichoderma
spp. en el medio de cultivo Caldo de Papa Dextrosa, alcanza el valor mas elevado
de inhibiciébn de Alternaria solani (Elis y Martin) Jones y Grout; sin embargo,
Czapek, Richard y Fries muestran inhibiciones inferiores del crecimiento de los
micelios (Martinez y Solano, 1995), resultados que discrepan de los alcanzados en
esta investigacion.

Michel et al. (2005), informan de una alta produccion de las enzimas quitinasas y
glucanasas por cinco especies de Trichoderma en medio de cultivo caldo V-8, que
inhiben el crecimiento de hongos fitopatégenos del género Fusarium. Terna et al.
(2013) hacen referencia a el empleo de los medios de cultivo De Marco y Felix
(MDF), Kucuk y Kivanc (KK) y Mendels y Weber (MW) con el objetivo de evaluar la
produccion de proteasas, quitinasas y celulasas por dos especies de Trichoderma
y su efecto sobre Aspergillus niger P. E. L. Van Tieghem, A. flavus y F. oxysporum,
con inhibicion del crecimiento de los micelios por encima del 67,9% para las
especies de Aspergillus y de un 46,9% para Fusarium.

En la Figura 10 se observa que los filtrados obtenidos bajo la condicién de cultivo
agitado, detienen el crecimiento de los micelios de los hongos fitopatdgenos
estudiados al alcanzar valores de inhibicién de un 55,8% para P. grisea, un 42,9%
en S. oryzae y un valor intermedio del 51,0% para B. oryzae; con significacién

estadistica sobre el cultivo estatico.
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B. oryzae S. oryzae P. grisea
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Condicién de cutivo*
@ Estético B Agitado

Figura 10. Efecto de la condicion de cultivo en la produccion de filtrados de
T. harzianum, con actividad inhibitoria del crecimiento micelial de hongos

fitopatdgenos del arroz

*Condicion de cultivo utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacion, para la obtencion
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatégeno
Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Mann-Whitney (p<0,05)

Ortufio et al. (2013) resaltan la importancia de la velocidad de agitacion del cultivo
durante la incubacion, al afirmar que velocidades por encima de las 120xg puede
provocar la ruptura de los micelios y reducir la produccion de metabolitos
secundarios. Estos autores mantuvieron en agitacion a una velocidad de 120xg a
35 cepas nativas de especies de Trichoderma durante siete dias, lo que favorecio
la produccién de filtrados con actividad antimicrobiana.

Los filtrados de T. harzianum obtenidos a los 20 d de incubacion, en el medio de
cultivo Czapek y en condiciones de agitacion muestran inhibicion del crecimiento
de B. oryzae, al no existir diferencias significativas entre las diluciones de 50,0%,

75,0% vy el filtrado bruto (100%), con niveles de inhibicion micelial de 45,0%,
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46,6% y 48,1%, respectivamente (Figura 11). Esta respuesta permite optimizar a
nivel practico la aplicacion de las sustancias con propiedades antifungicas en
condiciones semicontroladas o de campo, dado que admite hacer diluciones al
50,0% del filtrado bruto. En los restantes agentes nocivos del arroz, se evidencia
en el 100% un mayor efecto sobre los micelios con 48,5% y 56,3% para S. oryzae
y P. grisea, respectivamente; por lo que todas las variantes muestran una
reduccion del crecimiento micelial en los tres agentes patégenos con valores de

PICR que oscilaron entre 35,2% y 56,3%.
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B. oryzae S. oryzae P. grisea

ES=+0,30 ES=+0,77 ES=+0,71
Diluciones de filtrados (%)*
@25,0 M 50,0 0 75,0 0100
Figura 11. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum en la actividad

PICR (%)

inhibitoria del crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos del arroz

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos en agitacion durante 20 d de incubacion en
el medio de cultivo Czapek

PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatdgeno
Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

La aplicacion de filtrados o de metabolitos de T. harzianum (cepa A-34) en el
control de hongos fitopatégenos foliares de arroz ha sido poco estudiado. En Cuba
no se presentan antecedentes de investigaciones relacionadas con la inhibicién
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del crecimiento micelial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea por la aplicacion de
estos compuestos de naturaleza biologica. Los resultados alcanzados en esta
investigacion confirman lo planteado por Dumas et al. (1996), quienes obtienen un
incremento de la inhibicion de Cylindrocladium floridanum Sobers y C.P. Seymour,
a medida que aumentaron las concentraciones de 6 pentil-a-pirona producida por
Trichoderma spp.

Otras investigaciones que corroboran los resultados del presente trabajo reflejan
que en evaluaciones de diluciones de filtrados de Trichoderma spp. al 5,0%, 6,6%,
10,0% y 20,0% sobre A. flavus, se logra un incremento de la inhibicion del
crecimiento de los micelios a medida que las sustancias bioactivas estaban menos
diluidas, por la presencia de taninos y polifenoles en cada dilucién, metabolitos
secundarios que refuerzan la accion sobre el agente patdgeno (Reyes et al.,
2006b). También se obtienen a partir de filtrados de este agente de biocontrol,
cinco compuestos pertenecientes al grupo lactona, al probarse las
concentraciones de 0, 1, 5, 10 y 20 mg L™ sobre Rosellinia necatrix Prill, con
resultados alentadores a partir de 10 mg L™ (Arjona et al., 2012).

4.2.1.2. Inhibicién de la esporulacién de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea por
filtrados de cultivo de T. harzianum

La inhibicion de la esporulacién de hongos fitopatdgenos por sustancias bioactivas
es una alternativa que limita su diseminacion, lo que permite reducir la carga
infectiva del agente patdogeno. En esta variable, no se obtienen diferencias
significativas entre el tiempo de incubacion de 20 y 30 d en B. oryzae y S. oryzae

(Tabla 8). A pesar de no mostrar significacion se alcanza a los 20 d los niveles mas
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bajos de concentracion de conidios de estos dos hongos fitopatégenos del arroz
con 3,6 x 10* y 3,3 x 10* conidios mL™. En P. grisea a los 20 d se logra una
reduccién significativa de la esporulacién con 3,1 x 10° conidios mL™, valor mas
significativo de las concentraciones de estas estructuras infectivas para los tres
hongos patdgenos, elemento importante si se tiene en cuenta que P. grisea
provoca una de las enfermedades fungicas mas devastadoras en el arroz.

La produccion de filtrados del agente de biocontrol en los tres tiempos de
incubacion, logran reducir la concentracion de conidios de los agentes patdgenos;
aspecto que indica la necesidad de considerar a este factor como elemento
esencial en la reduccion de la carga de indculo.

Tabla 8. Efecto del tiempo de incubacion en la produccion de filtrados de

T. harzianum con inhibicion de la esporulacién de hongos fitopatégenos del arroz

Tiempo de Esporulacién (conidios mL™)
incubacion B. oryzae S. oryzae P. grisea
(d) Medias Rangos Medias Rangos Medias  Rangos
reales medios reales medios reales medios
10 56 x10* 157,5b 7,6 x 10* 160,6 b 5,3 x 10* 155,3 b
20 36x10* 1278a  3,3x10* 129,0 a 3,1x10° 121,4 a
30 4,1x10* 1439ab 5,7 x 10* 145,2 ab 4,0 x 10* 140,7 b
ES +0,89 +1,13 +1,54

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

En Cuba existen reducidas investigaciones referentes al efecto de filtrados o
metabolitos de T. harzianum (cepa A-34) en la esporulaciéon de hongos patégenos
de plantas y no se tiene antecedentes de su uso en la reduccién del nimero de
conidios de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea. Al respecto, se logran descensos en

la produccién de conidios de Fusarium moniliforme (Booth) con el tiempo de
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incubacion de 15 d (Reyes et al., 2007). Asimismo, hacen referencia a la
disminucién de la concentracion de esporas de R. necatrix, agente causal de la
pudredumbre blanca del aguacate, por el efecto de cinco metabolitos de
Trichoderma spp. (Arjona et al., 2012).

Sobre este aspecto, Camarena (2012) evalta la produccion de metabolitos de los
antagonistas T. harzianum, T. viride y Trichoderma R6 (cepa mejorada
genéticamente) en los tiempos de 8, 10, 14, 18 y 22 d, en los que obtiene los
valores mas significativos en la reduccion del numero de conidios de Alternaria
alternata (Fr.) a los 14 d. Los tiempos evaluados en nuestra investigacion no
coinciden con los utilizados por el autor; sin embargo, si existe correspondencia en
la obtencion de los niveles mas altos de inhibicion de la produccion de conidios en
sus resultados con un tiempo de incubacién intermedio (14 d) al que se logra en la
presente tesis con 20 d.

Los filtrados obtenidos a los 20 d de incubacién logran una reduccion de la
concentracion de conidios, con diferencias significativas entre los sustratos
empleados (Tabla 9). Los valores mas bajos se alcanzan con el medio de cultivo
Czapek para los tres hongos patdgenos del arroz. Sin embargo, las
concentraciones de conidios obtenidos con los filtrados en este medio de cultivo,
varfan entre los agentes nocivos, con los valores de 3,6 x 10®y 3,2 x 10°
conidios mL™ para B. oryzae y P. grisea. La inhibicién en S. oryzae no manifiesta
diferencias significativas entre el medio de cultivo Czapek y Richard con 3,1 x 10*

y 4,7 x 10* conidios mL™, respectivamente.
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Tabla 9. Efecto del medio de cultivo en la produccion de filtrados de T. harzianum,

con actividad inhibitoria de la esporulacion de hongos fitopatégenos del arroz

Medios de Esporulacion (conidios mL™)
cultivo* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
CPG** 6,2x10* 1535b 7,3x10* 157,8b 54x10* 142,4b

Czapek 3,6x10° 120,2a 3,1x10° 1145a 32x10° 109,1a
Richard 57x10* 150,3b 4,7x10* 1433ab  45x10* 1422Db

Fries 6,3x10* 154,0b 7,6x10* 161,7b 58x10* 152,3b
ES +1,52 +1,26 +1,67
*Medios de cultivo incubados durante 20 d para la obtencién de filtrados de T. harzianum

cepa A-34)

*CPG. Medio de cultivo Caldo de Papa Glucosado
Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Autores como El-Hassan et al. (2013), consiguen una reduccién del crecimiento
micelial y de la esporulacion de F. oxysporum f. sp. Lentis. por la accion de
sustancias inhibidoras producidas por T. hamatum en medio de cultivo Czapek.
Sin embargo, en la literatura cientifica consultada, no existen referencias sobre la
influencia del medio de cultivo en la producciéon de filtrados o metabolitos de
T. harzianum (cepa A-34) con actividad inhibitoria de la esporulacién de los hongos
fitopatdgenos foliares del arroz antes mencionados. En este sentido, el trabajo
aporta elementos para la obtencién de filtrados con actividad antifingica sobre la
esporulacion, basado en la seleccion del medio de cultivo.

Aunque algunos investigadores prefieren utilizar medios de cultivo que dispongan
en su composicion de sales como fosfatos, sulfatos y los nitratos de hierro y
magnesio que favorezcan el desarrollo del microorganismo aparejado a la

produccion de compuestos bioldégicamente activos (Borras, 1999). El medio de
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cultivo liquido Caldo de Papa Dextrosa (PDB), es ampliamente utilizado para la
otencidén de filtrados de Trichoderma spp. (Ezziyyani et al., 2004; Mata, 2012).
Poveda (2006) hace alusion a una mayor produccion de extractos fungicos de
Trichoderma con el medio de cultivo caldo Czapek-Dox al reducir el nUmero de
conidios de Botrytis cinerea Pers, agente causal del Moho gris del tomate
(S. lycopersicum). Por su parte, Lorito et al. (2010) informan que la produccion de
metabolitos primarios y secundarios de agentes de biocontrol, esta sujeto no solo
a las condiciones del medio de cultivo donde se desarrolle Trichoderma sino
también a la especie que se utilice. Ademas, estos autores consideran a estas
sustancias bioactivas como antibidticos al argumentar que su produccion se
relaciona con la capacidad que tiene el antagonista de contrarrestar al patégeno.
La condicion de cultivo en la variable inhibicion de la esporulacion tiene un
comportamiento similar al crecimiento micelial, debido a que la obtencion de
sustancias bioactivas en condiciones de agitacion, manifiesta los niveles mas
bajos en la producciéon de conidios de los agentes fitopatégenos foliares con
diferencias significativas con el cultivo estatico (Tabla 10). En la primera condicion,
los filtrados logran reducir el nimero de conidios en B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea a concentraciones de 3,7 x 10% 4,8 x 10* y 4,2 x 10°® conidios mL?,
respectivamente. Este resultado permite disminuir la carga infectiva de estos
agentes patodgenos, si se tiene en cuenta que la diseminacion de las estructuras
reproductivas constituye el inGculo primario para que ocurra el proceso infectivo de
las enfermedades mancha parda, pudricion de la vaina y el tizon del arroz

(Cardenas et al., 2010).
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Tabla 10. Efecto de la condicion de cultivo en la produccion de filtrados de

T. harzianum sobre la inhibiciéon de la esporulacién de hongos fitopatdgenos del

arroz
Condicion Esporulacién (conidios mL™)
de B. oryzae S. oryzae P. grisea
cultivo* Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

reales medios reales medios reales medios
Estatico 45x10* 1520b  6,3x10* 1540b  4,3x10* 150,2b
Agitado 3,7x10* 1340a 48x10° 139,3a 4,2x10° 1288a
ES +0,95 +1,27 +1,54

*Condicion de cultivo utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacién, para la obtencion
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Mann-Whitney (p<0,05)

Autores como Carissimi et al. (2009) obtienen bajo las condiciones de agitacion,
un control de Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) Shoemaker con filtrados
provenientes de aislamientos de Bacillus sp. Tambien Nufiez y Pavone (2014),
consiguen inhibiciones de P. grisea Sacc (anamorfo de M. grisea) por metabolitos
extracelulares y volatiles de T. harzianum y T. asperellum obtenidos bajo estas
mismas condiciones a 100xg, e incubados por un periodo de siete dias. La accién
combinada de estas sustancias bioactivas logra una inhibicion entre el 51,9% y
52,7%, pero cuando se evaltuan los filtrados por separado (metabolitos volatiles y
no volatiles) no sobrepasan el 23,2%.

Las diluciones de filtrados de T. harzianum sobre la esporulacion de los agentes
patdgenos tuvieron un marcado efecto, sin diferencias estadisticas significativas
entre las sustancias biologicas en bruto (100%) y los metabolitos diluidos al 75,0%
en B. oryzae (Tabla 11). Sin embargo, la inhibicion de la produccion de conidios en
S. oryzae y P. grisea no manifiesta significacion con las diluciones de 50,0%,
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75,0% vy el filtrado al 100%. Los resultados alcanzados demuestran que los
filtrados con mayor actividad en la inhibicién de la esporulacion de los tres agentes
patdgenos, se obtienen al incubar el medio de cultivo Czapek durante 20 d, bajo la
condicion de cultivo agitado y con los filtrados menos diluidos.

Tabla 11. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum en la actividad

inhibitoria de la esporulacién de hongos fitopatégenos del arroz

Dilucién de Esporulacion (conidios mL™)
filtrados (%)* B. oryzae S. oryzae P. grisea

Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

reales medios reales medios reales medios
25,0 5,7 x10*  159,62b 7,9 x 10* 160,4 b 7,9x10* 1575b
50,0 48x10* 1536b 5,3 x10* 150,4ab 4,6 x10* 141,3 ab
75,0 43x10* 136,5ab 4,4x10* 1433 ab 4,1 x10* 133,1ab
100 39x10* 1215a 4,1 x 10* 130,7 a 3,6 x10* 120,1a
ES +0,92 +0,60 +0,41

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos en agitacién durante 20 d de incubacién en
el medio de cultivo Czapek
Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Es reducida la literatura cientifica referente al empleo de diluciones de filtrados
obtenidos de Trichoderma sobre la esporulacién de hongos fitopatégenos. Poveda
(2006) evalua diluciones al 50,0% de extractos fungicos de cuatro especies de
hongos antagonistas sobre el agente causal del moho gris del tomate. Nufiez y
Pavone (2014), utilizan el filtrado bruto de T. harzianum y T. asperellum en la
reduccion de las colonias de P. grisea. Sin embargo, estos autores no realizaron

estudios de los filtrados de cultivo sobre la esporulacion de este hongo del arroz.
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4.2.1.3. Inhibicién de la germinacion conidial de B. oryzae, S. oryzae y

P. grisea por filtrados de cultivo de T. harzianum

De igual manera que la inhibicion de la esporulacién, el efecto de los filtrados de
cultivo de T. harzianum sobre la germinacion conidial de hongos fitopatégenos del
arroz ha sido poco estudiado. Los filtrados a los 20 d consiguen los valores mas
significativos en la inhibicion de la germinacion con 79,2% (B. oryzae), 73,6%
(S. oryzae) y 83,5% (P. grisea), con diferencias estadisticas con el tiempo de 10 y
30 d en los tres agentes patdégenos (Tabla 12). En B. oryzae se obtiene la
inhibicion mas baja a los 30 d con una media de 56,2%; sin embargo en los
restantes hongos fitopatégenos no se evidenciaron diferencias significativas entre
los 10 y 30 d de incubacion.

Tabla 12. Efecto del tiempo de incubacién en la obtencion de filtrados de

T. harzianum con actividad inhibitoria sobre la germinacion conidial de hongos

fitopatdgenos del arroz

Tiempo de Inhibicion de la germinacion conidial (%)
incubacion _

(d) B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios

10 63,5 142,1 b 59,8 1448 b 60,9 132,8b

20 79,2 159,4 a 73,6 1519a 83,5 168,7 a

30 56,2 132,0c 55,9 136,8 b 56,4 1319b

ES +0,73 +0,94 +0,87

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

69



Resultados y Discusion

Los filtrados obtenidos a los 20 d manifiestan los mejores resultados de inhibicién
del crecimiento micelial, esporulacion y germinacion conidial en los tres agentes
patogenos. Este efecto puede facilitar la produccion de metabolitos de este
antagonista en un proceso de escalado, debido a que con estos filtrados se
garantizaria la inhibicion de las estructuras que llevan a cabo el proceso infectivo

de los agentes causales de estas enfermedades foliares en el cultivo del arroz.

Los resultados referentes a la inhibicién de la germinacién de los conidios de los
tres agentes patogenos, difieren de los obtenidos por Poveda (2006) quien logra
una inhibicion de la germinacion de los conidios entre 59,3% y 93,7%, con

ocho dias de incubado el antagonista.

Otros autores como Bernardi et al. (2013) aluden al tiempo de nueve dias para
obtener filtrados de hongos endofiticos de soya (Glycine max L.), con actividad
inhibitoria de microorganismos patdégenos en este cultivo. El tiempo de incubacién
de nueve dias utilizado por estos autores no coincide con ninguno de los niveles

evaluados para este factor en la investigacion.

Se obtiene una mayor inhibicién de la germinacién de los conidios con los filtrados
en el medio de cultivo Czapek, con diferencias estadisticas significativas con el

resto de los sustratos empleados para los tres hongos fitopatdgenos (Tabla 13).
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Tabla 13. Efecto del medio de cultivo en la produccion de filtrados de T. harzianum

sobre la inhibicion de la germinacion conidial de hongos fitopatégenos del arroz

Medios de Inhibicion de la germinacion conidial (%)
cultivo* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias  Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
CPG** 60,9 135,12 bc 54,3 139,8b 58,2 132,0b
Czapek 79,2 169,1 a 73,6 169,5 a 84,1 173,6 a
Richard 55,2 137,0c 52,8 1296 b 57,3 129,7b
Fries 64,2 136,8 b 54,6 1420b 59,4 142,7b
ES +0,89 +0,76 +0,94
*Medios de cultivo incubados durante 20 d para la obtencién de filtrados de T. harzianum
(cepa A-34)

*CPG. Medio de cultivo Caldo de Papa Glucosado
Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Los resultados del presente trabajo no coinciden con los obtenidos por Carissimi
et al. (2009) y Bernardi et al. (2013) con el empleo del medio de cultivo Caldo
Papa Dextrosa, aspecto que puede estar dado por la composicién del medio de
cultivo, la especie de antagonista y el agente patdgeno a controlar.

En la Tabla 14 se aprecia como los metabolitos obtenidos en agitacibn muestran
una mayor inhibicion de la germinacion conidial con significacion estadistica en los
tres hongos de arroz. Para esta condicion de cultivo, el porcentaje mas elevado se
alcanza en P. grisea con un 86,5%, con una reduccién de la germinacion de los
conidios por encima del 60,8% para las dos condiciones en los tres agentes
fitopatdogenos. Los metabolitos producidos en agitacion manifiestan los mas altos
porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial, esporulacién y germinacion
conidial en el control de los agentes causales de las enfermedades mancha parda,

pudricion de la vaina y tizén del arroz.
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Todos los resultados obtenidos por los autores antes citados en este epigrafe, se
logran bajo la condicion de agitado.
Tabla 14. Efecto de la condicion de cultivo en la produccién de filtrados de

T. harzianum con actividad inhibitoria de la germinacion conidial de hongos

fitopatogenos del arroz

Condicién Inhibicién de la germinacion conidial (%)

de cultivo™ B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias  Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios

Estatico 65,2 1442 b 60,8 135,3 b 75,6 140,2 b

Agitado 79,2 168,7 a 73,6 153,7 a 86,5 148,8 a

ES +0,65 +0,94 10,87

*Condicion de cultivo utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacion, para la obtencion
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Mann-Whitney (p<0,05)

Al evaluar el efecto de las diluciones de los metabolitos de T. harzianum
(cepa A-34) en medio de cultivo Czapek, con la condicion de agitacion e incubado
durante 20 d; se obtienen los valores mas elevados de inhibicion de la
germinacion de los conidios en el filtrado al 100% con un 84,2% para S. oryzae y
91,5% en P. grisea (Tabla 15). En el caso de B. oryzae no existen diferencias
significativas entre el filtrado bruto (79,2%) y la dilucién al 75,0% con un porcentaje
de inhibicion de 70,8%. A pesar de obtener las diluciones al 25,0% los valores mas
discretos en la reduccion de la germinacion de las estructuras reproductivas de los
tres agentes patdogenos, se alcanzan porcentajes superiores al 50,0%, lo que

resulta alentador si se tiene cuenta que se rebaja en cuatro partes el filtrado bruto.
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Tabla 15. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum en la actividad

inhibitoria de la germinacion conidial de hongos fitopatdégenos del arroz

Dilucién de Inhibicién de la germinacién conidial (%)
filtrados (%)* B. oryzae S. oryzae P. grisea

Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

reales medios reales medios reales medios
25,0 59,1 1245c 65,9 132,0c 74,8 126,2d
50,0 60,9 130,2 bc 67,2 133,1c 81,9 137,7c
75,0 70,8 154,6 ab 76,8 1549b 88,3 148,1 b
100 79,2 158,7 a 84,2 167,0 a 91,5 171,1a
ES +0,36 0,74 10,83

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos en agitacién durante 20 d de incubacion en
el medio de cultivo Czapek
Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba

de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Los resultados de inhibicion de la germinacion de los conidios por diluciones de
filtrados de cultivo de T. harzianum (cepa A-34), corroboran los obtenidos por
Bernardi et al. (2013), al evaluar filtrados brutos de hongos endofiticos de soya
(Trichoderma spp.), en el control de agentes nocivos de este cultivo. De igual
manera, Bannach (2013) obtiene una reduccion del 50,0% de la germinacion de
los conidios de M. oryzae, por la aplicacion de extractos cada vez mas
concentrados de Ruta graveolens L.

Ademas, se ha encontrado una reduccion del 52,7% de la germinacion de los
conidios de Alternaria porri Ellis, agente causal de la enfermedad mancha puarpura
de la cebolla; por la aplicacion de concentraciones elevadas de las enzimas
guitinasas y glucanasas producidas por los antagonistas T. harzianum vy

T. asperellum (Camacho, 2014).
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4.2.2. Efecto del pH y la temperatura en la obtencién de filtrados de
T. harzianum con actividad antifingica

4.2.2.1. Efecto del filtrado de cultivo de T. harzianum sobre la inhibicién del
crecimiento micelial, esporulaciéon y germinacion conidial de B. oryzae,
S. oryzae y P. grisea

Los filtrados de cultivo de T. harzianum (cepa A-34) producidos en el medio de
cultivo Czapek e incubados durante 20 d en agitacion, obtienen a pH 5,5 el valor
mas elevado de inhibicion del crecimiento micelial en B. oryzae con 44,9%.
Sin embargo, en S. oryzae se alcanza a pH 4,5 un 50,1%, aunque no manifesta
significacion estadistica con 4,0 (42,2%) y 5,5 (42,7%). En P. grisea no existen
diferencias entre los pH 4,5; 5,0; 5,5 y 6,0 con la mayor inhibicibn de 65,7% a
pH 5,0 (Figura 12).
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B. oryzae S. oryzae P. grisea
ES=1+1,86 ES=+1,80 ES=+0,93

pH*
O | O O | O
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Figura 12. Efecto del pH en la produccion de filtrados de T. harzianum con
actividad inhibitoria del crecimiento micelial de hongos fitopatogenos del arroz

*pH utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacién bajo agitacion, para la obtencion de
filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

PICR. Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatégeno

Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la Prueba de
Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Las diluciones de 75,0% vy el fitrado bruto (100%), muestran la mayor inhibicién del
crecimiento de los micelios en los agentes causales de la mancha parda y
pudricion de la vaina del arroz. En P. grisea no se manifiestan diferencias
significativas entre 50,0%, 75,0% y 100% (Figura 13).

100 -
90 ~
80
70 A
60 - b ab_a
50 A
40 A a
30 A
20 1
10

0 . . .
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Dilucidn de filtrados (%)*
@ 25,0 m 50,0 O 75,0 O 100

PICR (%)

Figura 13. Inhibicion del crecimiento micelial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea

por diluciones de filtrados de T. harzianum

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacién en agitacién, en el
medio de cultivo Czapek a pH 5.5

PICR. Porcentaje de inhibicién del Crecimiento Radial del micelio de cada agente fitopatégeno
Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Estos resultados profundizan el criterio de que Trichoderma spp. no es un
microorganismo exigente al pH en el sustrato, con un rango que varia de 5,5 a 6,5
(Paez, 2006); aunque en la presente investigacion esta condicidon se mueve en un
rango de pH 4,0 a 6,0 para la inhibicion del crecimiento micelial de los agentes
patdgenos del arroz. A conclusiones similares llegan Gonzalez et al. (2012), al
evaluar la produccion de las enzimas quitinasas y glucanasas de T. asperellum, en

medios de cultivo con pH que coinciden con los utilizados en nuestros estudios.
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La temperatura de incubacion es un factor indispensable para la produccion de
filtrados de Trichoderma. La inhibicion del crecimiento micelial se comporta con
niveles de significacion estadistica para 28°C en los tres agentes patdgenos, con
un rango de inhibicion de los micelios entre 49,8% y 69,8%, este ultimo valor se
obtiene con el hongo fitopatdégeno P. grisea. En B. oryzae solo existen diferencias

significativas entre los filtrados obtenidos a 28 y 32°C (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la produccion de filtrados de T. harzianum

con actividad inhibitoria del crecimiento micelial de hongos fitopatégenos del arroz

*Temperatura de incubacion utilizada en el medio Czapek durante 20 d bajo agitacion, para la obtencién
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

En los filtrados de T. harzianum obtenidos a 28°C, no se muestran diferencias
significativas en la inhibicion del crecimiento micelial entre las diluciones al 50,0%,
75,0% vy el filtrado bruto (100%) en B. oryzae. La dilucién al 75,0% no manifiesta
en P. grisea diferencias con el 100%. En el hongo S. oryzae no existe significacion

estadistica entre las diluciones estudiadas (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum sobre la inhibicion del

crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos del arroz

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacion en agitacion a 28°C,
en el medio de cultivo Czapek

Letras diferentes sobre barras para un mismo agente causal difieren significativamente por la
Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Los resultados en el presente trabajo se corresponden con los alcanzados por
Martinez y Solano (1995), en el control de A. solani por filtrados de seis
aislamientos de Trichoderma spp. obtenidos a 28°C. No obstante, estos autores
incuban el hongo antagonista durante 30 d en medio de cultivo Caldo de Papa
Dextrosa ajustado a pH 5,5. Otros investigadores utilizan esta temperatura con un
tiempo de incubacion de 30 d en medio de cultivo V-8, para producir metabolitos
de T. inhamatum con el objetivo de controlar cepas nativas de P. infestans (Puiio
et al., 2011).

Asimismo, Michel et al. (2005) evaltan el efecto antibiético de las enzimas
guitinasas y glucanasas producidas por Trichoderma spp. bajo las condiciones de

agitado, en medio V-8 y a temperatura de 25°C, incubado por ocho dias; con un
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efecto sobre especies de Fusarium, resultados que no se corresponden con los de
la presente tesis. Osorio et al. (2012) obtienen en medio de cultivo Czapek e
incubados a 28°C, filtrados de Trichoderma sp. con actividad inhibitoria de
Colletotrichum gloeosporoides [Penz.] Penz & Sacc.).

La tabla 16 muestra que los promedios mas bajos de concentracion de conidios se
alcanzan con los filtrados producidos a pH 5,5 al presentar diferencias
significativas con los niveles de acidez de 4,0 y 6,5 en B. oryzae; para P. grisea
solo se alcanza significacion estadistica entre el pH 5,5y 6,5. En S. oryzae no se
observa significaciéon al evaluar el efecto de diferentes tenores de pH en la
obtencion de filtrados de cultivo de T. harzianum con actividad antifungica.

Tabla 16. Efecto del pH en la obtencion de filtrados de T. harzianum con actividad

inhibitoria de la esporulacién de hongos fitopatégenos del arroz

pH* Esporulacién (conidios mL™)
B. oryzae S. oryzae P. grisea

Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos

reales medios reales medios reales medios
4,0 7,0x10*  48,7b 1,7 x 10* 28,5 54x10° 434ab
4,5 52x10* 419ab  2,2x10° 37,9 45x10* 33,1ab
5,0 1,9x10* 34,0ab  2,8x10° 38,0 1,3x10*  31,7ab
55 89x10° 204a 1,5 x 10* 27,5 9,1 x10° 229a
6,0 1,6x10* 29,7ab 5,6x10° 41,4 50x10° 41,6ab
6,5 6,3x10" 442D 8,9 x 10* 45,7 6,3 x 10* 46,3 b
ES 10,25 10,26 +0,49

*pH utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacion bajo agitacién, para la obtencion de
filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba de
Kruskal-Wallis (p<0,05)

Entre las diluciones de los filtrados de cultivo de T. harzianum (cepa A-34)
obtenidos a pH 5,5; no se presentan diferencias significativas en la esporulacion

de los hongos fitopatdgenos del arroz B. oryzae, S. oryzae y P. grisea (Tabla 17).
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Estos resultados corroboran lo planteado por Paez (2006) al referir que este
antagonista no es exigente a un determinado pH para producir metabolitos con
actividad antifungica. A pesar de no existir significacion entre las diluciones de los
metabolitos, en todos los casos se logra reducir la carga infectiva en mas de un
50,0%, aspecto a tener en cuenta para una aplicacion practica de esta alternativa
de control biologico.

Tabla 17. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum sobre la inhibicién de la

esporulacion de hongos fitopatdgenos del arroz

Dilucién de Esporulacién (conidios mL™)
filtrados (%)* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
25,0 6,5 x 10* 42,0 5,5 x 10* 40,0 6,1 x10* 42,9
50,0 5,0 x 10* 38,8 5,3 x 10* 39,6 42 x10* 40,4
75,0 4,2 x 10* 36,4 4,9 x 10* 34,6 3,7x10* 36,5
100 1,4 x 10* 28,8 3,7 x 10* 31,9 1,1x10* 26,2
ES +0,22 +0,17 +0,27

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacién en agitacién, en el
medio de cultivo Czapek a pH 5.5

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

La temperatura tiene una marcada influencia en la reduccién del numero de
conidios de los microorganismos patdégenos B. oryzae, S. oryzae y P. grisea por la
accion de los filtrados de T. harzianum, con los valores mas significativos de
inhibicion de la esporulacién a 28°C en los tres agentes patdégenos. Sin embargo,
no se presentan diferencias entre 24, 28 y 32°C en B. oryzae, de igual manera

ocurre con 24y 28°C en el hongo fitopatégeno P. grisea (Tabla 18).
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Tabla 18. Efecto de la temperatura en la obtencion de filtrados de T. harzianum

con actividad inhibitoria de la esporulacién de hongos fitopatégenos del arroz

Temperatura Esporulacién (conidios mL™)

(cC)* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios

20 6,4x 10 322D 8,8 x 10* 300b 15x10* 310D
24 1,2x10* 257ab 1,5x10* 280b 8,3x10° 255ab
28 3,6 x 10° 16,5 a 6,4 x 10° 11,7a 56x10° 143a
32 8,3x10° 235a 1,8 x 10* 283b 1,1x10* 272D
ES +1,26 +0,94 +1,83

*Temperatura de incubacion utilizada en el medio Czapek durante 20 d bajo agitacion, para la obtencion
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Como se observa en la Tabla 19, el efecto de las diluciones sobre la esporulaciéon
solo manifesta diferencias significativas en P. grisea, con una tendencia al
aumento en el numero de conidios de cada especie de hongo fitopatbgeno a
medida que los filtrados de T. harzianum (cepa A-34) estaban mas diluidos, suceso
gue se evidencia en los factores estudiados anteriormente.

Tabla 19. Efecto de diluciones de filtrados de T. harzianum sobre la inhibicién de la

esporulacién de hongos fitopatégenos del arroz

Dilucién de Esporulacién (conidios mL™)
filtrados (%)* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
25,0 5,3 x 10* 28,1 5,3 x 10* 30,0 6,4x10° 32,1b
50,0 5,1 x 10* 24,7 3,9 x 10* 23,9 51x10* 254b
75,0 1,8 x 10* 23,0 2,3 x 10* 22,2 1,8x10* 22,5b
100 1,7 x 10* 22,3 1,6 x 10* 21,9 1,7x10° 179a
ES +0,73 +0,29 +0,36

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacién en agitacion a 28°C,
en el medio de cultivo Czapek

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Los valores de inhibicion de la esporulacion que se alcanzan en esta investigacion
por el efecto de la temperatura en la produccion de filtrados, difieren de los que
obtiene Poveda (2006), en filtrados incubados durante ocho dias a 26+2°C en
medio de cultivo Czapek-Dox con porcentajes de dilucion del 50,0% y una
reducion del 20,0% de la produccion de conidios de B. cinerea.

El efecto del pH en la inhibicién de la germinacion conidial de los microorganismos
patégenos del arroz por filtrados de T. harzianum manifiesta diferencias
significativas para los tres agentes patdgenos. Entre los tratamientos que
consiguen los mejores resultados se encuentran los pH de 4,5; 5,0 y 5,5 para
B. oryzae y S. oryzae. En P. grisea los niveles de acidez sefalados anteriormente
no difirieron significativamente de pH 6,0; con porcentajes de inhibiciébn de los
conidios entre 28,3% y 86,8% en los tres agentes nocivos (Tabla 20).

Tabla 20. Efecto del pH en la produccion de filtrados de T. harzianum con actividad

inhibitoria sobre la germinacion conidial de hongos fitopatégenos del arroz

pH* Inhibicidon de la germinacién conidial (%)
B. oryzae S. oryzae P. grisea

Medias Rangos Medias Rangos Medias  Rangos

reales medios reales medios reales medios
4,0 28,8 15,8 d 28,3 155b 40,0 16,2 c
4,5 76,6 42,7 ab 74,6 47,7 a 80,6 43,2 a
50 83,9 47,5 a 73,1 51,7a 85,1 46,8 a
55 84,2 50,1a 80,8 60,4 a 86,8 52,3 a
6,0 61,4 43,8 bc 50,7 22,3 b 67,2 41,7 ab
6,5 45,8 19,5cd 48,1 216b 53,9 18,8 bc
ES +1,11 +1,23 +1,37

*pH utilizado en el medio Czapek durante 20 d de incubacién bajo agitacion, para la obtencién de
filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Los filtrados diluidos provenientes del medio de cultivo Czapek, incubados durante
20 d bajo la condicion de cultivo agitado a pH 5,5 no manifiestan diferencias
significativas en los agentes causales de las enfermedades mancha parda y
pudricion de la vaina del arroz (Tabla 21); comportamiento diferenciado en
P. grisea al no presentar discrepancias estadisticas entre el 75,0% y 100%.

Tabla 21. Efecto de las diluciones de filtrados de T. harzianum sobre la inhibicion

de la germinacién conidial de hongos fitopatégenos del arroz

Dilucion de Inhibicidon de la germinacién conidial (%)
filtrados (%)* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
25,0 59,5 32,9 52,7 29,3 58,3 30,7b
50,0 60,1 33,2 54,9 31,4 61,9 31,0b
75,0 66,1 35,2 62,6 39,6 73,4 38,2 ab
100 74,5 447 71,9 45,7 82,8 46,1 a
ES +0,94 +1,03 +0,81

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacién en agitacién, en el
medio de cultivo Czapek a pH 5.5

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

La disminucién del nimero de conidios y la inhibicion de su germinacion, reduce la
proliferacion de enfermedades como el tizon del arroz. Elemento importante si se
tiene en cuenta que esta enfermedad se disemina por la transportacion de los
conidios por el viento, los que pueden llegar a mas de 20 km del lugar donde se
origina la fuente de in6culo (Almaguer et al., 2008).

Otro informe sobre la aeromicologia refieren a monitoreos en Espafa de conidios
de P. grisea y B. oryzae en muestras desde julio hasta octubre. Asi como, se
obtiene en Estados Unidos, conidios desde principios de julio hasta mediados de

octubre, en concentraciones maximas desde agosto hasta septiembre, con una
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alta correlacion entre las variables temperatura, humedad relativa y Ila
concentracion de esporas en el aire (Picco y Rodolfi, 2002).

La temperatura de 28°C presenta en los tres agentes patégenos los valores mas
altos de inhibicion de germinacion conidial entre 62,3% y 85,9%, aunque no
existen diferencias significativas entre 24, 28 y 32°C en B. oryzae y 28°C y 32°C
en P. grisea (Tabla 22), con resultados favorables en los filtrados diluidos al 75,0%
y el filtrado bruto en los tres hongos del arroz (Tabla 23).

Tabla 22. Efecto de la temperatura en la produccion de filtrados de T. harzianum
sobre la inhibicion de la germinacion conidial de hongos fitopatégenos del arroz

Temperatura Inhibicién de la germinacion conidial (%)

(°C)* B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios

20 37,8 21,7b 28,3 8,2¢c 39,9 8,83 ¢c
24 50,7 25,9 ab 75,7 246 b 77,7 21,4b
28 62,3 334a 85,9 37,8a 85,7 35,6 a
32 55,3 30,3 ab 75,6 27,3 b 84,5 324 a
ES +1,36 +1,68 +1,89

*Temperatura de incubacion utilizada en el medio Czapek durante 20 d bajo agitacion, para la obtencion
de filtrados de T. harzianum (cepa A-34)

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Tabla 23. Inhibicion de la germinacion conidial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea
por diluciones de filtrados de T. harzianum

Dilucion de Inhibicién de la germinacién conidial (%)
filtrados (%) B. oryzae S. oryzae P. grisea
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
25,0 50,0 170b 58,0 18,2 b 61,8 145b
50,0 52,4 20,6 b 58,7 19.2b 62,1 20,3 b
75,0 67,5 25,9 ab 73,5 27,5 ab 80,8 275a
100 72,4 34,6 a 78,7 330a 83,2 31.7a
ES +0,52 +1,24 +1,54

*Filtrados de cultivo de T. harzianum (A-34) obtenidos a los 20 d de incubacién en agitacion a 28°C,
en el medio de cultivo Czapek

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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4.3. Eficacia de Trichoderma harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo
en el control de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea en condiciones

semicontroladas

En la variable epifitiologica Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) (Tabla 24), el tratamiento de Azoxistrobina muestra los valores mas
bajos, al presentar diferencias significativas con el resto de las variantes en las
enfermedades pudricién de la vaina y tizén del arroz. Sin embargo, en la mancha
parda, el fungicida no expresa significacion con el filtrado de cultivo de
T. harzianum al 100%. Este ultimo tratamiento, no difiere con la dilucion al 75,0%,
que a su vez no presenta significacién con el tratamiento de 10** conidios mL™ y si

con las restantes alternativas de control.

En cada hongo fitopatdgeno, se incrementa el ABCPE en la medida en que se
usan las menores concentraciones de T. harzianum (cepa A-34) y diluciones de los
filtrados de cultivo, respectivamente. Asi mismo, todas las variantes en que se
emplean alternativas para reducir las afectaciones de los agentes patdgenos
muestran diferencias significativas con el control absoluto. De igual modo, los
mejores resultados de las alternativas de control biol6gico, logran una disminucién
del &rea bajo la curva de las enfermedades provocadas por B. oryzae, S. oryzae y

P. grisea del 67,5%; 83,9% y 79,8%, respectivamente.
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Tabla 24. Efecto de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo sobre el
Area bajo la curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) en la variedad de
arroz Perla de Cuba, inoculados artificialmente con B. oryzae, S. oryzae y P. grisea

Tratamiento ABCPE
Mancha parda Pudricion de la Tizon del arroz
vaina
Medias Rangos Medias Rangos Medias Rangos
reales medios reales medios reales medios
10% 1656,1 63,8 e 395.,8 50,3d 1806,2 72,0f
1010 1552.0 50,2d 360,0 37,1cd 1361,1 443 d
101+ 1386,7 33,0c 334,3 32,4c¢ 941,8 18,4 b
Quimico** 1213,1 11,2 a 99,5 55a 138,0 55a

100% 1255,9 16,4 ab 266,0 16,8 b 983,2 22,6 b
75,0% 1319,4 24,9 bc 384,7 41,0 cd 1249,6 36,7 ¢
50,0% 1539,5 48,9d 482,4 69,5e 1501,3 55,6 e
25,0% 2186,9 75,5 f 485,4 714e 1723,1 68,8 f
Control 3864,1 85,59 1656,8 85,5f 4671,2 85,50
absoluto
ES +2,39 13,47 14,73

* Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL™
**Quimico. Azoxistrobina

Rangos medios con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba
de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Esta variable se utiliza para estudiar la resistencia de cultivares de arroz contra las
enfermedades provocadas por B. oryzae, S. oryzae y P. grisea (Kamal y Mia,
2009; Bahadur, 2015). Ademas, se informa en el control de hongos fitopatégenos
foliares en cultivos como ajo (Allium sativum L.) y Musa spp. con microorganismos
antagonistas del género Trichoderma (Rojas et al., 2010; Castro, 2015).
Sin embargo, en la literatura cientifica consultada, solo se encuentra un resultado
referente a la aplicacion del ABCPE sobre los hongos patdégenos del arroz con el

uso de Pseudomonas fluorescens (Prathuangwong et al., 2012).
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En la figura 16 se aprecia que no existen diferencias signifcativas entre los
porcentajes de eficacia de los tratamientos en el control de la enfermedad mancha
parda del arroz, con valores por encima del 80,0%. Los filtrados de cultivo
presentan eficacias superiores al 90,0% al igual que el fungicida Azoxistrobina y se

alcanza un control entre 81,0% y 84,0% con el hongo antagonista.
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Figura 16. Eficacia de T. harzianum y sus filtrados de cultivo en el control de la

mancha parda de arroz (B. oryzae)

* Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL*
**Quimico. Azoxistrobina

Datos procesados segun la Prueba de Tukey (p<0,05)

En la enfermedad pudricion de la vaina, el tratamiento con Azoxistrobina obtiene el
valor mas elevado con un 93,8% de eficacia, al presentar diferencias significativas
con el antagonista y con los filtrados (Figura 17). Estas alternativas de control
biol6gico muestran entre un 65,7% y 82,7%, valores que se consideran adecuados
para este método de control de enfermedades. A pesar de no existir diferencias

significativas entre estas variantes, los controles mas elevados se alcanzan con el

filtrado al 100% (80,9%) y con la concentracién de 10™ (82,7%).
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Estos resultados demuestran que los mecanismos de accion del antagonista y los
metabolitos, son capaces de ejercer un control superior al 65,0% de eficacia al

aplicar los filtrados de cultivo y entre 79,0% y 82,7% de T. harzianum (cepa A-34).
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Figura 17. Eficacia de T. harzianum y sus filtrados de cultivo en el control de la
pudricion de la vaina del arroz (S. oryzae)

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL™
**Quimico. Azoxistrobina

Letras diferentes sobre las barras difieren significativamente por la Prueba de Tukey (p<0,05)

En la enfermedad tizon del arroz, no existen diferencias significativas entre el valor
promedio alcanzado por el fungicida y el de las tres variantes en que se aplica el
antagonista, asi como entre los tratamientos desde el 50,0% de dilucion del fitrado
al 100% (filtrado bruto). Solo se presenta significacion estadistica entre
Azoxistrobina y el filtrado de cultivo diluido al 25,0% (Figura 18).

Se logran valores de eficacia para P. grisea entre un 63,0% y 83,7% con las
alternativas bioldgicas. Porcentajes de control mas bajos en relacion a las

restantes enfermedades estudiadas, aspecto que puede estar dado por las

condiciones de inoculacion artificial que provocan una alta intensidad de ataque,
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aparejado a la alta virulencia del aislado inoculado y a la susceptibilidad que
presenta la variedad de arroz utilizada en la investigacion.

Durante la conduccién de los experimentos se registran temperaturas por encima
de 28°C y humedad relativa superiores al 80,0%, lo que favorece la germinacion
de los conidios del antagonista y el proceso de infeccibn de los agentes

fitopatdgenos (Infante et al., 2009).
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Figura 18. Eficacia de T. harzianum y sus filtrados de cultivo en el control del tizén

del arroz (P. grisea)

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL*
**Quimico. Azoxistrobina
Letras diferentes sobre las barras difieren significativamente por la Prueba de Tukey (p<0,05)

Los resultados obtenidos in vitro por T. harzianum (cepa A-34) a través de los
mecanismos de accion de competencia, antibiosis y micoparasitismo
(enrollamiento, penetracion, lisis y vacuolizacion) en la interaccion con los agentes
patdgenos B. oryzae, S. oryzae y P. grisea permiten inferir que este antagonista es
capaz de ejercer en la planta de arroz el control de las enfermedades mancha

parda, pudricion de la vaina y tizon del arroz en condiciones semicontroladas.
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La aplicacion de los filtrados de cultivo de T. harzianum logra reducir el indice de
infeccion de las enfermedades, lo que trae consigo el incremento de la eficacia a
medida que transcurre el tiempo de permanencia de estos en las plantas de arroz.
El efecto inhibidor del crecimiento micelial, esporulacion e inhibicion de la
germinacion conidial de estos agentes patdgenos obtenidos en condiciones in vitro
por los metabolitos de T. harzianum, pueden lograr en la planta una reduccién de
los dafios causados por estos hongos patdgenos del arroz.

Bajo estas condiciones experimentales, se logran valores de eficacia que oscilan
entre el 65,0% y 94,4%; los que se consideran alentadores si se tiene en cuenta
que se han obtenido por la aplicacion de T. harzianum (cepa A-34) como
alternativa de control de estas tres enfermedades en el arroz. Aspecto a resaltar
por la alta carga infectiva (10° ufc mL™) de los tres agentes patdgenos inoculados,
aparejado a las condiciones de temperatura y humedad relativa que favorecieron
el proceso de infeccion.

Los estudios realizados en este trabajo, corroboran la obtencion de una eficacia
superior al 95,0% ante Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) al aplicar en
parcelas de Musa spp. esta misma cepa de Trichoderma (Pérez et al., 2009b). En
el cultivo del arroz, solo existen informes de la aplicacion de aislamientos de
Trichoderma spp. contra R. solani Kihn, con porcentajes entre 30,0% y 95,0%
(Reyes, 2011).

En la literatura cientifica consultada no existen antecedentes de la aplicacion de
fitrados de Trichoderma en condiciones in vivo para controlar hongos

fitopatogenos foliares del arroz. En la familia Poaceae, se obtiene en el cultivo de
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cebada, un efecto fungistético en el control de B. sorokiniana por la aplicaciéon de
sustancias elicitoras de Trichoderma (Antoniazzi, 2005) y en el cultivo de
Musa spp. se alcanzan valores superiores al 90,0% de reduccion de
R. solanacearum, agente causal de la enfermedad moko de platano, con dos
cepas de Trichoderma spp. y los filtrados al 40,0% (Ceballos et al., 2014).

Existe una tendencia al estudio de hongos endofiticos o microorganismos
mutualistas en tejidos de la rizosfera y filosfera de las plantas, con capacidad para
producir un grupo de sustancias que provocan resistencia contra patégenos de
plantas, con énfasis en la estrecha interaccion planta-antagonista-patégeno. Estos
estudios se obtienen con el efecto de Trichoderma spp. aislado de plantas de
platano y banano (Musa spp.) en el control de Rodopholus similis (Cobb) Thorn
(Meneses, 2003; Chaves, 2007) y en platano como inductores de resistencia para
el control de Sigatoka negra, con un alto porcentaje de colonizacion de especies
de Trichoderma en el cormo, pseudotallo y en las hojas de las plantas (Arzate
et al., 2006; Carr, 2009).

En estudios realizados sobre la interaccion Trichoderma —Cebolla (Allium cepa L.)
- Sclerotium rolfsii, la aplicacion del antagonista favorece la produccién en los
bulbos de cebolla, de las enzimas ascorbato peroxidasa, catalasa y fenilalanina
amonio — liasa, al provocar cambios en el metabolismo del agente patégeno y a la
vez, estimula en los 6rganos de la planta (bulbos), la produccion de compuestos
con marcado efecto antifungico como flavonoides y fenoles (Pefialoza, 2014). Este
fendbmeno descrito anteriormente, pudiera favorecer las reducciones de la

intensidad de ataque de los hongos fitopatogenos del arroz estudiados en
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condiciones semicontroladas, aspectos que deben ser profundizados en futuras
investigaciones.

4.4. Eficacia de Trichoderma harzianum (cepa A-34) sobre B. oryzae,
S. oryzae y P. grisea en condiciones de campo

La aplicacion del antagonista en campo en el control de la enfermedad mancha
parda, no manifiesta diferencias significativas entre las cuatro variantes evaluadas,
al incrementar los niveles de eficiacia en el bioproducto a medida que aumentan
sSus concentraciones, en porcentajes que oscilan entre 84,6% y 87,2%. Ademas,
se logra con el fungicida Azoxistrobina un 95,2% de reduccion de las afectaciones,
resultado que se corresponde con los alcanzados en el experimento
semicontrolado, aunque este indicador es superior en campo (Figura 19).
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Figura 19. Eficacia de T. harzianum en el control de la mancha parda del arroz
(B. oryzae) en campo

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL*
**Quimico: Azoxistrobina
Datos procesados segun la Prueba de Tukey (p<0,05)
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En la enfermedad pudriciéon de la vaina del arroz, se alcanza los valores mas
elevados de eficacia en el tratamiento Azoxistrobina (94,6%), al mostrar
diferencias significativas con las variantes de T. harzianum (cepa A-34). Entre los
tratamientos donde se aplica el antagonista, solo existe significacion estadistica
entre 10° y 10" con eficacias de 77,6% y 81,4%, respectivamente; el nivel
intermedio de 10 alcanza un control del 78,9%. Estos valores se encuentran en
el rango obtenido por esta enfermedad en los experimentos en condiciones

semicontroladas (Figura 20).
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Figura 20. Eficacia de T. harzianum en el control de la pudricion de la vaina del

arroz (S. oryzae) en campo

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL™
**Quimico. Azoxistrobina
Letras diferentes sobre las barras difieren significativamente por la Prueba de Tukey (p<0,05)

En el estudio en campo del tizén del arroz, se alcanzan eficacias por encima del
83,0% para todos los tratamientos donde se aplican suspensiones conidiales del
antagonista sin diferencias significativas entre estos; con porcentajes de control
gue se consideran altos para este tipo de bioproducto en estas condiciones.
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El fungicida Azoxystrobina obtiene un 93,8% con significacion estadistica sobre las

variantes donde se aplica el agente de biocontrol (Figura 21).
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Figura 21. Eficacia de T. harzianum en el control del tizén del arroz (P. grisea) en

campo

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL™
**Quimico. Azoxistrobina
Letras diferentes sobre las barras difieren significativamente por la Prueba de Tukey (p<0,05)

El comportamiento de los tratamientos en las condiciones de campo para el control
de cada enfermedad, es similar al obtenido en experimentos semicontrolados.
Resultados que corroboran estudios realizados con la aplicacion de fungicidas
entre los que se encuentra Azoxistrobina, para reducir las afectaciones
provocadas por los hongos fitopatdégenos del arroz estudiados en esta tesis (Pérez
et al., 2009a).

La temperatura media y humedad relativa media durante el desarrollo del
experimento se comporta en los rangos de 26,0 — 27,2°C y 78% — 84%,
respectivamente (Anexo 5). Estas condiciones climaticas favorecen la infeccion
por los agentes causales de las enfermedades en estudio, o que coincide con lo

publicado en la literatura cientifica.
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En Cuba no existen estudios de la eficacia de T. harzianum (cepa A-34) en el
control de hongos fitopatdgenos foliares del arroz en campo; estos se limitan a
evaluar la capacidad antagonica en condiciones in vitro (Alarcén et al., 2005;
Reyes et al., 2006a; Martinez et al., 2010). Por lo que su aplicacion en el control
de las enfermedades fangicas provocadas por B. oryzae, S. oryzae y P. grisea es
una alternativa a considerar para reducir las afectaciones de estas, con la
disminucién del uso de fungicidas en los agroecosistemas que se dedican al
cultivo del arroz.

En experimentos en condiciones semicontroladas y de campo se constata que el
fungicida Azoxistrobina obtiene los valores mas altos de eficacia en el control de
las enfermedades provocadas por B. oryzae, S. oryzae y P. grisea y la menor area
bajo la curva. Sin embargo, al evaluar el rendimiento agricola se aprecia
significacién estadistica entre la concentracion de 10" y el resto de los
tratamientos en las enfermedades mancha parda y pudricién de la vaina del arroz.
Con relacion al tizon del arroz, no existen diferencias significativas entre la
concentracién antes mencionada y 10*. En todas las variantes donde se aplican
alternativas de control de estos agentes patdgenos, se muestran valores de
rendimiento superiores al control absoluto (Tabla 25). Estos resultados pueden
deberse a la capacidad que tiene Trichoderma de estimular el crecimiento en las
plantas y de facilitar la absorcion de elementos esenciales por los cultivos

(Martinez et al., 2013; Villarroel, 2014).
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Tabla 25. Efecto de T. harzianum en el rendimiento de la variedad de arroz Perla

de Cuba frente al ataque de tres hongos fitopatégenos

Tratamientos Rendimiento agricola (t ha™)
B. oryzae S. oryzae P. grisea
10% 4,8b 4,2 c 4,8 c
10%% 52b 4,8 bc 5,4 ab
10M* 6,0 a 57a 59a
Quimico** 49b 50b 5,1 bc
Control absoluto 2,8¢c 2,3d 2,1d
ES +0,19 +0,23 10,42

*Concentraciones de Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34) expresada en conidios mL™
**Quimico. Azoxistrobina

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren significativamente por la Prueba de
Tukey (p<0,05)

El comportamiento del rendimiento en la variedad Perla de Cuba fue ampliamente
estudiado en la ultima década del siglo XX y en los primeros ocho afios del
presente siglo (Cardenas et al., 2005; Cristo et al., 2006). La mayoria de estas
investigaciones se basan en la comparacion de variedades y lineas de arroz ante
la resistencia a factores biéticos, entre los que se encuentran las enfermedades
provocadas por B. oryzae, S. oryzae y P. grisea (Sandoval y Bonilla, 2001;
Hernandez et al., 2009b; Cristo et al., 2012); asi como experimentos regionales
para evaluar la interaccion genotipo-ambiente (Almarales, 2011).

En la literatura cientifica consultada, solo existen antecedentes en el uso de la
cepa T-78 de T. asperellum en el control del hongo del suelo R. solani en esta
variedad de arroz, con rendimientos entre 4,63 y 4,84 t ha' (Reyes, 2011).
Sin embargo, los resultados del presente trabajo no se pueden comparar con los
de esta autora, debido a que se estudian tres patosistemas diferentes y el empleo

de otra cepa y especie de Trichoderma.
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4.5 Discusion general

El uso de alternativas en el control de hongos fitopatdgenos foliares del arroz, que
permitan reducir la carga contaminante de los fungicidas, cumple con las
exigencias de la agricultura moderna. Entre estas opciones, el empleo de hongos
antagonistas del género Trichoderma, solo se ha limitado en Cuba a su aplicacion
in vitro contra los agentes causales de las enfermedades foliares mancha parda,
pudricion de la vaina y tizén del arroz (Alarcon et al., 2005; Reyes et al., 2006a;
Martinez et al., 2013). En condiciones de campo, solo existen antecedentes de su
uso en el control del hongo del suelo R. solani (Reyes, 2011).

En la investigacion se evalla la capacidad antagénica de T. harzianum (cepa A-34)
sobre B. oryzae, S. oryzae y P. grisea, elementos que permiten definir si este
antagonista ejerce un efecto controlador sobre estos hongos fitopatégenos.

Los microorganismos antagonistas producen metabolitos considerados
compuestos importantes, entre los que se destacan algunos antibibticos y
enzimas. Su produccion guarda una estrecha relacion con las condiciones de
cultivo en las que estos se obtienen (Martinez et al., 2008). Estas sustancias de
naturaleza flungica, han demostrado su utilidad en la fitoproteccion de cultivos,
debido a su efecto directo sobre los hongos fitopatdégenos, como al indirecto sobre
la planta. Su eficacia se debe a que pueden inhibir el desarrollo de estructuras de
infeccion y penetracion del patégeno, o actuar como inductores de respuestas de
defensa en el hospedante, con la proteccion en ambos casos a la planta, de los

efectos deletéreos de los agentes patdégenos (Gonzalez et al., 2008).
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Basado en informes de la literatura cientifica referente a la accion de los
metabolitos y a la manifestacion de los mecanismos de competencia,
micoparasitismo y antibiosis de T. harzianum (cepa A-34) sobre estos hongos
fitopatogenos del arroz en condiciones in vitro, se propone determinar las
condiciones de cultivo para la obtencion de filtrados con actividad antifangica
sobre los hongos patégenos foliares antes descritos.

Para estas condiciones, se estudia los factores tiempo de incubacién, medio y
condicion de cultivo, pH y temperatura; a partir de los cuales se prueban diluciones
de los filtrados, lo que permite obtener por primera vez en Cuba, las condiciones
para la produccion de sustancias bioactivas de T. harzianum (cepa A-34) con
actividad inhibitoria del crecimiento micelial, esporulacion e inhibiciébn de la
germinacion conidial de B. oryzae, S. oryzae y P. grisea.

Con la obtencién de resultados satisfactorios de estas alternativas de control
bioldgico en condiciones in vitro, se evalla la eficacia de T. harzianum (cepa A-34)
y sus metabolitos, asi como el comportamiento de la variable epifitiologica Area
Bajo la Curva de las Enfermedades mancha parda, pudricion de la vaina y tizon
del arroz, en condiciones semicontroladas. Lo que constituye el primer informe en
Cuba de la aplicacién in vivo de este antagonista y sus extractos fungicos, con la
obtencion de eficacias superiores al 80,0% en el control de estos agentes
patogenos.

El control de estas enfermedades bajo las condiciones antes mencionadas,
confirma la accion de los filtrados de cultivo en la inhibicion de las estructuras

infectivas (micelios y conidios) de B. oryzae, S. oryzae y P.grisea; al interrumpir su
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ciclo bioldégico, reducir la carga infectiva y con ello el desarrollo de estas
enfermedades en la planta de arroz.

Estos resultados sientan las bases para estudiar en campo, la eficacia de este
agente de control biolégico sobre las enfermedades anteriormente mencionadas,
asi como el efecto en el rendimiento del arroz de la interaccion planta-
antagonista-patogeno. En estos experimentos, se alcanza una eficacia superior al
80,0% y un incremento en mas de 2,0 t ha’ del grano por la aplicacion del
biopreparado. Lo que constituye el primer registro en el pais del control de estas
enfermedades con el empleo del antagonista T. harzianum (cepa A-34) bajo estas
condiciones experimentales.

En la figura 22 se muestra un esquema que puede servir como base para el
control de estos agentes patdgenos del arroz con el empleo del antagonista

T. harzianum (cepa A-34).
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Figura 22. Esquema metodolégico de la investigacion para el control de B. oryzae,

S. oryzae y P. grisea con T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo
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5. CONCLUSIONES

1. T. harzianum (cepa A-34) manifesté un efecto marcado de los mecanismos
de accion de competencia, micoparasitismo y antibiosis sobre B. oyzae,
S. oryzae y P. grisea.

2. Se determinaron las condiciones de cultivo para la obtencién de filtrados de
T. harzianum (cepa A-34) con actividad antifingica sobre B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea.

3. Losfiltrados de T. harzianum (cepa A-34) mostraron los mayores valores de
inhibiciébn del crecimiento micelial, esporulacion y germinacién conidial a los
20 dias de incubacion, en el medio de cultivo Czapek, bajo cultivo agitado, a la
temperatura de 28°C y pH 5,5, con las diluciones de 75,0% y 100% (filtrado
bruto) en los tres agentes patdgenos estudiados.

4. La aplicacion de T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados de cultivo redujo
entre un 67,9% y 79,8% el Area Bajo la Curva del Progreso de las Enfermedades
mancha parda, pudricién de la vaina y tizon del arroz.

5. Se obtuvo en condiciones semicontroladas una eficacia entre 60,0% y
90,0% al aplicar T. harzianum (cepa A-34) y sus filtrados en el control de
B. oryzae, S. oryzae y P. grisea

6. Se alcanzé una eficacia por encima del 80,0% en el control de las
enfermedades mancha parda, pudricion de la vaina y tizén del arroz con
rendimientos superiores en 2,0 t ha™ al aplicar bajo condiciones de campo el

antagonista T. harizanum (cepa A-34).
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6. RECOMENDACIONES

. Emplear en la obtencion de filtrados de T. harzianum (cepa A-34) con
actividad antifangica las condiciones de cultivo estudiadas en este trabajo.

. Identificar y caracterizar los metabolitos de los filtrados de T. harzianum
(cepa A-34) que ejercen un efecto antifingico contra los agentes patdgenos
B. oryzae, S. oryzae y P. grisea.

. Profundizar en los mecanismos de accion que se establecen en la
interaccion T. harzianum (cepa A-34) — O. sativa — B. oryzae, S. oryzae y
P. grisea en condiciones in vivo.

. Evaluar el uso de filtrados de T. harzianum (cepa A-34) en el control de las
enfermedades mancha parda, pudricion de la vaina y tizén del arroz en

condiciones de campo.
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ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo liquido utilizados en la obtencion de filtrados de

Trichoderma harzianum Rifai (cepa A-34)

Medio

Reactivos

Caldo de Papa

Glucosado

Czapek

Richard

Fries

Papa—-400g

Glucosa—-20g

Agua destilada estéril — 1000 mL

Nitrato de sodio (NaNo3) — 2,0 g

Dihidrogeno fosfato de potasio ( KH,PO4) — 1,0 g
Sulfato de magnesio heptahidratado ( MgS0O4.7H,0) -
0,59

Cloruro de potasio (KCl) - 0,5 g

Sulfato de hierro heptahidratado (FeSO,4.7H,0)-0,02 g
Sacarosa—30g

Agua destilada estéril — 1000 mL

Nitrato de potasio (KNO3) — 10 g

Dihidrogeno fosfato de potasio (KH,PO,4) — 5,0 g

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,4. 7H,0) —
250

Cloruro férrico (FeCl3) — 0,02 g

Sacarosa—-60g

Agua destilada estéril — 1000 mL

Tartrato de amonio (NH4sNO3) -5 g

Nitrato de amonio (NH4sNO3) -1 g

Dihidrogenofosfato heptahidratado (MgSO4.7H,0)-0,5 g
Cloruro de calcio (CaCl;) - 0,59

Extracto de levadura—1 g

Sacarosa— 30 g

Agua destilada estéril — 1000 mL
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Anexo 2. Propiedades quimicas de los suelos utilizados en la investigacion

Indicadores Vertientes Santa Clara
Hernandez et al. (1999) Vertisol Pélico Gleyzoso Pardo Sialitico
pH KCI 5,83 6,38

pH H,0 6,47 7,08

MO % 2,67 2,32
P,Os (mg 100g™) 22,16 35,70
K,O (mg 100g™) 25,77 22,60
CIC (cmol kg™) 53,38 33,70

Anexo 3. Escala para la evaluacion del indice de infeccion de Bipolaris oryzae en

hojas de arroz

GRADO AREA FOLIAR AFECTADA
0 Ninguna lesion visible
Menos del 1%

1% - 3%

4% - 5%

6% -10%
11% - 15%
16% - 25%
26% - 50%
51% - 75%

© 0 N O o b~ WN P

76% - 100%

Fuente: Sistema Estandar de Evaluaciones del Arroz del International Rice

Research Institute (IRRI) (1996)
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Anexo 4. Escala para la evaluacion del indice de infeccion de Sarocladium oryzae

y Pyricularia grisea en hojas de arroz

GRADO AREA FOLIAR AFECTADA (AFA)
0 Ninguna lesion visible
1 AFA menos del 1%
3 AFA 1% - 5%
5 AFA 6%-25%
7 AFA 26% - 50%
9 Mas del 50% de AFA

Fuente: Sistema Estandar de Evaluaciones del Arroz del International Rice

Research Institute (IRRI) (1996)
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Anexo 5. Registro por decenas de temperatura y humedad relativa minima, media

y maxima de la regién donde se condujo las investigaciones de campo



