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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la actividad antagonica de T. harzianum (cepa A-34) sobre el agente
causal del tizon del arroz (P. grisea), se monté un experimento en el que se estudiaron los
mecanismos de accion de competencia a través del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial
de las hifas de P. grisea desde las 24 hasta las 240 horas y la capacidad antagonica; ademas, se
evaluo el micoparasitismo a través de la observacion al microscopio de los eventos de enrollamiento,
penetracion, vacuolizacion, lisis, asi como la antibiosis mediante la observacion a las 24 horas del
enfrentamiento entre las hifas del hongo fitopatdégeno y el agente de control biolégico. Se obtuvo a
las 120 horas un 100 % de inhibicién del crecimiento micelial del agente causal, lo que correspondié
al grado 1 de la escala de capacidad antagoénica y se registra como una accién hiperparasitica
sobre P. grisea. Se evidencio un efecto antibidtico de los metabolitos producidos por la cepa A-34
de T. harzianum a las 24 horas del enfrentamiento, momento donde no existio interaccion entre las
hifas de los microorganismos con un 14,3 % de inhibicién; igualmente se observaron los eventos
de micoparasitismo por enrollamiento, penetracion, vacuolizacién vy lisis en las células del hongo
fitopatdgeno. Estos resultados demostraron la capacidad antagénica de T. harzianum (cepa A-34)
sobre el agente causal del tizon del arroz (P. grisea).

Palabras clave: antibiosis, competencia, micoparasitismo, porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial

ABSTRACT

With the objective to evaluate the antagonistic activity of T. harzianum (strain A-34) on the
causal agent of rice blast (P. grisea), were developed several in vitro experiments. It was evaluated
the biocontrol mechanisms such as competition through mounted the percent inhibition of radial
growth of hyphae of P. grisea from 24 to 240 hours and the antagonistic capacity. In addition, was
evaluated micoparasitism to inclination the observation of events Microscopy winding, penetration,
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vacuolization, lysis, and antibiosis by observing 24 hours a confrontation between the hyphae of the
phytopathogenic fungus and biological control agent. It was obtained at 120 hours 100 % inhibition
of micelial growth of causal agent, what corresponded with the degree 1 of antagonistic capacity
(scale) and is recorded as a hyperparasitic action on P. grisea. It was evidenced an antibiotic effect
of metabolites produced by T. harzianum (strain A-34) to 24 hours of confrontation, where there was
time interaction between the hyphae of microorganisms with 14,3 % inhibition, also was evidence
the micoparasitism events by penetration, vacuolization and lysis in the cells of phytopathogenic
fungus. These results demonstrated the ability of T. harzianum (strain A-34) on causal agent of rice

blast (P. grisea).

Keywords: antibiosis, competition, micoparasitism, inhibition of the ratial growth percentage

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.), alimento basico de
mas de la mitad de la poblacién mundial, ocupa el
segundo lugar de importancia entre los cereales
del planeta, después del trigo (7riticum aestivum
L.) y es considerado la principal fuente de
empleo, ingresos y nutricion de muchas regiones
pobres y con una alimentacion precaria. 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
(FAO, 2016).

Las pérdidas del rendimiento agricola 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; el tizon del
arroz, ocasionado por el hongo Pyricularia
grisea Sacc, es considerado el causante de la
enfermedad fungica de mayor importancia
economica mundialmente y para Cuba, al reducir
los rendimientos agricolas entre un 25 % y 90
%, respectivamente (Manimegalai et al., 2011;
Pérez et al., 2015).

Esta es una enfermedad muy severa, debido
a la variabilidad patogénica y rapidez con
que el hongo vence la resistencia de la planta
(Rodrigues et al.,2012). En Cuba, incide durante
todas las épocas de siembra (Pérez et al., 2016).
Seglin Cristo et al. (2012) la alta variabilidad
de las variedades tolerantes o resistentes a las
razas de este hongo fitopatdgeno confirma
que en Cuba no existen cultivares resistentes
a todas, sino resistentes a determinadas razas,
por lo que constituye un elemento importante
a estudiar a través de diferentes métodos de
fitomejoramiento genético.
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Entre los métodos de control del tizén del
arroz se encuentra el uso de agentes de control
biologico (De Souza et al., 2017); y entre las
especies mas utilizadas se encuentran las del
género Trichoderma Persoon ex Gray. Estos
microorganismos ejercen mecanismos de accion
directa como competencia por el sustrato y
micoparasitismo e indirecta como antibiosis,
que permiten establecer un control sobre las
estructuras vegetativas y reproductivas de los
hongos (Guédez et al., 2012). Kushwaha y
Verma (2014) hacen referencia a la especie T
harzianum como una de las mas promisorias
en la inhibicion del crecimiento de hongos
fitopatdgenos. Por lo antes expuesto la presente
investigacion tiene como objetivo evaluar la
actividad antagonica de 7. harzianum sobre el
agente causal del tizon del arroz (P. grisea).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrolld6 en los
laboratorios de Microbiologia Agricola y
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas (UCLV) en Villa
Clara, Cuba, durante el periodo comprendido de
noviembre a enero de 2012.

Los aislados monosporicos de P. grisea (Pg
27-09) altamente patogénicos, provinieron del
cepario del Laboratorio Provincial de Sanidad
Vegetal de Camagiiey e identificados de acuerdo
con las claves micoldgicas correspondientes
(CMLI, 1983). Como antagonista se utilizo la cepa
A-34 de T. harzianum perteneciente al Instituto
de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV).

El in6culo de P. grisea se prepard con 15 dias
de antelacion en medio de cultivo Agar Salvado
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de Arroz (ASA) estéril a una temperatura de 27
+ 1 °C en oscuridad y a pH 5,5. El antagonista
T. harzianum se obtuvo con 72 horas (h) de
crecimiento en medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA, Biocen).

Para evaluar el efecto antagonico se tomaron
discos de 10 mm de diametro de los aislamientos
del hongo fitopatégeno y del antagonista y
se depositaron en placas Petri de 90 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 accion
(competencia por espacio, micoparasitismo
y antibiosis) ejercidos por 7. harzianum cepa
A-34 sobre P grisea. Para el mecanismo de
competencia se utiliz6 un disefio completamente
aleatorizado, en el que se ensayaron dos
tratamientos (1. Interaccion 7. harzianum — P.
griseay 2.-Control (P. grisea)), replicados cinco
veces cada uno. Se midi6 con unaregla graduada
el crecimiento radial de las colonias del agente
causal en interaccion con el antagonista y del
control a partir de las 24 h, hasta que uno de los
microorganismos en enfrentamiento cubriera
toda la placa.

La capacidad antagénica fue determinada
mediante la escala de cinco grados de Bell et al.
(1982) (Tabla 1) y el efecto del biocontrol sobre
el crecimiento micelial del hongo fitopatdégeno
se calcul6 a través del Porcentaje de Inhibicion
del Crecimiento Radial (PICR) mediante la
formula de Samaniego et al. (1989).

R1-R2

PICR=—"""2%100 (1)
Rl

donde,

R1 - crecimiento radial del control

R2 - crecimiento radial del hongo patdgeno
en interaccion con el antagonista

Paraevaluar el mecanismo de micoparasitismo
se tomaron fragmentos de micelio de la zona
de interaccion hifal, a partir de que existiera
contacto entre las hifas de 7. harzianum y las de
P. grisea. Se observo el tipo de interaccion hifal
(enrollamiento, penetracidn, vacuolizacion y/o
lisis) al microscopio dptico Motic modelo BA-
210 con aumento de 400x, mecanismo que fue
documentado graficamente por medio de una
camara digital Canon modelo EOS-60D.

Se evalu¢ la antibiosis de 7. harzianum sobre
el agente causal a través del PICR en cultivo
dual a las 24 h, momento donde no existia
contacto fisico entre las hifas del antagonista y
del hongo patogeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

El antagonismo de 7. harzianum (cepa A-34)
sobre P. grisea manifest6 a las 96 h un PICR
del hongo fitopatdégeno de 93,1 % y a partir de
las 120 h se alcanz6 un 100 % de capacidad
antagonica (Tabla 2), resultados que ubican al
agente de control bioldgico en el grado 1 de
la escala. Esto demuestra el micoparasitismo
sobre el agente causal de tizon del arroz.

El mecanismo de accion de competencia a las
48 h muestra al antagonista cubriendo las tres
cuartas partes de placa (A) (Figura 1), lo que
evidenci¢ el rapido crecimiento de la cepa A-34
de T harzianum y la reduccion del crecimiento
hifal de P, grisea.

Las investigaciones sobre la evaluacién de
especies de Trichoderma en el control in vitro
de P. grisea son muy escasas. Autores como

Tabla 1. Escala para la determinacion de la capacidad antagonica 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 Antagonista y patdgeno 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 patégeno crece por encima del antagonista y ocupa casi toda la superficie del medio de

cultivo
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Tabla 2. Capacidad antagonica de T. harzianum (cepa A-34) sobre P. grisea

Indicadores Tiempo (h)

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
PICR (%)* 14,3 14,6 47,9 93,1 100 100 100 100 100 100
Grado’dg capacidad 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1
antagonica
Antibiosis +

*PICR - Porcentaje de inhibicion del Crecimiento Radial del micelio de Pyricularia grisea

(+): Presencia del mecanismo de accion

Figura 1. Cultivo dual de T. harzianum frente a P. grisea a las 48 h
A - Interaccion hifal entre 7. harzianum - P. grisea;

B - P. grisea; C -T. harzianum

Alarcon et al. (2005) hicieron referencia a la
utilizacion de la cepa A-34 de T. harzianum en
enfrentamiento con este agente patéogeno, los
que obtuvieron resultados alentadores aunque no
calcularon el porcentaje de inhibicion del agente
patogeno por la formula de Samaniego (1989),
aspecto que no permite comparar sus resultados
con los obtenidos en esta investigacion.

Pérez et al. (2013) refieren que al hacer
alusion sobre el control de Bipolaris oryzae
(Breda de Haan) Shoemaker y Sarocladium
oryzae (Sawada) Gams y Hawksde, agentes
causales de las enfermedades mancha parda y
pudricion de la vaina del arroz con la cepa A-34,
se evidencian los mecanismos de acciéon de
competencia, micoparasitismo y antibiosis.

El antagonista 7. harzianum mostro los
eventos de micoparasitismo por enrollamiento,
penetracion, vacuolizacion y lisis (Figura 2).
En la literatura consultada no se encontraron
evidencias del mecanismo de acciéon de

16

micoparasitismo por cepas cubanas o foraneas de
T’ harzianum sobre el agente causal del tizon del
arroz. Estos resultados se corresponden con los
obtenidos por Reyes (2011) y Osorio et al. (2016)
al observar micoparasitismo por enrollamiento,
penetracion y vacuolizacioén de aislamientos de
Trichoderma sobre el agente causal del tizon
de la vaina del arroz Rhizoctonia solani Kiihn
y con Lopez et al. (2015) quienes comprobaron
estos mismos eventos entre la interaccion
de Trichoderma spp. con Phymatotrichopsis
omnivora (Duggar) Hennebert, agente causal de
la pudricion de raiz conocida como pudricion
texana que afecta a mas de 2300 especies de
plantas dicotileddneas.

El efecto antibidtico se manifesté a las 24
h del enfrentamiento con un porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial de 14,3 %,
cuando no existio interaccion entre las hifas del
agente de biocontrol y P. grisea. Esta respuesta
puede estar dada por la presencia de sustancias
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Figura 2. Micoparasitismo por enrollamiento

A — Penetracion, B — vacuolizacion, C — vacuolizacion de 7. harzianum sobre P. grisea

bioactivas de naturaleza volatil (no difusibles) y
no volatil (difusibles) producidas por cepas de
Trichoderma (Hamed et al., 2015). 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 7T harzianum mejoradas
por fusion de protoplastos en enfrentamiento
con Fusarium spp. Ruiz (2011) indic6d la
presencia de sustancias bioactivas, entre la que
resaltd Trichodermin como el antibidtico que
inhibe la actividad ribosomal de los hongos
fitopatogenos.

CONCLUSIONES

La cepa A-34 de T harzianum manifesto
los mecanismos de accion de competencia,
micoparasitismo y antibiosis sobre el aislado de
P, grisea.

T. harzianum (cepa A-34) mostrd el
mecanismo de accion de competencia con un 100
% de Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento
Radial de P. grisea a partir de las 120 horas de
enfrentamiento, con un efecto hiperparasito de
capacidad antagonica.

Se observd el mecanismo de accion de

micoparasitismo por enrollamiento, penetracion,
vacuolizacion y lisis de 7. harzianum (cepa
A-34) sobre el agente causal P. grisea.

Se demostré el efecto antibidtico de T
harzianum (cepa A-34) sobre P. grisea con un
Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial
de 14,3 % a las 24 horas del enfrentamiento.
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