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RESUMEN: Se evaluaron 27 aislamientos de Trichoderma spp. frente a dos de Sarocladium oryzae (Sawada)
W. Gams & D. Hawksworth (S. 0-2 y S. 0-4) utilizando la técnica de cultivo dual, comparando el crecimiento
de las colonias de Sarocladium para determinar los modos de accion, en diferentes fases de la interacciéon. El
analisis estadistico de los datos se realizé mediante la prueba T- Student. EI 81,48% de los aislamientos de
Trichoderma presentdé competencia por el sustrato, el 25,93% antibiosis y el 11,11% micoparasitismo, frente a
los aislados S. 0-2 y S. 0-4. Para el aislado S.0-4 hubo dos aislamientos de Trichoderma T4 y T5 con los tres
tipos de antagonismo, mientras que estos mismos aislamientos presentaron competencia por el sustrato para
S.0-2, evidencia de variabilidad en la sensibilidad de los aislados del fitopatdgeno frente al antagonista. Entre
los aislamientos de Trichoderma més promisorios se encuentran: el T.29 con un marcado efecto antibidtico y
el T.6 con més de dos tipos de antagonismo, para ambos aislados del fitopatégeno.

Palabras clave: competencia por el sustrato, micoparasitismo, cultivo dual.

Invitro antagonism of Trichoderma spp. strains against Sarocladium oryzae
(Sawada) W. Gams & D. Hawksworth

ABSTRACT: Twenty seven isolates of Trichoderma spp. were evaluated against two of Sarocladium oryzae
(Sawada) W. Gams & D. Hawksworth (S. 0-2 y S. 0-4) in dual culture. The action modes in the different
interaction phases was determined by comparing the growth of Sarocladium colonies. The data were analyzed
using Student‘s t test. With isolates S. 0-2 and S.o0 4,competition by the substrate was shown by 81,48% of
the Trichoderma isolates, 25,93% antibiosis and 11,11% mycoparasitism. Two Trichoderma isolates (T.4 and
T.5) against the isolate S. o -4 showed the three antagonism types, whereas against S. 0-2, they showed only
competition for the substrate. This is an evidence of sensitivity variability of the phytopathogen isolates against
the antagonist. Among the Trichoderma isolates, T.29 ,with a marked antibiotic effect, and T.6, with more
than two antagonism types, were the most promising against both pathogen isolates.
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INTRODUCCION Pyricularia grisea Sacc.; el Tizén de la vaina

(Rhizoctonia solani Kihn) y la Pudricion de la vaina 'y

El arroz es el alimento basico para més de la mitad vaneado [Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams &

de la poblacion mundial. En Cuba, se estima que el D. Hawksworth], entre otras (1). Esta Gltima adquirid

consumo sobrepase las 500 mil toneladas al afio; sin mayor importancia por las pérdidas que ocasioné en

embargo, la produccion nacional no satisface ainesa  asociacion con el 4caro del vaneado Steneotarsonemus

demanda. Entre las causas de este déficit, se encuen- spinki Smiley, resultando en la necesidad de intensifi-
tran los dafios ocasionados por enfermedades que afec- car la busqueda de medidas para su control.

tan al cultivo, como la Piriculariosis causada por



En la actualidad la agricultura latinoamericana, y la
cubana en particular, estan envueltas en un proceso de
transformacién, donde los principios de
autosustentabilidad encuentran un espacio importante.
El peligro de los efectos contaminantes al ambiente y la
salud humana, promueven el aumento del uso de
bioplaguicidas y la reduccién del empleo de productos
agroquimicos como fertilizantes y plaguicidas. Es por
ello que, la producciény aplicacion de medios biolégi-
cos para el control de plagas, resulta decisivo, porque
disminuyen los riesgos de desarrollo de resistencia por
parte de los patdégenos y de la existencia de residuos
de fungicidas en los alimentos y las aguas (2, 3).

En este contexto, por esto, la prospeccion y selec-
cion de agentes de control biologico es una tarea ne-
cesaria como alternativa menos agresiva para el
ecosistema y el hombre. Trichoderma es uno de los
agentes fungicos que presenta efectos antagénicos
frente a otros microorganismos (4) siendo las espe-
cies de este género los antagonistas mas utilizados
para el control de agentes causantes de enfermeda-
des fungosas en las plantas. Conocer los modos de
accion de sus especies /aislados, resulta imprescindi-
ble para garantizar una buena seleccién de agentes de
control biolégico promisorios (5) y la eficacia en cam-
po de las cepas seleccionadas.

El objetivo del trabajo fue determinar los modos de
accion de aislamientos de Trichoderma frente a S.
oryzae.en ensayos in vitro.

MATERIALESY METODOS

Material biolégico

Se emplearon dos aislamientos de S. oryzae con
caracteristicas culturales diferentes (Fig. 1) proceden-
tes de tejidos infectados: S. 0-2 (vaina) y S. 0-4 (gra-
nos de arroz), ambos originarios de la variedad INCA
LP-4, localidad Los Palacios (Pinar del Rio, Cuba) y
27 aislamientos de Trichoderma spp., conservados a
4°C en el cepario del Laboratorio de Micologia Vegetal
del CENSA, en medio Czapek y Agar Malta (AM), res-
pectivamente.

Los aislados de S. oryzae y de Trichoderma se
multiplicaron mediante la siembra de un disco (5 mm
de @) centralmente en placas de 90 mm en medio
Czapek y AM, incubados en oscuridad a 25°C por 240
hya28°C por 96 h, respectivamente.

Enfrentamiento en cultivo dual

La eficacia de los aislamientos de Trichoderma se
determind por el tipo de antagonismo en los cultivos
duales (CD) con S. oryzae. Los dos hongos
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FIGURA 1. Diferencias culturales en las colonias de S.
oryzae (S. 0-2 izquierday S. 0-4 derecha) a los siete dias de
cultivo./ Cultural differences between S. oryzae colonies
(Left : S. 0-2, right: S. 0-4) after seven days of growth.

(Trichodermay Sarocladium) se sembraron en placas
(@ =90mm) con medio Czapek, a una separacion del
borde de las mismas de 5 mm. Las placas se incuba-
ron a 26°C + 1°Cy oscuridad. Se evalué el crecimiento
radial de S. oryzae hasta 144 horas, en dependencia
del momento del contacto con el antagonista.

Se hicieron tres réplicas (placas) por aislamiento
de Trichoderma. Como control de comparacion se sem-
bro el fitopatdgeno de igual forma que en el cultivo dual,
sin el antagonista.

Procesamiento de los datos

Los datos tomados en diferentes momentos
evaluativos se analizaron mediante la Prueba de T-
Student del programa SPSS version 10.

La competencia por el sustrato se determiné al
comparar el crecimiento de los aislados de Sarocladium
en cultivo dual con el de los testigos (sin Trichoderma)
en la Ultima evaluacion de cada interaccion.

La antibiosis se establecié al comparar el creci-
miento del fitopatdgeno en la Ultima evaluacién antes
del contacto hifal (Sarocladium-Trichoderma) con el del
testigo (fitopatdgeno sin Trichoderma) para igual perio-
do de tiempo.

El micoparasitismo se analiz6 al comparar el creci-
miento de los aislados de Sarocladium en el cultivo
dual en el momento del contacto entre los dos hongos
(patégeno-antagonista) y el del propio patégeno en la
Gltima evaluacion post contacto. Cuando el diametro
de la colonia de Sarocladium fue igual 0 menor en la
Ultima evaluacién, respecto al del inicio del contacto
hifal entre Trichoderma y Sarocladium, se considero
que hubo parasitismo.

RESULTADOSY DISCUSION

El 85,18% de los aislamientos de Trichoderma tuvo
al menos un tipo de antagonismo frente a los aislados
de S. oryzae (Tabla 1), mientras que dos tipos mostra-
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TABLA 1. Tipos de antagonismo (expresados en %)
detectados en los aislamientos de Trichoderma frente a
Sarocladium (S. 0-2 y S. 0-4)./ Antogonism types
(expressed in %) in Trichoderma isolates against
Sarocladium (S. 0-2y S. 0-4).

Tipo de antagonismo AP
S.0-2 S.0-4 Total
;‘;’t’r‘sgenc'a e 7778 | 37,04 | 8148
Micoparasitismo 0 11,11 | 11,11
Antibiosis 3,70 | 25,93 | 25,93
Antagonismo general 77,78 | 55,56 | 85,18

ron, solo el 14,81y 22,22 % del total, ante S.0-2'y
So-4, respectivamente; y el 7,41 % de los aislamien-
tos de Trichoderma exhibieron tres tipos de antagonis-
mo, pero solamente para S.0-4. Sin embargo, el ma-
yor porcentaje de aislamientos de Trichoderma con com-
petencia por el sustrato se obtuvo frente a S. 0-2, dado
posiblemente, por tener méas baja velocidad de creci-
miento (Fig. 1). Esto evidencia que estos aislados de
S.oryzae no solo difieren en cuanto a caracteristicas
culturales, sino también en su reaccion frente al anta-
gonista.

El crecimiento de los aislamientos de Sarocladium
fue inhibido antes del contacto entre los dos hongos,
al compararse con el de los correspondientes contro-
les. En el aislado S. 0-2 se produjo inhibicion del mis-
mo, cuando se enfrenté al aislamiento T. 29 de
Trichodermay en el S. 0-4 ante los aislamientos T. 4,
T.5,T.14,T.15,T. 20, T. 24 y T. 29, lo que evidencid
que Trichoderma excreté compuestos al medio, que
limitaron el crecimiento de los aislados del patégeno.

A B

En este tipo de antagonismo, reconocido como
antibiosis, se sugiere un modo de accién que pudiera
estar asociado a una exoquitinasa extracelular, que
provoca la liberacion de algunos oligobmeros de la pa-
red del hongo diana, induciendo la expresion de
endoquitinasas del micoparasito (6). Al ser liberadas
estas, difunden y hacen que Trichoderma comience el
ataque al hongo diana antes del contacto fisico entre
ellos (7). Aan, cuando hubo un 25,93 % de inhibicion
del crecimiento en ambos aislados de Sarocladium
antes del contacto (Tabla 1), el reducido nimero de
aislamientos que presentaron este mecanismo sugirié
gue resulta necesario continuar la basqueda de nue-
vos aislamientos para el control de Sarocladium. Por
otro lado, reafirmd las diferencias entre los dos aisla-
dos de Sarocladium al presentar variaciones en la sen-
sibilidad frente a los aislados de Trichoderma.

Al considerar el crecimiento en la Ultima evaluacion
(después del contacto hifal) de los dos aislados (S.o-
2y S.0-4) y compararlo con el de los correspondientes
controles, se observé inhibicién del crecimiento de S.o-
2 por 21 aislamientos de Trichodermay del de S.0-4
por 10 (Tabla 2). Esto evidencia una accién de compe-
tencia por el sustrato y al parecer micoparasitica (Fig.
2y 2.1). Sin embargo, cuando se comparo el creci-
miento de los aislados de S. oryzae en el momento del
contacto hifal, con el control de los mismos en la ulti-
ma evaluacion, solo tres aislamientos de Trichoderma
para S.0-2 y seis para S.0-4 lograron disminuir el cre-
cimiento del patégeno (Fig. 3).

Aunque el analisis estadistico demostré que solo
tres aislados de Trichoderma de manera general pre-
sentaron diferencias significativas, desde el punto de
vista bioldgico, se observo dicho efecto en otros (Tabla
3). Esto permitid inferir la existencia de un efecto
micoparasitico. Particular interés presenta el aislamien-

Crecimiento S o. por
debajo de la colonia de
Trichoderma

FIGURA 2. (A anverso) Competencia aparente por el sustrato en S.0-4. (B reverso) Desarrollo de Sarocladium por debajo
de la colonia de Trichoderma./ (A obverse) Apparent competence for the substrate with S.0-4. (B reverse) Sarocladium

growth under Trichoderma colony.
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TABLA 2. Competencia por el sustrato en base a la comparacién del crecimiento de la colonia de los aislados de
Sarocladium en las Gltimas evaluaciones®./ Competition for the substrate based on the comparison of colony growth of

Sarocladium isolates in the last evaluations.

Aislamientos de
Trichoderma

S.0-2 (mm)

S.0-4 (mm)

T.0 26,67+ 1.86 ns 24,33+£1,76 ns
T.1 17,00+ 6,43 ns 0,00 *x
T.2 11,50+4,65 * 9,83+3,72 *

T.4 8,33+1,67 * 2,67+0,33 *x
T.5 6,50+1,32 *x 3,50+1,50 *x
T.6 6,33+3,50 * 6,67+0,88 *x
T.7 26,50+1,61 ns 40,00+5,00 ns
T.8 14,67+1,09 ns 15,00+3,51 ns
T.10 15,33+4,18 * 22,67+1,67 ns
T.11 10,00+2,25 * 16,00+8,00 ns
T.12 10,00+2,90 * 11,50+1,26 *

T.13 13,33+£3,18 * 20,50+1,5 *

T.14 4,00+2,08 *x 14,67+1,20 *x
T.15 6,33+3,48 * 11,67+1,86 *x
T.16 8,50+3,33 * 11,00+4,16 *

T.17 13,00+3,79 * 20,67+4,18 ns
T.18 15,00+8,50 ns 13,00+3,05 ns
T.20 12,67+£1,76 *x 13,33+1,76 ns
T.21 17,83+£9,18 ns 16,33+2,19 ns
T.22 6,33+0,67 *x 6,00+2,08 ns
T. 23 5,33+0,67 *x 10,33+1,20 ns
T.24 13.67+1.45 ** 12,67+1,20 ns
T.25 15,17+2,74 *x 9,67+0,88 ns
T.26 22,67+1,33 * 12,33+1,20 ns
T.27 13,00+0,58 ** 10,33+1,20 ns
T.28 9,00+2,52 *x 12,0041,15 ns
T.29 8,33+2,67 *x 6,33+3,33 ns

Leyenda: ® Evaluaciones de Sarocladium en el testigo y en cultivo dual.

Significacion * p<0,05; **p<0,01

FIGURA 2.1. Competencia por el sustrato en el Cultivo Dual
de Sarocladium S.0-4./ Competence for the substrate in
dual crop of Sarocladium (S.0-4).

to de Trichoderma T. 1, que logro parasitar por comple-
to al aislado S.0-4 en la evaluacion final. La disminu-
cion de la colonia del patégeno en estos casos, con-
cuerda con lo notificado por Vinale et al. (2) y Rey et
al. (8) cuando plantearon que la degradacion de la pa-
red celular de los fitopatdgenos comienza por la ac-
cion de varios compuestos que pudieran tener efecto
sinérgico, asi como de varios mecanismos que
interacttan (9) y permiten la penetracion del agente
biocontrolador, provocando la vacuolizacion, lisis de
las hifas y desintegracion del patégeno.
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Colonia de S.0-2,
completamente
parasitada por
Trichoderma

FIGURA 3. Micoparasitismo de Trichoderma sobre Sarocladium S.o0-2 (A anverso, B reverso)./ Trichoderma mycoparasitism
on Sarocladium S.o0-2 (A obverse, B reverse).

TABLA 3. Anélisis del micoparasitismo de aislamientos seleccionados de Trichoderma en base a la diferencia en el
diametro de la colonia de S. oryzae (al momento del contacto hifal y en la Ultima evaluacién de cada aislado)./ Analisys
of mycoparasitism of Trichoderma selected isolates based on diameter differences of S. oryzae colony®

S.0-2 crec. (mm) S.0-4 crec. (mm)

Trichoderma b

T.1 - - 8,33+1,67 0,00 *
T.4 - - 5,00+0,58 2,67+0,33 *
T.5 - - 5,67+0,33 3,33+1,33 ns
T.6 8,67+1,76 6,33+3,48 ns 6,67+0,88 3,83+0,60 *
T.14 4,67+0,33 4,00+2,08 ns - -

T.22 - - 9,67+0,67 6,00+2,08 ns
T.23 6,67+0,33 5,33+0,67 ns 11,83+1,48 10,33+1,20 ns

Leyenda: a.- (at the moment of hyphal contact and at the last evaluation, of each isolate). b.- Didmetro de la colonia en

el momento de la interaccién; c- Didmetro de la colonia en la Gltima evaluaciéon; -.- No hubo evidencias de

micoparasitismo. * Significacion para p<0,05.

Pocos aislados presentaron los tres tipos de anta-
gonismo, y esto solo para el S.0-4, lo que ratifica la
necesidad de seguir la busqueda y prueba de nuevos
aislados de Trichoderma para lograr candidatos efica-
ces a bioplaguicidas frente a este patégeno. Esta ex-
presion tiene mas fortaleza si se tiene en cuenta que
el estudio realizado abarca solo los ensayos in vitro y
que es de esperar que en condiciones semi-controla-
das y/o de campo el porcentaje disminuya mucho mas,
como se ha notificado por otros autores (10).

De manera general, cuando se analizaron los re-
sultados de la accion antagonica de los aislamientos
de Trichoderma frente a ambos aislados de
Sarocladium se observé que existe una diferenciacion
entre ellos (Tabla 4), lo que refuerza la evidencia detec-
tada en el aspecto morfoldgico y en parte en la inocu-
lacion de semillas (datos no publicados de los auto-
res). Esto sugiere que al seleccionar aislados de
Trichoderma para el control de este fitopatdgeno se
tenga en cuenta no solo un aislamiento, aun cuando
éste sea de los més agresivos, ya que existe variabili-

dad en larespuesta de sensibilidad al agente controla-
dor biolégico.

El andlisis de los aislamientos por tipos de antago-
nismo (Tabla 4) mostro, que para S.o-2 la antibiosis
fue la menos representada con solo un aislamiento T.
29. En la practica para la elaboracion de bioplaguicidas
las cepas promisorias seleccionadas del antagonista
deben tener al menos dos tipos de antagonismo, en-
tonces las de mayores perspectivas para el control del
S.0-2 fueron: T. 6, T. 14, T. 23 y T. 29, mientras que
paraS.0-4:T.1, T.4,T.5,T.6, T. 14y T. 15; para este
altimo (S.0-4), los aislados T. 4 y T. 5 mostraron los
tres tipos de antagonismo. Al conjugar estos resulta-
dos, para ambos aislados de Sarocladium sobresalio
como mas promisorio el aislamiento T. 6, que presen-
t6 dos tipos de antagonismo (Competencia y
Micoparasitismo) (Tabla 4).

Si se toma en cuenta que el indculo primario de
Sarocladium se trasmite por semilla, tanto externa
como internamente, entonces el aislado T. 29 adquie-
re gran importancia, pues podria ser una via eficaz de
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TABLA 4. Distribucién de los aislamientos de Trichoderma por tipos de antagonismo frente a las cepas de S.o./
Distribution of Trichoderma isolates by antagonism types against S.o strains

Tipos de antagonismo

Antibiosis

T. 29*

T.4,T.5T.14,T.15,T. 20,
T.24,T.29

Competencia por el sustrato

, 1.5, T.6,T.10,T.11, T. 12, T. 13,
15,T16T17T20T22T
24, T.26,T.27,T.28,T. 29

T.1, T.2,T.4,T.5T.6,T. 12,

- 23, T.13.T.14. T.15,T. 16

Micoparasitismo

T.6,T.14,T.23

T.1, T.4,T.5T.6,T.22,T.23

*En negrita se destacan aislamientos con tipos de antagonismos comunes para ambos aislados de Sarocladium.

limitar la infeccion, ya que actua por antibiosis sobre
los dos aislados probados. Si la infeccién se encuen-
tra en el campo, ademas de este aislamiento se pu-
diera emplear el T. 6 por tener un efecto combinado de
competencia y parasitismo.

A pesar de estas inferencias, los estudios realiza-
dos en el presente trabajo abarcaron solo el antago-
nismo in vitro entre algunos aislamientos de
Trichoderma y el agente patdgeno, lo que constituye
la piedra angular para la elaboracion de nuevos
bioplaguicidas, pero son necesarios mas estudios:
bioecolégicos, fisiolégicos y de formas de aplicacion
del posible producto, entre otros, que complementen
la seleccién.

CONCLUSIONES

1.Los aislamientos de Sarocladium oryzae poseen va-
riabilidad en su respuesta o sensibilidad al control
bioloégico.

2.Los aislamientos mas promisorios de Trichoderma
fueron: el T. 6 que presentd dos modos de accién
(competencia por el sustrato y micoparasitismo) fren-
te aambos aislados de Sarocladium, el .29y T. 23
que mostraron antibiosis y micoparsitismo, respec-
tivamente, y los aislamientos T. 4 y T. 5 que mani-
festaron los tres modos de accidn para el aislado
(S.0-4) de Sarocladium.
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