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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es el alimento basico de la poblacién cubana, con un consumo per
capita de 69,5 Kg, sin embargo, las producciones de este cereal solo satisfacen el 50 % del
consumo nacional (Normas técnicas el Arroz, 2009). Entre los principales factores que limitan la
produccion de arroz en Cuba se destaca los bajos rendimientos obtenidos en el cultivo, los
cuales estan estrechamente relacionados con la alta incidencia de enfermedades fungicas. En
este sentido se destaca la pudricién de la vaina del arroz causada por el hongo Sarocladium
oryzae (Sawada/Gams&Hawks), la cual es considerada la tercera enfermedad de importancia
econdémica en el pais, llegando a reducir los rendimientos hasta en 2 t/ha (MINAGRI, 1998;
Sandoval y Bonilla, 2001).

En el manejo de esta enfermedad, numerosos fungicidas, en dosis cada vez mayores, son
utilizados por los productores, sin lograr el control deseado, situacion que incrementa los costos
de produccion y reduce los beneficios. Por otra parte, diferentes estudios indican que el
tratamiento con cepas de Trichoderma spp., son promisorios en el control de numerosos
hongos fitopatogenos (Rey et al., 2000; Synowiecky, y Al-Khateeb, 2003; Chet, et al., 2006;
Chien, y Chou, 2006; Eweis, et al., 2006). Esto se debe a que Trichoderma sp. presenta
mecanismos de accién con varios efectos directos e indirectos sobre los microorganismos
fitopatdbgenos, como son: inactivacién de sistemas de infeccion, competencia, antibiosis,
micoparasitismo, ademas de estimular el desarrollo vegetal e inducir sus mecanismos
defensivos (Benitez, et al., 2004).

Sobre la base de estos antecedentes el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antagénico
in vitro de aislamientos de Trichoderma spp. sobre el patégeno Sarocladium oryzae.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluo el efecto antagénico de 4 aislamientos de Trichoderma spp. con actividad frente al
hongo fitopatégeno S. oryzae, procedente del Laboratorio de Micologia Vegetal del Centro
Nacional de Sanidad Agropecuaria. Para ello se utilizé el método de cultivo dual, a partir de
cultivos de los hongos, sembrados en medio Papa-Dextrosa-Agar (BIOCEN), pH 5,5, incubado
a 26° C y oscuridad, durante 7 dias. Se sembraron discos de 0,6 cm de didametro del
antagonista y del patogeno, diametralmente opuestos sobre placas de 9 cm de diametro,
contentivas medio PDA y se sometieron a similares condiciones de incubacion, durante 11 dias
de observacion. Se utilizé un control de cada patégeno, incubado en iguales condiciones. Se
emplearon 5 réplicas por tratamiento.

Se evaluo la competencia por sustrato, antibiosis e interaccion hifal.

Competencia por sustrato

Se midié el radio de las colonias a las 16, 24, 40, 48, 64, 72, 64, 72, 88, 96, 184, 208 y 232
horas, mediante el uso de una regla graduada (mm) y se determiné el grado de antagonismo
segun la Escala de Clase planteada por Bell y colaboradores (1982). Se emplearon 5 réplicas
por tratamiento.



A las 64 horas, se determind el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial del patégenos
(PICR) segun la féormula de Samaniego (1989), citada por Bernal y colaboradores (2004):

ri-rz

*100

PICR=
Donde: M

r1: crecimiento radial de la colonia control.
r2: crecimiento radial del aislamiento enfrentado al antagonista.

Antibiosis

Primeramente se determiné el efecto “antibidtico” de los aislamientos 3, 17, 75 y 85 de
Trichoderma spp. en cultivo dual. Para ello se evalué el crecimiento de los hongos patégenos,
antes del momento de contacto fisico con el antagonista; es decir, a las 48 horas.
Posteriormente se evalué el efecto “antibiético” de los metabolitos de Trichoderma spp. sobre el
patégeno S. oryzae. Se inocularon los aislamientos del hongo antagonista en Caldo Papa-
Dextrosa, pH 5,5, a 28° C y oscuridad, durante 30 dias y se filtraron mediante membranas
miliporo (0,45 um). Se embebieron, por 30 minutos, discos de micelio de 0,6 cm de diametro,
del patégeno, en los metabolitos obtenidos a partir de los aislamientos del antagonista, se
colocaron en el centro de placas contentivas medio PDA (pH 5,5) y se incubaron en las
condiciones descritas previamente, durante 7 dias. Se utilizaron 4 réplicas por tratamiento.

Se midié el diametro de las colonias a los 4, 5, 6 y 7 dias y se comparé con los tratamientos
controles, embebidos en agua destilada estéril y Caldo Papa Dextrosa.

Micoparasitismo

El tipo de micoparasitismo se observd al microscopio optico (aumento de 400x), a partir de
preparaciones del punto de interaccion o contacto de ambos hongos (3 réplicas por
tratamiento). Se determinaron los tipos de interaccion hifal (lisis, vacuolizacion, enrollamiento y
penetracion).

Se prepararon suspensiones de conidios de S. oryzae, a partir de los puntos de interaccién con
los aislados de Trichoderma, y se colocaron 100 uL de las mismas sobre laminas portaobjetos,
las que posteriormente se incubaron en condiciones de camara humeda durante 24 horas. Para
evaluar el porcentaje de germinacién de los conidios se utilizaron 3 portaobjetos/tratamiento y
se observaron 4 campos/lamina, con al menos 50 conidios/campo y se empledé como control
una suspensién de conidios obtenida a partir de los tratamientos controles en el cultivo dual.
Para la realizacion de estos experimentos se utilizé un Disefio Completamente Aleatorizado.
Los datos correspondientes a los porcentajes de germinacién de conidios se transformaron
mediante la expresién 2Arcsen\V%. Los valores de PICR, y los de diametro de las colonias
correspondientes a los ensayos de Antibiosis, se procesaron a través de un ANOVA simple y
las medias se compararon por la Prueba de Rangos Multiples de Duncan (p<0.05). En los casos
en que no se cumplieron los supuestos de normalidad, se realizaron las Pruebas no
paramétricas Kruskal Wallis y Mann-Whitney (SPSS versién 11.5).

RESULTADOS Y DISCUSION

Competencia por sustrato

Todas las cepas de Trichoderma spp. enfrentadas con el patégeno se ubicaron en el grado 1 de
la Escala de Bell y colaboradores (1982), por lo que Trichoderma sp. crecié completamente
sobre el medio de cultivo y el organismo patégeno. Esto evidencia una alta capacidad
antagonica de los aislamientos estudiados.

La mayoria de los aislamientos de Trichoderma harzianum crecieron considerablemente mas
rapido que S. oryzae, en las mismas condiciones de cultivo, y retardan el crecimiento y
esporulacién del mismo. Esto les confiere una importante ventaja competitiva por el espacio,



respecto al hongo fitopatégeno, inclusive antes de mostrar su arsenal de micotoxinas y actividad
micoparasitica (Klguk, y Kivang, 2004).

Los aislamientos 3, 17, 75 y 85 de Trichoderma spp. a las 72 horas manifestaron un efecto
inhibitorio del crecimiento radial del patégeno con respecto al control, (Figura 1). Por otra parte
el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (30 %) se observé con el aislamiento de
T-85, pero sin diferir significativamente respecto a T-17 y T-75.

Existen numerosos trabajos relacionados con el uso de cepas del género Trichoderma en
ensayos de competencia para el biocontrol de hongos fitopatégenos. El PICR alcanzado en el
presente trabajo se encuentra en intervalos cercanos por otros autores con diferentes
fitopatdgenos; en Phytophthora capsici Leonina, fue de 30 % (Ezziyyani, et al., 2004); en F.
oxysporum f. sp. cubense (Smith) Synder & Hansen., entre 38 y 58 % con 6 aislamientos de
Trichoderma spp. (Bernal, et al., 2004). Frente al hongo fitopatdégeno Rosellinia necatrix Prill.
mostro valores del orden del 35 % (Ruano, et al., 2003).
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Figura 1: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de S. oryzae en cultivos duales
con aislamientos de Trichoderma spp., a las 72 horas.

En géneros de hongos patdgenos aislados de semilla botanica de cafa (Curvularia, Bipolaris y
Exserohilum), dos especies de Trichoderma (T. harzianum y T. viride) mostraron competencia
por el sustrato (Alfonso, et al., 2006).

La elevada competencia por nutrientes y espacio de Trichoderma sp. se debe en gran medida a
que posee una mayor capacidad de tomar y movilizar nutrientes que otros organismos. Esto
esta relacionado, a su vez, con la versatilidad de azucares que puede metabolizar para obtener
ATP, asi como con la produccion de sideréforos altamente eficientes que forman quelatos, de
manera que el hierro no queda disponible para otros microorganismos y de esta forma detener
el crecimiento de estos hongos (Benitez, et al., 2004).

Antibiosis

A las 48 horas, previo al contacto fisico entre el patégeno y los aislamientos antagonistas, solo
se observé efecto inhibitorio en algunos tratamientos (Figura 2). Los aislamientos de
Trichoderma spp. T-75 y T-85 inhibieron el crecimiento del patdégeno al presentar diferencias
significativas respecto al control y a los restantes aislamientos antagonistas.

Este efecto inhibitorio, antes del contacto hifal, infiere la excrecion al medio de metabolitos, por
parte de Trichoderma, que ejercen una accién fungistatica, debido a que la mayoria de las
cepas de Trichoderma producen metabolitos téxicos volatiles y no volatiles que impiden la
colonizacién de los microorganismos a su alrededor (Vey, et al., 2001).



En muchos casos, la produccién de antibidticos se correlaciona con la capacidad
biocontroladora; y los antibiéticos purificados mimetizan el efecto de todo el agente (Benitez, et
al., 2004).

Esto se ve ejemplificado en el caso de los metabolitos volatiles de T. harzianum T-10, T-15y T-
19, que inhibieron el crecimiento de Drechslera sorokiniana (Sacc.) Subramanian & P. C. Jain.,
Fusarium culmorum (W. G. Smith) Sacc., Rhizoctonia cereales Van der Hoeven, F.
moniliforme, Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx & Oliv. var. tritici Walker, F. oxysporum, R.
solani y Sclerotium rolfsii; aunque los metabolitos no volatiles resultaron ser mas efectivos.
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Figura 2: Efecto antibiotico de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de S. oryzae.

Al analizar el efecto de los filtrados obtenidos a partir de Trichoderma spp., sobre S. oryzae
(Tabla 1), se observé que el cuarto y quinto dia hubo diferencias significativas en el diametro de
las colonias del patégeno con respecto a los controles, sin embargo, a partir del 6 dia solo se
observaron diferencias con respecto a los controles en el sexto dia para el tratamiento con el
aislamiento T-17, lo que evidencia la inestabilidad en el tiempo de los metabolitos evaluados
con respecto a S. oryzae.

Tabla 1: Efecto de los metabolitos de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de S. oryzae.

Tratamientos Diametro de la colonia (cm) de S. oryzae.
Tratamientos | 4 dias | 5dias | 6dias | 7 dias
Control (Agua) | 1,6 a 20a 24 a 3,0a
Control (PDA) | 1,5ab 2,0a 2,3 ab 27Db
T-3 1,3d 1,7b 2,2 bc 26b
T-17 1,3d 1,7b 21c 26b
T-75 1,4 bc 1,8b 2,2 bc 2,7b
T-85 1,3d 1,7b 2,2 bc 2,7b
ESx 0,043 0,051 0,051 0,053

Micoparasitismo

Todos los aislamientos de Trichoderma spp. presentaron micoparasitismo con interaccién
mediante lisis o degradacion de las hifas con fragmentacion de sus septos y vacuolizacion del
contenido citoplasmatico celular del micelio del patégeno.



Los dos tipos de interaccion micoparasitica (lisis y vacuolizacién) de los aislados de
Trichoderma evaluados frente al patégeno S. oryzae evidencian el potencial biocontrolador de
los mismos, debido a la versatilidad de mecanismos y por ende, existe una menor probabilidad
de aparicion de formas resistentes de los patégenos a éstos.

Las interacciones micoparasiticas han sido estudiadas para numerosos agentes fitopatdégenos,
y en el presente trabajo se corroboran algunos de estos tipos de interaccion hifal. En este
sentido, Gonzalez y colaboradores (2006) describieron el hiperparasitismo, enrollamiento,
alteraciones citoplasmaticas con presencia de vacuolas y granulaciones y fragmentacion de
hifas a nivel de septo, en interacciones de T. harzianumy T. viride frente a R. solani.
Innumerables estudios se han realizado para llegar a dilucidar completamente los mecanismos
bioquimicos y moleculares por medios de los cuales tiene lugar el micoparasitismo. Benitez y
colaboradores (2004) y Harman y colaboradores (2004) plantean que éste involucra una
secuencia de eventos complejos que incluye: reconocimiento, crecimiento hacia el patégeno,
excrecion de exoquitinasas, liberacién de oligbmeros de la pared celular del hospedante,
produccion de endoquitinasas fungitéxicas que difunden y comienzan a afectar al patdgeno
antes del contacto. Posteriormente el antagonista se adhiere a lectinas del patdégeno a través de
carbohidratos de la pared celular, se enrolla y/o forma estructuras semejantes a apresorios y
posteriormente secreta enzimas degradadoras de la pared celular (quitinasas, glucanasas y
proteasas) y antibiéticos peptabioles (Reithner, et al., 2000), que facilitan la entrada de la hifa de
Trichoderma al interior del lumen del hongo y la asimilacién del contenido de la pared celular
(Benhamou, y Chet, 1997). Se ha comprobado que la produccion de estas enzimas hidroliticas
no depende del contacto, sino de una molécula difusible producida por el hospedante (Cortes,
et al., 1998).

De forma general todos los aislados mostraron capacidades potenciales para ejercer un
biocontrol sobre el hongo S. oryzae, destacandose la cepa T-85, la cual fue la mas efectiva en
la mayoria de los ensayos realizados. No obstante para ejercer un biocontrol efectivo frente al
hongo S. oryzae sera necesaria la integracion a otras medidas de manejo, con potencialidades
para el manejo de la pudricién de la vaina del arroz.
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