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RESUMEN

La investigacion se realizé en el Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal en
Camaguey, en la etapa comprendida de septiembre de 2013 a septiembre de
2015, en condiciones in vitro donde se determin6é la compatibilidad y
capacidad antagonica frente a pesticidas usados en el arroz, de Trichoderma
harzianum Rifai cepa A-34 sobre los patéogenos del arroz (Bipolaris oryzae
Breda de Haan, Saracladium oryzae (Sawada) w. Gams & D.Hawksworth y
Magnaporthe grisea (Hebert) Barr). Las evaluaciones mediante meétodos
tradicionales de aislamiento microbiologico del crecimiento micelial, la
esporulacion y la germinacion conidial del antagonista para determinar si
ejerce los mecanismos de accion de antibiosis, competencia, y parasitismo
ante los patogenos fungicos se efectuaron a partir desde las 24 hasta las 216
horas empleando. Para el analisis estadistico se empleé un diseno bifactorial
en el cultivo dual, ademas de las escalas para la determinacion de la
capacidad antagonica de los microorganismos. Los ingredientes activos
tebuconazol + procloraz, trifloxistrobin+ ciproconazol, y epoxiconazol +
kresoxim- metil, afectaron el crecimiento micelial del antagonista, por otra
parte el antagonista frente a los ingredientes activos carbendazim, oxicloruro
de cobre, azoxistrobina y tebuconazol + triadimenol tuvo crecimiento micelial,
esporulacion e interaccion con los patéogenos afectandose el crecimiento de los
mismos a través de los mecanismos de accion de enrollamiento, penetracion,
granulacion , y lisis celular desde las 96 hasta las 216 horas.

PALABRAS CLAVES: Trichoderma harzianum, Trichoderma harzianum,
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ABSTRACT

The research was conducted at the Provincial Laboratory of Plant Protection in
Camaguey, in the fall period September 2013 to September 2015, under in vitro
conditions where compatibility and antagonistic capacity was determined
against used in rice pesticides, Trichoderma harzianum Rifai strain A-34 on rice
pathogens (Bipolaris oryzae Breda de Haan, Saracladium oryzae (Sawada) w.
Gams & D.Hawksworth and Magnaporthe grisea (Hebert) Barr). Evaluations by
traditional methods of microbiological isolation of mycelial growth, sporulation
and conidial germination of the antagonist to determine whether to exercise the
mechanisms of action of antibiosis, competition and parasitism against fungal
pathogens were made from from 24 up to 216 hours. For statistical analysis, a
two-factor design was used in the dual culture, plus scales for determining the
ability of microorganisms antagonistic. The ingredients tebuconazole active +
prochloraz, trifloxystrobin + cyproconazole, epoxiconazole + kresoxim- methyl,
affected mycelial growth of the antagonist on the other hand the antagonist
against the active ingredients carbendazim, copper oxychloride, azoxystrobin
and tebuconazole + triadimenol had mycelial growth, sporulation and
interaction with pathogens thereby affecting the growth of the same through
the winding mechanisms of action, penetration, granulating, and cell lysis from
96 to 216 hours.

KEY WORDS: Trichoderma harzianum, Bipolaris oryzae, Saracladium oryzae,
Magnaporthe grisea, Oryza sativa, compatibility, chemical fungicides,
biopesticides, rice

INTRODUCCION

El arroz constituye la base de la poblaciéon cubana, con un consumo percapita
anual muy superior al de los restantes paises de la region; sin embargo, la
produccion nacional satisface solamente una tercera parte de la demanda.
Dada la situacion de emergencia alimentaria mundial se hace necesario
enfrentar las causas fundamentales que afectan el rendimiento del cereal.
Rivero et al. (2009).

En Cuba el cultivo del arroz se realiza a todo lo largo y ancho de su territorio,
teniendo en cuenta que en casi todas las provincias existen producciones
estatales y ademas esta lleva a cabo el programa de popularizacion en el cual
estan inmersos todos aquellos ciudadanos con posibilidades para realizar esta
produccion.

Dentro los agentes biologicos que inciden negativamente en el cultivo del
arroz, que se destacan por su alta incidencia las enfermedades fungosas
producidas por Pyricularia grisea Sacc, Bippolaris oryzae Breda de Haan y
Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksworth. Los principales
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métodos para su control se centran en el uso de variedades resistentes y la
lucha quimica. En la actualidad se aplican otros métodos como la lucha
biolégica que son capaces de conservar y mantener el equilibrio en el
agroecosistema. Dentro de estos se encuentra la lucha biolégica, que emplea
hongos con la capacidad de hiperparasitar a otros hongos como en el género
Trichoderma, el cual se utiliza para controlar diferentes patégenos de plantas
(Rodriguez y Harman, 1991).

El biocontrol actualmente ocupa un lugar importante dentro de las practicas de
manejo de enfermedades de las plantas causadas por los patogenos fungicos
del suelo, principalmente de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium,
Phytophthora y Fusarium entre otros. Las especies de Trichoderma poseen
buenas posibilidades en este sentido como hiperparasitos competitivos que
producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les
atribuyen los cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolacion,
granulacion, desintegracion del citoplasma y lisis celular (Harman,2001)

En este articulo se evalua la compatibilidad de T. harzianum con pesticidas
que se utilizan en el cultivo del arroz y su capacidad antagonica ante tres
fitopatogenos fungicos.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en el Departamento de Micologia del Laboratorio
Provincial de Sanidad Vegetal (LPSV) de Camagliey, ubicado en las
coordenadas; 73°80" de Latitud Norte y 135°.60° de Longitud Oeste a 98 m
s.n.m.m.

Las siembras del antagonista y de los patogenos se realizaron segun los
meétodos tradicionales de aislamiento microbiolégico, cuyas muestras proceden
de areas de arroz del Complejo de Granos Ruta Invasora en Vertientes. Se
tomaron discos de 5.0 mm de diametro de los aislamientos de cada patogeno y
del antagonista procedentes de medio envenenado y sin envenenar se
depositaron en placas Petri (70mm de diametro) con medio Papa — Dextrosa —
Agar (PDA) a PH 5.5 y se incubaron a una temperatura de 27+£2°C, utilizando
la técnica del cultivo dual y siguiendo las indicaciones de Rincon et al. (1992).
De igual forma las siembras del antagonista en medio PDA envenenado con
pesticidas se realizaron por el mismo método de aislamiento microbiologico,
tomando discos de 5.0 mm de diametro procedentes de medio sin envenenar
utilizandose las dosis por cada producto que se reflejan en la (tabla 2) .

Para evaluar el efecto sobre el crecimiento micelial y la esporulacion se utilizo
el método de envenenamiento del medio agarizado, al cual se le incorporo el
plaguicida a las concentraciones deseadas (Pozo, 1987). Se preparo solucion
en agua destilada estéril a la cual se le agreg6 la concentracion del pesticida y
posteriormente se incorporo al medio. Se utilizaron placas Petri (70 mm)
contentivas medio PDA envenenado, y se coloco en el centro un disco de 5 mm
de diametro tomado de la zona de crecimiento activo de Trichoderma, las que
se incubaron a 28 * 1°C. La evaluacion del crecimiento micelial se realizo
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diario por espacio de 9 dias, se midi6 el diametro de las colonias, a partir del
cual se determiné el efecto de los productos sobre el mismo con relacion al
testigo. La esporulacion se evaluo a los nueve dias.

Se emple6é un diseno factorial para el ensayo del crecimiento dual, donde se
analizaron el factor tratamiento (1.Interaccion T. harzianum procedente de

medio PDA envenenado con pesticidas — Bipolaris oryzae, 2.-Interaccion
Trichoderma harzianum procedente de medio envenenado - Sarocladium
oryzae, 3.-Interaccion Trichoderma harzianum procedente de medio

envenenado — Magnaporthe grisea.

Tratamiento (4. Testigo Bipolaris oryzae , 5- Testigo Sarocladium oryzae )y ©6-
Testigo Magnaporthe grisea, de igual forma 7- Testigo Trichoderma harzianum-
procedente medio sin envenenar - Bipolaris oryzae, 8- Testigo Trichoderma
harzianum procedente medio sin envenenar - Sarocladium oryzae, 9 —Testigo
Trichoderma harzianum procedente d medio sin envenenar - Magnaporthe
grisea, y 10- Testigo Trichoderma harzianum, el factor tiempo (en un intervalo
entre 24 horas y 216 horas) empleandose un diseio completamente
aleatorizado replicando cuatro veces los factores tratamiento y tiempo.

Tabla 1. Escala para la determinacion de la capacidad antagonica de los
microorganismos (Bell et al. 1982)

Capacidad antagonica
Grado
(grado de crecimiento del antagonista)
1 Sobrecrece completamente el patogeno y cubre
totalmente la superficie del medio.
9 Sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del
medio de cultivo.
3 Ocupa mitad de la superficie del medio de cultivo.
4 Ocupa la tercera parte del medio de cultivo.
S No crece

Se evaluaron los mecanismos de accion, de competencia por el sustrato,
micoparasitismo y titulacion.

La competencia por el sustrato se evalué el diametro del crecimiento radial del
patogeno y el antagonista con una regla graduada en cada uno de los
tratamientos durante el tiempo que transcurrio el experimento (entre 24 horas
y 216 horas). Para determinar la capacidad antagonica de la cepa A-34 de T.
harzianum, utilizandose la escala de cinco grados planteada por Bell et al
(1982)segun se refiere en la (tabla 1). Se evalu6 el Porcentaje de Inhibicion del
Crecimiento Radial (PICR), mediante la formula de Samaniego (1989), citada
por Bernal et al. (2004). PICR= [(R2-R1)/R2] x100. Donde R1 es el crecimiento
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radial del tratamiento con la interaccion entre el antagonista y el patogeno y
R2 es el crecimiento radial del testigo.

Para evaluar el micoparasitismo se tomaron 4 muestras por cada tratamiento
con interaccion del sitio de contacto entre el antagonista con los patogenos,
para determinar el tipo o tipos de interaccion hifal digase (penetracion,
vacuolacion, granulacion, lisis y enrollamiento) observando al microscopio
optico con aumento de 40x.

La titulacion se evaludé 4 muestras en discos de 5.0 mm de diametro con peso
de 1.0 g de biomasa por cada tratamiento, se prepar6 solucion madre en agua
destilada estéril con Twin, en tubos de ensayo agregando 1,0 ml de esta en 0,9
ml de agua destilada estéril preparando diluciones de 10!y 102 para conteo de
esporas en camara de Neubauer.

La antibiosis de la cepa A-34 de T. harzianum se evalud el porciento de
inhibicion del crecimiento micelial (PICR) en cultivo dual a las 24 horas.

La sensibilidad de de T. harzianum frente a los siete plaguicidas empleados se
evaluo por la escala recomendada por Martinez y Figueroa (2007), donde se
consideran tres niveles de toxicidad:

Grado 1. Compatible, menos de 10% de afectacion del crecimiento micelial
(ACM)

Grado 2. Moderadamente compatible, de 10% a 30% ACM
Grado 3. No compatible, mas de 30 % ACM

Tabla 2. Fungicidas y concentraciones utilizadas en los ensayos de

compatibilidad
Ingredientes activos Concentracion
mg i.a /1
tebuconazol +triadimenol 140,150,160,170
tebuconazol + procloraz 150,160,170,180
azoxistrobina 100,110,120,130
trifloxistrobin+ cyproconazol 167,177,187,197
epoxiconazol + kresoxim- metil 135,145,155, 165
carbendazim 305,315,325,335
Oxicloruro de cobre 433,443,453,463

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los plaguicidas sobre el crecimiento micelial de T. harzianum
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En el tratamiento 1 tebuconazol+ triadimenol (Tabla 3) se pudo apreciar que a
las 24 horas T. harzianum no presentd crecimiento micelial comenzando a
observarse a partir de las 48 horas con un crecimiento promedio de 1,0 mm
en cada una de las concentraciones y replicas estudiadas de este fungicida,
con un gradiente de crecimiento (GC) de 0,02 mm-hora y un PICR del 95%; a
las 216 horas el crecimiento micelial en todas las dosis se comportaron en el
rango entre 6,75 y 9,25 mm de crecimiento y un GC entre 0,03 y 0,04 mm-
hora y un PICR entre el 76 y 83%.

En las primeras horas de exposicion del antagonista frente al ingrediente
activo este afecto el crecimiento micelial y en sentido general hasta las 216
horas lo cual puede estar relacionado con la residualidad del producto que es
de 14 dias, independientemente del crecimiento alcanzado después, al
eliminar el efecto del producto en el medio, el hongo se recupera, si no han
sido afectadas de forma permanente las estructuras vegetativas del mismo.
Esto reviste importancia al definir el momento a incorporar el antagonista en
el manejo del cultivo y el tiempo necesario que debe mediar entre una y otra
aplicacion.

En el caso de los ingredientes activos tebuconazol + procloraz, trifloxistrobin+
ciproconazol, y epoxiconazol + kresoxim- metil, afectaron de forma muy
marcada el crecimiento micelial de T. harzianum (cepa A-34) en todas las
concentraciones probadas, mostrando un PICR de 100 %.

El ingrediente activo carbendazim en las diferentes concentraciones afecto el
crecimiento micelial del antagonista a las 24 horas con 100 %, ya a las 72
horas no hubo inhibicion del crecimiento, pues el antagonista alcanza cubrir
la placa con un crecimiento radial de 30 mm, estos resultados difieren con lo
planteado por Reyes ( 2011) al reportar el efecto fungistatico frente a aislados
de Trichoderma asperellum Rifai

Con relacion al ingrediente activo oxicloruro de cobre empleado frente a T.
harzianum A- 34, a las 24 horas del enfrentamiento no se observa crecimiento
micelial, a partir de las 48 horas este se incrementa, a las 72 horas cubre por
completo la placa y a las 120 horas ya no se observa inhibicion, lo que
concuerda con los resultados de Morera (2009) plantea que T. harzianum y
Trichoderma viride Rifai, resisten bien el efecto de mezclas con fungicidas y se
recuperan con facilidad después del contacto con dosis subletales de
plaguicidas.
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Tabla 3 Compatibilidad quimica de Trichoderma con plaguicidas
aplicados en el cultivo del arroz.

Grupos Productos T. harzianum (cepa A-34)
Grado de PICR (%)
escala 120 horas
Fungicida tebuconazol +triadimenol 3 88.06
tebuconazol + procloraz 3 99.06
azoxistrobina 3 77.62
trifloxistrobin + 3 98.68
cyproconazol
epoxiconazol + kresoxim- 3 99.5
metil
carbendazim 3 0
Oxicloruro de cobre 2
1-Compatible; 2-Moderadamente compatible; 3-No E+ =0.04
compatible

Efecto de los plaguicidas sobre la esporulacion

En el caso de los fungicidas que no se relatan sus resultado se debe a que no
hubo crecimiento micelial por tanto la esporulacion es cero.

Reyes (2007) inform6 desecacion y constriccion de los conidios, lisis de las
paredes celulares y expulsion del contenido citoplasmatico de Trichoderma
spp. frente al fungicida procloraz. En este caso esta combinado con
tebuconazol, por lo que atribuimos sea por estos efectos la respuesta de T.
harzianum cepa A-34 durante y después del contacto con este producto, de
igual forma ocurri6 con epoxiconazol + kresoxim- metil y trifloxistrobin +
cyproconazol.

La esporulacion de T. harzianum expuestas a los diferentes fungicidas no fue
afectada en ningun caso, respecto al testigo (Tabla 4), a pesar que en su
mayoria inhibieron el crecimiento micelial en mas de 45%.

T. harzianum frente a tebuconazol +triadimenol alcanza una esporulacion en
todas sus concentraciones superior a 5,0 x108, mientras que el testigo llego a
2,68x108 ; por tanto no se observa diferencias significativas entre las
concentraciones aunque si entre estas y el control, esto ocurre a partir que en
las primeras horas el antagonista se vio afectado en su crecimiento micelial
pero logra recuperarse y degradar al ingrediente activo llegando a acelerar los
procesos
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En el caso de azoxistrobina se observa en el tratamiento sobre PDA
envenenado con respecto al tratamiento control, se comporté ligeramente
superior, mientras que el crecimiento micelial present6é una inhibicion del 60
%, esto coincide con lo planteado por Plant Health Care de México, 2009
citado por Reyes (2007), la compatibilidad que se informa para azoxistrobina,
ya que, aunque este fungicida mostro los porcentajes mas bajos de afectacion
al crecimiento micelial, mientras que si causé danos en la esporulacion y
germinacion en relacion al testigo. La diferencia encontrada en la
compatibilidad asumimos esta dada por ser diferente la especie referida en el
articulo y la evaluada en el presente trabajo.

Tabla 4. Efecto de los fungicidas sobre la esporulacion (conidios.mm-=2) de
T. harzianum (cepa A-34).

Plaguicidas Concentracion Titulacion Titulacion control

tebuconazol 140 mg ia 8,20x108 2,68 x108
+triadimenol 150 mg ia 5,75x108 2,48 x108
160 mg ia 9,12 x108 2,68 x108

170 mg ia 5,65 x108 2,48 x108

azoxistrobina 100 mg ia 1,68 x108 2,15 x108
110 mg ia 1,80 x108 2,19 x108

120 mg ia 1,12 x108 2,54 x108

130 mg ia 4,06x108 3,22 x108

carbendazim 305 mg ia 1,42 x108 2,01 x108
315 mgia 2,84x108 2,30 x108

325 mgia 1,30 x108 3,0 x108

335 mg ia 1,62x108 2,63x108

Oxicloruro de 433 mg ia 2,18x108 2,54 x108
cobre 443 mg ia 4,68 x108 3,0 x108
453 mg ia 3,18 x108 3,22 x108

463 mg ia 2,56 x108 2,63x108

En el caso de carbendazim y oxicloruro de cobre la esporulacion se comporto
de manera similar entre las concentraciones de ambos, coincidiendo ademas
con el tratamiento control el cual fue ligeramente superior a los tratamientos
en PDA envenenado respectivamente, destacar que estos tuvieron buen
crecimiento micelial, donde la inhibicion a partir de las 96 horas fue O, ya que
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el tratamiento control y el medio envenenado alcanzaron a cubrir la placa
completamente a las 72 horas.

Germinacion conidial y viabilidad.

Se observo en el tratamiento con azoxistrobina que fue donde mayor
afectacion se presento sobre la germinacion conidial alcanzé un 57.04 %, este
resultado difiere con lo planteado por (Reyes, 2007); donde expone que se
aprecia que azoxistrobina afectdo en menor cuantia la germinacion conidial.
Hay que destacar en ese caso que el experimento fue realizado con otra
especie del género Trichoderma. Por otro lado hubo diferencias significativas
entre los fungicidas, mientras que entre las concentraciones no.

57,04 a
60
W tebuconazol
50 1 +triadimenol
40 B tebuconazol +
procloraz

Germinaciorso

e [ azoxistrobina
conidial

[ trifloxistrobin +
cyproconazol

W epoxiconazol +
kresoxim- metil

10

Valor medio a las 144 horas

Figura 1 Evaluacion de la germinacion conidial a las 144 horas.

Cultivo dual

En la interaccion entre patogenos se observa que hay diferencias
significativas, y entre las concentraciones no, los ingredientes activos
Tebuconazol + procloraz, trifloxistrobin + cyproconazol, epoxiconazol +
kresoxim- metil no tubieron crecimiento micelial y por tanto el valor es O; en
el caso de tebuconazol+ triadimenol, azoxistrobina, Oxicloruro de cobre y
carbendazim que si presentaron crecimiento, el valor medio original entre sus
concentraciones no difieren.

Accion antagonica de Trichoderma harzianum Rifai frente a Bipolaris
oryzae Breda de Haan ante siete fungicidas

A las 24 horas y 48 horas el patogeno mantuvo niveles bajos de inhibicion
frente al antagonista y al control, solo en el caso de tebuconazol + procloraz,
carbendazim y azoxistrobina se observo inhibicion significativa y es a partir
de las 72 horas que se observan valores significativos en la inhibicion del
patogeno con relacion al control, el cual se incrementa hasta las 216 horas,
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llegando a alcanzar los valores mas altos frente a oxicloruro de cobre 66.44 %
y carbendazim 77 %.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Aguiiero,(2012) en ensayos de
enfrentamiento dual sobre PDA sin envenenar entre B. orizae y T. harzianum
cepa A-34 donde plantea que, el PICR aumenté hasta alcanzar el valor de
67,0%. Manifestandose un limitado crecimiento radial del patogeno en
interaccion, proceso que se va acentuando a medida que se incremento el
numero de horas de exposicion debido a la colonizacion del antagonista,
mientras que el crecimiento radial del testigo es acelerado.

80
= 70
@ 60 m tebuconazol
E . +triadimenol
=1 >0 m tebuconazol +
8 40 1 procloraz
g 30 - O azoxistrobina
S 20 - m trifloxistrobin +
S 10 - cyproconazol
o W epoxiconazol +
2 U kresoxim- metil
[

24 120 216 B carbendazim

Tiempo de evaluacion en horas .
m Oxicloruro de

cobre

Figura 2. Inhibicion del crecimiento micelial de B. oryzae ante T. harzianum (cepa A-34)

Competencia de Trichoderma harzianum Rifai frente a Bipolaris oryzae
(Breda de Haan) Shoemaker.

De acuerdo con las pruebas in vitro T. harzianum mostro elevados niveles de
competencia por el sustrato, hiperparasito las colonias del patoégeno parcial o
total en practicamente todos los fungicidas, produciendo en la mayoria de los
casos sobresporulacion .

Estos resultados concuerdan con Ghisalverti et al.(1990) y Agtiero, (2012)
quienes manifiestan la potencialidad hiperparasitica de las especies del género
Trichoderma de ser buenos competidores por el sustrato, con una actividad
metabolica muy particular que les permite ser eficientes en la destruccion de
las estructuras fangicas de los hongos.

Micoparasitismo de Trichoderma harzianum Rifai frente a Bipolaris
oryzae Breda de Haan.
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La interaccion hifal entre el patogeno y el antagonista ocurrié a las 72 horas
de enfrentamiento en la mayoria de los fungicidas, solo en el caso de
tebuconazol + triadimenol la interaccion inicia a las 96 horas, manifestandose
el tipo de micoparasitismo a través del enrollamiento o estrangulamiento del
contenido citoplasmatico de las hifas del antagonista sobre las del patogeno y
por penetracion provocando sobre el patéogeno granulacion, vacuolacion y lisis
celular, al respecto Santana et al. (1995) encontraron que las cepas A- 34 T.
harzianum manifestaron micoparasitismo evidente sobre Sclerotium. Rolfsii
Sacc. También obtuvieron resultados similares Lobato y Canar (2009) con
enfrentamientos de T. harzianum cepa A-34 con los patégenos del arroz B.
oryzae y S. oryzae

Figura 3. Penetracion T. harzianum al patéogeno B. oryzae. Antagonista proveniente del
medio envenenado con carbendazim.

Competencia de Trichoderma harzianum Rifai frente a Sarocladium
oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksworth.

Las hifas de Trichoderma logran colonizar al disco de S. oryzae a las 144 horas,
detienen el crecimiento micelial del hongo patogeno, lo cual muestra que el
antagonista T. harzianum Rifai es un excelente competidor por un mismo
sustrato, nutriente y espacio. Resultados similares los obtuvieron Sundara y
Saksena (1988) citado por Lobato y Canar (2009), los cuales plantean que este
hongo tiene la capacidad de establecer un efecto fungistatico en el lugar donde
es aplicado e impide la proliferacion de hifas de otras especies de hongos,
principalmente fitopatogenos, también coinciden con los resultados alcanzados
por (Aguero, 2012).

Micoparasitismo de Trichoderma harzianum Rifai frente a Sarocladium
oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksworth.

En el transcurso de este periodo se observo que las colonias del patogeno
detienen su crecimiento debido a la accion antagonica de T. harzianum,
observandose microscopicamente a partir de las 120 horas hasta las 216
horas en la interaccion hifal del antagonista y el patogeno, ocurriendo
micoparasitismo por enrollamiento y penetracion en los cuatro ingredientes
activos que presentaron crecimiento y se enfrentaron en el ensayo dual
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(Figura 4), coincidiendo dichos resultados con los obtenidos por Lobato y
Canar, (2009) con los patégenos del arroz S. oryzae y B. oryzae.

xX
% B tebuconazol
L 70 - +triadimenol
g 60 - B tebuconazol +
)
< procloraz
€ °0- O azoxistrobina
S 40 -
S O trifloxistrobin +
g 301 cyproconazol
S 20 B epoxiconazol +
S 10 8 kresoxim- metil
0 B .
= 0 00 B carbendazim
£ , 1 |

48 h 144 h 216 h B Oxicloruro de

cobre

Figura 4. Inhibicion del crecimiento micelial en interaccion dual T. harzianum - S.
orizae

Es necesario destacar que los mecanismos de vacuolacion, granulacion y lisis
se manifestaron en todos los patogenos y frente a cada uno de los fungicidas,
con singular regularidad se observé mas la granulacion sobre todo hacia las
192 y 216 horas de cada ensayo.

Accion antagonica de Trichoderma harzianum Rifai frente a
Magnaporthe grisea (Hebert) Barr ante siete fungicidas.

Con relacion al enfrentamiento dual con M. grisea debemos destacar que este
ensayo se realizo solo con los ingredientes activos carbendazim y oxicloruro de
cobre; en el caso de tebuconazol + procloraz, trifloxistrobin + cyproconazol y
epoxiconazol + kresoxim- metil no tuvieron crecimiento por tanto no fue
necesario montarlo.

A las 24 horas en todos los caso no hubo inhibicion del crecimiento del
patogeno, elementos estos que revelan no existio capacidad antagonica en las
primeras horas de evaluacion de T. harzianum sobre el patéogeno.

A partir de las 48 horas se observa un PICR del patégeno en carbendazim de 50
% y oxicloruro de cobre 34,75 % estos valores van incrementandose en la
medida que el tiempo de interaccion aumenta, alcanzando a las 216 horas
carbendazim 77 % y oxicloruro de cobre 78,37 %.
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Por lo que T. harzianum demuestra al establecerse, aun procediendo de discos
de PDA envenenado con los ingredientes activos ya descritos, con alta
capacidad antagonica sobre el patogeno M. grisea, coincidiendo estos
resultados con los obtenidos en pruebas In Vitro por Reyes et al. (2007) con los
patogenos del arroz, R. solanis y P. grisea; Lobato y Canar, (2009) con los
patogenos B. oryzae, S. oryzae, y Reyes, (2011) con el patogeno R. solanis, los
mismos plantean que Trichoderma tiene buena efectividad antagonica contra
los patogenos en competencia por un mismo sustrato.

Competencia de Trichoderma harzianum Rifai frente a Magnaporthe
grisea (Hebert) Barr .

Las hifas de Trichoderma logran colonizar el disco de M. grisea a las 96 horas,
detienen el crecimiento micelial del patoégeno, lo cual muestra que el
antagonista T. harzianum es un excelente competidor por un mismo sustrato,
nutriente y espacio.

El testigo a las 96 horas obtuvo un crecimiento de la colonia de 4.75cm,
mientras que el crecimiento del patéogeno en la interaccion con el antagonista
fue de 2,0cm; alcanzando un PICR del 58%

Micoparasitismo de Trichoderma harzianum Rifai frente a Magnaporthe
grisea (Hebert) Barr .

A partir de las 120 horas hasta las 216 horas, se observé microscopicamente
la capacidad antagonica de Trichoderma por micoparasitismo donde se
aprecia la presencia de enrollamiento de la hifa del antagonista sobre la del
patogeno, formacion de granulos, y lisis celular aun cuando esta frente a
discos procedentes de PDA envenenado. Estos eventos, como plantea Harman
(2001), son viabilizados por la accion enzimatica, que facilita la penetracion del
antagonista, y que ademas como notifico el autor causan deformacion,
desintegracion y muerte de las hifas del patogeno. Como se evidencio la
actividad micoparasitica de T. harzianum frente a M. grisea es un proceso con
una serie de eventos concatenados, que finaliza con la destruccion de las hifas
del patoégeno, lo que corrobora lo planteado por Harman (2006) y Vinale et al.,
(2008).

CONCLUSIONES

Se comprobo que T. harzianum conserva la capacidad antagonica mediante
los mecanismos de accion antibiosis, competencia por el sustrato y
micoparasitismo ante los patéogenos Magnaporthe grisea (Hebert) Barr.,
Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksworth y Bipolaris oryzae
Breda de Haan en interaccion con los cuatro fungicidas donde tuvo
crecimiento micelial.
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