TRATAMIENTO BIOLOGICO DEL CULTIVO DE ARROZ EN

CONDICIONES DE VIVERO EMPLEANDO EL HONGO

Trichoderma spp.

Leandro Nufiez Mufioz y Domenico Pavone Maniscalco

RESUMEN

El cultivo de arroz posee caracteristicas especiales debido a
la presencia de laminas de agua para su produccion, limitando
ast la aplicacion de agentes de biocontrol al suelo por las con-
diciones de anoxia del mismo. Los hongos del género Tricho-
derma poseen la capacidad de controlar patogenos del suelo y
promover el crecimiento en varios cultivos. En el presente estu-
dio se evaluo el efecto de T. harzianum (TV72) y T. asperellum
(TVI190) sobre la germinacion, desarrollo vegetativo y produc-
cion en Oryza sativa L. var. Cimarron en diferentes alturas de
lamina de agua; asi como el biocontrol in vitro de Pyricularia

grisea y disminucion de la incidencia del manchado del grano
en vivero. Ambas cepas incrementaron la velocidad de germina-
cion, longitud y masa seca radicular de forma significativa. Se
encontraron incrementos en la produccion en las plantas trata-
das con Trichoderma spp. (30-60%), asi como una disminucion
del manchado del grano (34-45%) y del crecimiento in vitro de
P. grisea (18-52%). Estos resultados evidencian la posibilidad
de utilizar a Trichoderma spp. en las condiciones de inundacion
del cultivo de arroz para el manejo de enfermedades y promo-
cion del desarrollo y rendimiento.

Introduccion

El arroz (Oryza sativa L.) es
uno de los cereales mas impor-
tantes a escala mundial, produ-
ciéndose en mas de 113 paises y
sirviendo como alimento basico a
mas de la mitad de la poblacion
humana (Cardenas et al., 2010).
En este cultivo existe un conjunto
de enfermedades que diezman su
productividad y rendimiento, en-
tre las cuales el afiublo del arroz
causado por el hongo Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc. (teleo. Mag-
naporthe grisea) y el manchado
del grano, son las mas importan-
tes y recurrentes (Acebo et al.,
2011; Palacios y Pauth, 2008). El
manchado del grano en O. sativa
es causado por un consorcio
complejo de hongos (més de 30
géneros) y bacterias que prolife-
ran bajo condiciones ambientales
particulares. La enfermedad redu-
ce cominmente el rendimiento y
calidad del grano, ademas de la
viabilidad de la semilla. Algunos
de estos microorganismos produ-

cen ademds compuestos toxicos
que descartan el uso del grano
para el consumo humano y ani-
mal (Rodriguez et al., 1988; Sis-
terna et al., 1994). Los métodos
de control tradicionales de la pi-
riculariosis se realizan a través
del empleo de variedades resis-
tentes a la enfermedad o median-
te el uso de fungicidas quimicos
(Kim et al., 2004). Sin embargo,
la resistencia génica ha sido con-
vencionalmente superada por el
fitopatdgeno en pocos ciclos de
cultivo; mientras que la aplica-
cion de fungicidas quimicos im-
plica dafios y riesgos considera-
bles a nivel ambiental (Kaewchai
et al., 2009). Ante esta situacion,
el biocontrol de la enfermedad
podria constituir una alternativa a
este problema fitosanitario.
Dentro del género Trichoder-
ma se incluyen hongos biocontro-
ladores utilizados ampliamente en
muchos cultivos, debido a que
poseen mecanismos antagonicos
sobre fitopatogenos, tales como
competencia por nutrientes, mico-

parasitismo, antibiosis y efectos
sobre las plantas, implicando la
modificacion de la rizosfera, co-
lonizacion radical, solubilizacion
de nutrientes, promocién del cre-
cimiento, tolerancia a estrés de
tipo bidtico y abidtico, e induc-
cion de resistencia (Howell, 2003;
Benitez et al., 2004; Ozbay y
Newman, 2004; Annand y
Reddy, 2009, Mohiddin et al.,
2010). La utilizacion de Tricho-
derma spp. en plantaciones de
arroz podria promover un mejor
desarrollo de la planta y un ma-
yor rendimiento, por lo que esta
investigacion presenta un aporte
que podria ayudar a comprender
el efecto de Trichoderma spp.
sobre O. sativa en las condicio-
nes particulares que caracterizan
este cultivo bajo inundacion.

Materiales y Métodos
Material biologico

Se utilizaron las cepas de 7Tri-
choderma spp. TV72 (T. harzia-

num) y TV190 (T. asperellum) de
la coleccion micoldgica de la
Unidad de Investigacion en Bio-
tecnologia Aplicada de la Univer-
sidad de Carabobo, Venezuela.
Estas cepas fueron aisladas a
partir de suelos provenientes de
plantaciones de maiz de los Esta-
dos Apure (TV72) y Monagas
(TV190), Venezuela. La cepa de
Pyricularia grisea utilizada en
los ensayos in vitro fue cedida
por Alex Gonzalez (Fundacion
Danac, Yaracuy, Venezuela). Las
semillas de Oryza sativa L. var.
Cimarron fueron donadas por
William Castrillo (Instituto Na-
cional de Investigaciones Agrico-
las, Estado Guarico, Venezuela).

Efecto antagonico in vitro de
Trichoderma spp. sobre P. grisea

El efecto de compuestos extra-
celulares de Trichoderma spp.
sobre el crecimiento in vitro de
P. grisea, se evalud cultivando
cada cepa de Trichoderma en
100ml de caldo papa sacarosa
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BIOLOGICAL TREATMENT OF RICE CULTURE IN GREENHOUSE CONDITIONS USING THE FUNGUS

Trichoderma spp.
Leandro Nuifiez Mufioz and Domenico Pavone Maniscalco

SUMMARY

Rice culture has some special characteristics, due to the flood-
ing required for optimal production. This fact limits the use of
biological control agents because of the anaerobic conditions
presents in these systems. Species of the fungal genus Tricho-
derma have the potential of controlling soil borne pathogens and
promoting growth in various plants. In this study the effects of
T. harzianum (TV72) and T. asperellum (TVI90) on germina-
tion, vegetative growth and production of Oryza sativa L. var.
Cimarron under different flooding conditions were evaluated, as

well as the in vitro biocontrol of Pyricularia grisea and reduc-
tion in grain spotting in greenhouse conditions. Both Trichoder-
ma strains significantly increased germination rate, root length
and root dried biomass. Production was also increased in plants
treated with Trichoderma (30-60%); and reduction in grain spot-
ting (34-45%) and in vitro growth of P. grisea (18-52%) were ob-
served. These results suggest that the use of Trichoderma spp. in
the flooding conditions usually found in rice cultures could help
control diseases and promote growth and yield.

TRATAMENTO BIOLOGICO DO CULTIVO DE ARROZ EM CONDICOES DE VIVEIRO EMPREGANDO O FUNGO

Trichoderma spp.
Leandro Nufiez Mufioz ¢ Domenico Pavone Maniscalco

RESUMO

O cultivo de arroz possui caracteristicas especiais devido
a presenga de ldminas de agua para sua produgdo, limitan-
do assim a aplicagdo de agentes de bio controle ao solo pelas
condi¢oes de anoxia do mesmo. Os fungos do género Tricho-
derma possuem a capacidade de controlar patogenos do solo e
promover o crescimento em varios cultivos. No presente estu-
do se avaliou o efeito de T. harzianum (TV72) e T. asperellum
(TVI190) sobre a germinagdo, desenvolvimento vegetativo e pro-
dug¢do em Oryza sativa L. var. Cimarron em diferentes alturas
de lamina de agua; assim como o bio controle in vitro de Pyri-

cularia grisea e diminui¢do da incidéncia de mancha do grdo
em viveiro. Ambas as cepas incrementaram a velocidade de
germinagdo, comprimento e massa seca radicular de forma sig-
nificativa. Encontraram-se incrementos na produ¢do nas plan-
tas tratadas com Trichoderma spp. (30-60%,), assim como uma
diminui¢do de mancha do grdo (34-45%) e do crescimento in
vitro de P. grisea (18-52%). Estes resultados evidenciam a pos-
sibilidade de utilizar a Trichoderma spp. nas condi¢oes de inun-
dagdo do cultivo de arroz para a manipulag¢do de enfermidades
e promog¢do do desenvolvimento e rendimento.

(200g de papa en 1 1 de agua,
ebullicion por 10min, infusion
diluida a la mitad, 10g-1" de sa-
carosa), afladiendo 10° esporas/ml
de cada cepa en cultivos indivi-
duales. Se incub6 a temperatura
ambiente a 100rpm por siete dias
y posteriormente se agit6 el cul-
tivo vigorosamente en un vortex
por 30s y se filtr6 a través de
membrana acetato de celulosa de
Millipore® de 0,45um de diame-
tro de poro. Se tomaron alicuotas
de 100ul del filtrado y se espar-
cieron en placas de PDA a las
que posteriormente se les colocd
un disco de micelio de P. grisea
de 4,5mm de diametro, incuban-
dose en oscuridad por cinco dias
y midiéndose el diametro de la
colonia. Para el caso del grupo
control, el filtrado empleado fue
caldo papa sacarosa sin Tricho-
derma. Para determinar la pro-
duccion de compuestos solubles y
volatiles en PDA, con efecto bio-
controlador por parte de Tricho-
derma spp., otro ensayo fue desa-
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rrollado al enfrentar Trichoderma
spp. v P. grisea en placas de
Petri, determinandose la disminu-
cion del crecimiento del fitopato-
geno, previo al contacto con el
biocontrolador. Adicionalmente,
para evaluar el efecto de com-
puestos volatiles inhibitorios del
crecimiento de P. grisea, en pla-
cas de Petri divididas se sembra-
ron discos de micelio de 4,5mm
de didmetro de P. grisea y al
otro lado de la placa Trichoder-
ma spp. (10 placas por tratamien-
to), se sellaron con papel de para-
fina (Parafilm®) y se incubaron a
27°C por cinco dias. Posterior-
mente se midio el area ocupada
por la colonia de P. grisea y se
comparo con el tratamiento con-
trol.

Inoculacion de semillas de O.
sativa

Las semillas de O. sativa se
sumergieron durante 24h en sus-
pensiones de las diferentes cepas

de Trichoderma spp., conteniendo
107 esporas/ml, provenientes de
cultivos esporulados en medio
agar papa dextrosa (PDA). Final-
mente las semillas fueron secadas
al aire por 12h y utilizadas para
los distintos ensayos. Para los
controles sin hongo, un lote de
semillas fue sumergido en agua
destilada estéril por 24h, y seca-
dos al aire por 12h.

Efecto de Trichoderma en la
germinacion de la semilla

y desarrollo de plantulas de O.
sativa

Semillas de O. sativa inocula-
das con esporas de cada una de
las dos cepas de Trichoderma
spp., se depositaron sobre papel
de filtro Whatman #4 esterilizado
y colocado en placas de Petri. Un
sistema estéril con semillas no
inoculadas con el hongo fue tam-
bién procesado. El papel de filtro
fue humedecido al inicio e inter-
diariamente. El bioensayo consis-

ti6 de 50 semillas por placa (ré-
plica) y diez placas por trata-
miento. En cada tratamiento se
determino la cinética de germina-
cion durante siete dias, asi como
la velocidad de emergencia (VE)
segin Maguire (1962). También
se determiné, en plantulas de
siete dias, el porcentaje de germi-
nacion, tamafio de la radicula y
del coleoptilo, biomasa seca aérea
y radical. Se realizaron montajes
de las raices con Carnoy 3:1
(metanol:acido acético) y eosina
acida 5% para observar posible
colonizacion con Trichoderma
spp. Para evaluar la posible pre-
sencia de hongos endofitos se
procedio a realizar una desinfec-
cion superficial a 30 raicillas ele-
gidas al azar por cada tratamien-
to. La desinfeccion implico el la-
vado con cloro comercial y eta-
nol al 70% durante 10min. Poste-
riormente se realizaron lavados
con agua destilada estéril. Final-
mente, las raicillas fueron sem-
bradas en placas con medio PDA
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por siete dias a temperatura am-
biente.

Sobrevivencia en suelo de
Trichoderma spp., promocion del
crecimiento vegetativo y
variables de produccion en O.
sativa

En envases de plastico transpa-
rentes de 1500ml de capacidad,
se afiadié ~1kg de suelo prove-
niente de plantaciones de arroz
del Estado Guarico, Venezuela.
En el fondo de cada envase se
coloco externamente una bolsa
negra de polietileno, con la fina-
lidad de evitar la incidencia de
radiacion solar sobre el suelo de-
positado en éstos. En cada enva-
se se sembraron 3-4 semillas de
O. sativa inoculadas con las ce-
pas de Trichoderma spp. Una vez
germinadas se dejo solo una se-
milla por envase, realizandose
reinoculaciones semanales de 107
esporas de Trichoderma spp. por
planta. Tres semanas después de
la siembra se colocaron laminas
de agua de aproximadamente 0,
5 y 15cm de altura para cada
cepa de hongo estudiado y para
el control sin hongo. El ensayo
consistio de nueve tratamientos
(dos cepas de hongos, un control
y tres laminas de agua para cada
uno). Para determinar la presen-
cia de Trichoderma spp. luego de
ocho semanas de la siembra se
tomaron muestras de suelo de
cada tratamiento. Posteriormente,
alicuotas de 100l de las suspen-
siones de las muestras de suelo
(dilucién 103) se sembraron en
placas con medio PDA suplemen-
tado con amoxicilina (500mg-1").
Se realizaron 30 réplicas por tra-
tamiento. Simultdneamente tam-
bién se determind, en la semana
8, la longitud de la parte aérea de
la planta, nimero de tallos, hojas
por planta, altura del tallo, ancho
del tallo, longitud radical y bio-
masa seca aérea y radical (20
réplicas por tratamiento escogidas
al azar). Empleando otro lote ex-
perimental de similares caracte-
risticas, se determin6 el tiempo
promedio de aparicion de la espi-
ga y la produccién promedio por
planta tras previo secado de los
granos en estufa a 70°C por tres
dias, procesandose un total de 30
plantas por tratamiento. Para eva-
luar la calidad de los granos se
contabilizaron los granos man-

TABLA I

EFECTO INHIBITORIO DE COMPUESTOS EXTRACELULARES, VOLATILES Y
VOLATILES + PERMEABLES PRODUCIDOS POR LAS CEPAS TV72 Y TV190 SOBRE EL

CRECIMIENTO DE P. grisea

Inhibicion del crecimiento de P. grisea (%)

Compuestos volatiles

Cepas Compuestos extracelulares Compuestos volatiles + permeables
TV72 19,91 +£2,80 a 18,79 £1,74 a 51,87 £2,90 a
TV190 23,25 +2,58 a 16,80 £1,72 a 52,73 2,45 a

Las comparaciones estadisticas de las variables de crecimiento estan realizadas dentro de cada una de las variables,
considerando todos los tratamientos empleando ANOVA (p<0,001) y prueba de comparacion de medias post hoc de

Tukey (0=0,05).

chados por cada 100 semillas en
cada uno de los tratamientos,
empleando 15 réplicas por trata-
miento.

Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron
analizados a través de ANOVA,
tras previa comprobacion del
cumplimiento de los supuestos
del andlisis de varianza. Se reali-
zaron comparaciones post hoc de
medias (Prueba de Tukey), em-
pleando para ello el programa
SSPS Statistics v.17.0.

Resultados y Discusion

Efecto biocontrolador in vitro de
Trichoderma spp. sobre P. grisea

Se estudio la eficacia de las
cepas TV72 y TV190 en el con-
trol in vitro de la principal enfer-
medad del cultivo de arroz en
Venezuela y el mundo, la piricu-
lariosis, causada por el hongo
fitopatogeno Pyricularia grisea.
Se evaluo el efecto de diferentes
compuestos sobre el crecimiento
del fitopatogeno; como lo son los
compuestos extracelulares produ-
cidos por el biocontrolador, com-
puestos volatiles y compuestos
volatiles + permeables (Tabla I).

El efecto de los compuestos
extracelulares incluye el de aque-
llos metabolitos excretados cons-
titutivamente por el hongo, al ser
crecido en cultivo liquido y que
presentan una actividad antibioti-
ca sobre P. grisea. En el caso de
las placas divididas, al realizar el
cultivo dual, la inhibicion del
crecimiento del fitopatogeno se
deberia en principio a todos
aquellos compuestos producidos
por el hongo que podrian volati-
lizarse hasta el otro lado de la
placa dividida, debido a que di-
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cha division constituye una barre-
ra que impide el paso de com-
puestos permeables en el medio
de cultivo. Por ultimo, en los en-
sayos con placas no divididas,
toda aquella inhibicion del creci-
miento que ocurriese antes del
contacto entre el antagonista y el
fitopatogeno sera debido al efecto
sinérgico de los compuestos ex-
tracelulares producidos tanto de
naturaleza permeable como vola-
tilizable.

Al evaluar la actividad antifun-
gica de las cepas TV72 y TV190
sobre P. grisea a nivel in vitro se
pudo determinar que ambas ce-
pas son capaces de producir com-
puestos volatiles, permeables y
extracelulares inhibitorios, indu-
ciendo reducciones en el creci-
miento de P. grisea (Tabla I). La
mayor inhibicion se produjo en el
sistema de compuestos volatiles +
permeables (~52%), seguido del
sistema de compuestos extracelu-
lares (~22%) y la menor inhibi-
cion se reportd en el sistema de
compuestos volatiles (~18%). Tri-
choderma spp. ha sido reportado
como organismo productor de
numerosos compuestos antibioti-
c0s, como pironas, isocianatos,
péptidos, peptabols, acido harzia-
nico, alameticinas, tricolinas,
6-pentil-a-pironas, massoilacto-
nas, viridina, gliovirina, glisopre-
ninas, acido heptelidico y tricote-
cenos (Vey et al., 2001; Ozbay y
Newman, 2004; Vinale et al.,
2008). Los compuestos volatiles
son de bajo peso molecular y
pueden jugar un papel importante
en el biocontrol, al crear una
microatmosfera con compuestos
antibioticos a nivel edafico o fo-
liar, que por lo general son de
naturaleza fungistatica, depen-
diendo del sitio de inoculacion
del antagonista (Mohiddin ef al.,
2010). Por su parte, compuestos

secretados de forma extracelular
como son enzimas liticas (tales
como proteasas, amilasas, celula-
sas, glucanasas y quitinasas) y
compuestos no volatiles difusibles
en el medio de cultivo, ejercen
un efecto notable sobre diferentes
patogenos de plantas promovien-
do eventos de micoparasitismo
(Benitez et al., 2004; Anand y
Reddy, 2009).

Para el caso de los compuestos
extracelulares, si bien se observa-
ron actividades inhibitorias para
ambas cepas, solo se incluyen en
este ensayo todos los compuestos
excretados al medio que se ex-
presan de forma constitutiva o
que su produccién no es inducida
por la presencia del fitopatdgeno.
Resultaria conveniente en ese
sentido, estudiar la inhibicion in
vitro del fitopatogeno por efecto
de compuestos extracelulares in-
cluyendo micelios de P. grisea
para inducir la produccion de
otras sustancias de naturaleza
inhibitoria, que solo podrian pro-
ducirse en presencia del fitopato-
geno.

Efecto de Trichoderma spp.
sobre la germinacion, desarrollo
de plantulas

y colonizacion radical en

O. sativa

Una de las etapas del creci-
miento del arroz donde existe
mayor predisposicion a diferentes
dafios de origen bidtico y abidti-
co es en el desarrollo inicial,
cuando el follaje y otras partes
aéreas aun se encuentran jovenes
y fragiles (De la Isla, 1994). Por
esta razon, resulta fundamental
conocer si Trichoderma spp. es
capaz de mejorar la condicion de
la planta en esta etapa del desa-
rrollo. Las variables de creci-
miento en estado de plantula
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TABLA 1I

VARIABLES GERMINATIVAS Y DE DESARROLLO DE PLANTULAS DE O. sativa,
TRATADAS CON O SIN Trichoderma SPP.

Germinacion a los 7 dias (%)
Longitud del coledptilo (mm)
Longitud de la radicula (mm)
Masa seca del coledptilo (mg)
Masa seca de la radicula (mg)

Velocidad de emergencia (semillas/dia)

T. harzianum

T. asperellum

Control (TV72) (TV190)
99.67 =105 a 9900 + 1,61 a 98,67+ 1,72 a
234521 a 2049 449a 1990 + 445 a
1110 £1.52 a 1509+ 152¢ 1362+ 173 b

1,50 £0.23 a 170 = 0.25 a 151 £ 0,19 a
1,56 +0,14 1.89 + 0,17 ¢ 1,62 = 0.16 b
40,57 £0.76 a 4196+ 056 b 43.54 + 0,56

Las letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

presentaron diferencias significa-
tivas respecto al grupo control,
excepto para la longitud y peso
del coleoptilo (x*= 4,635;
p=0,099) y la germinacion de la
semilla (Tabla II). La cepa que
indujo mayor promocion sobre el
crecimiento de la radicula fue
TV72 (T harzianum), tanto en la
longitud (15,09 £1,52cm) como
en el peso (1,89 £0,17g), en com-
paracion con el control (11,10
+1,52cm de longitud y 1,56
+0,14g de masa seca radicular).
A pesar de no haber detectado
diferencias significativas en los
porcentajes de germinacion a los
siete dias, si se logrd observar
diferencias en la velocidad de
germinacion, siendo TV190 (T
asperelum) la cepa con mayor
efecto sobre esta variable con
43,54 +0,56 semillas por dia en
comparacion con el control
(40,57 £0,76 semillas por dia). El
efecto de Trichoderma spp. en la
germinacion de semillas de O.
sativa y el desarrollo en estadios
iniciales encontrados en este
trabajo, difiere parcialmente de lo
reportado por Mishra y Sinha
(2000) y Khan et al. (2005),
quienes empleando 7. virens, T.
harzianum y otras cepas fungi-
cas y bacterianas obtuvieron un
incremento en la germinacion
entre 26,3 y 56,2%; asi como un
incremento de la longitud radi-
cal, altura de las plantulas y peso
fresco de las mismas. Por otra
parte, Windham et al. (1986)
también observaron incrementos
en las velocidades de germina-
cion en semillas de tabaco, toma-
te y maiz empleando cepas de T
koningii y T. harzianum, por lo
que la respuesta bioestimulante
del crecimiento durante este es-
tadio parece ser variable, depen-
diendo de la cepa y organismo
vegetal empleado.
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Colonizacion por Trichoderma
spp. de suelo inundado,
promocion del crecimiento
vegetativo y variables de
produccion en O. sativa

En relacion a la presencia y
colonizacion de Trichoderma
spp. en el suelo (Figura 1), se
observa que en el tratamiento
control en ningun nivel de lami-
na de agua se encontrd presencia
de Trichoderma spp., mientras
que si hubo presencia en los
respectivos tratamientos con las
cepas del hongo. No se encon-
traron diferencias significativas
entre los tratamientos con hon-
gos en ninguna de las laminas
de agua, a pesar de que con una
lamina de agua de 15cm el por-
centaje de muestras con Tricho-
derma spp. fue el mas bajo
(80%), probablemente debido al
mayor nivel de anaerobiosis de
estos tratamientos. Ha sido re-
portado que Trichoderma spp.
presenta un metabolismo anaero-
bio facultativo (Moore-Landeker,
1996), lo cual podria permitirle
permanecer viable en el material
edafico en condiciones de inun-
dacion. Algunos estudios han
demostrado que diferentes espe-
cies de Trichoderma como T.
harzianum, T. viride y T. atrovi-
ride son capaces de crecer y ser
aislados en estos ambientes
(Khalili et al., 2012). Los resul-
tados del presente estudio sugie-
ren la inclusion de 7. asperellum
dentro de este grupo de cepas
capaces de permanecer viable en
suelos anegados.

En relacién a la promocioén
del crecimiento vegetativo en O.
sativa por parte de Trichoderma
spp., se puede apreciar en la
Tabla III los resultados de cada
variable de crecimiento medi-
das, en funcion de la lamina de

agua y la cepa de Trichoderma
utilizada.

Para el caso del nimero de
hojas, los mayores valores fue-
ron obtenidos sin lamina de
agua (Control: 12,5 +0,52;
TV72: 14,8 £0,36; TV190: 15,05
+0,52), seguidos por aquellas
con 5cm de ldmina de agua, con
una tendencia donde los contro-
les fueron menores que las plan-
tas tratadas con Trichoderma
spp. Los grupos tratados con
15cm de lamina no difirieron
estadisticamente por la adicion
de los agentes bioestimulantes.

La longitud, ancho y numero
de tallos presentaron resultados
similares (Tabla III), donde en
las plantas con 0 y Scm de lami-
na de agua, aquellas tratadas con
las cepas de Trichoderma spp.
superaron a las plantas control
en ~20%; sin embargo, aquellas
sometidas a regimenes de 15cm
de lamina de agua no difirieron

estadisticamente entre las trata-
das con y sin Trichoderma spp.
Todos estos resultados parecen
sugerir la mejor actuacion de
Trichoderma spp. en condiciones
de menor anegacion. En efecto,
el grupo mas afectado por los
regimenes hidricos para estas
variables fue el de lamina de
agua de 15cm, ya que al realizar
el incremento, el nimero de ho-
jas disminuye por ahogamiento
(Blom y Voesenek, 1996). Hatto-
ri et al. (2001) describen dos es-
trategias principales en O. sativa
para responder ante la inunda-
cion: una primera es denominada
quiescente y permite a la planta
sobrevivir por periodos cortos; y
una segunda estrategia denomi-
nada de escape y elongacion de
los tallos que es mas efectiva y
que permite a la planta sobrelle-
var eficazmente estas condiciones
de inundacién, tal como lo hizo
la variedad Cimarrdn, empleada
en esta investigacion, al adquirir
un fenotipo de pocos tallos, lar-
£0s y gruesos, asi como un me-
nor nimero de hojas.

En relacion a la longitud y
biomasa radical, no se evidencia-
ron diferencias significativas entre
las plantas tratadas con o sin
Trichoderma spp. para una mis-
ma lamina de agua. Sin embargo,
las raices de menor longitud fue-
ron aquellas sometidas a laminas
de agua de Scm (~20cm), segui-
das por las de 15cm (~23cm);
mientras que las de mayor longi-
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Figura 1. Porcentaje de muestras de suelo colonizadas por Trichoderma
spp. en diferentes niveles de lamina de agua a las ocho semanas después

de la siembra (y>= 60,833; p<0,001).

MAR 2014, VOL. 39 N° 3 JIWERDIENCIA



TABLA III
VARIABLES DE CRECIMIENTO VEGETATIVO DE O. sativa VAR. CIMARRON EN PRESENCIA DE DIFERENTES
ALTURAS DE LAMINAS DE AGUA DURANTE SU DESARROLLO, ASI COMO DE CEPAS DE Trichoderma SPP.

Lamina de

Variables de crecimiento (promedio +error estandar)

Cepa . Longitud tallo  Ancho tallo Longitud radical Biomasa radical Biomasa aérea
agua (cm o 0
gua (cm) N° de hojas N° de tallos (cm) (cm) (cm) () (@)
0 Control 12,50 0,52 ¢ 4,80 £0,20 ¢ 10,19 +0,14 a 4,95 0,13 a 24,35 £0,61 ¢d 0,31 +0,01 2 0,38 +0,02 a
TV72 14,80 +0,36 d 6,05 £0,20 d 10,93 £0,13 a 5,67 £0,09 bed 25,16 +0,59 d 0,35 +0,02 a 0,48 +0,02 ab
TV190 15,05 +0,52d 595 +0,38d 11,02 +0,22 a 5,52 0,11 bc 24,19 +0,58 cd 0,37 £0,01 a 0,42 +0,02 ab
5 Control 9,80 +0,47 b 3,40 £0,17 b 12,60 £0,25 b 5,12 £0,10 ab 20,25 £0,55 a 0,92 +0,03d 0,52 +0,02 be
TV72 10,90 +0,32 bc 4,40 £0,21 ¢ 13,54 +0,22 bc 5,78 +0,09 ¢d 20,93 +0,57 a 1,07 £0,06 d 0,66 £0,04 de
TV190 12,30 £0,50 ¢ = 4,45 +0,25 ¢ 13,73 £0,33 ¢ 5,94 £0,13 cde 21,18 +0,61 ab 0,96 £0,05 d 0,74 +0,05 e
15 Control 5,80 £0,12 a 1,80 0,12 a 14,44 +0,24 cd 5,89 +0,15 bed 22,60 +0,56 abc 0,61 +0,03 b  0,44+0,02 ab
TV72 5,80 £0,12 a 2,00 £0,16 a 14,72 0,12 d 6,10 £0,14 de 23,49 £0,48 bed 0,61 £0,02 b  0,50+0,01 bc
TV190 5,95 +0,09a 2,05+0,09a 1494 £0,22d 6,39 £0,17 ¢ 23,84 £0,40 cd  0,72+£0,03 bc 0,61 £0,03 cd

Las comparaciones estadisticas de las variables de crecimiento estan realizadas dentro de cada una de las variables, considerando todos los tratamientos
empleando ANOVA (p<0,001) y prueba de comparacion de medias post hoc de Tukey (0=0,05). Los valores de los Controles estan resaltados en negrita.

tud fueron las crecidas bajo con-
diciones de secano (~25cm, inde-
pendientemente de si fueron o no
tratadas con Trichoderma spp.).
En relacion a la biomasa seca
radical, se evidencié que aquellas
plantas sometidas a condiciones
de secano obtuvieron los menores
valores (~0,3g). Con respecto a la
biomasa seca aérea, se observa-
ron diferencias significativas entre
el control y los tratamientos con
Trichoderma spp., siendo esta
diferencia mayor a un nivel de
lamina de agua de Scm, donde el
tratamiento control obtuvo 0,52
+0,02g y los grupos con Tricho-
derma spp. 0,66 £0,04g (TV72)
y 0,74 +£0,05g (TV190), con dife-
rencias significativas. Similar
tendencia se observo en el trata-
miento con lamina de agua de
15cm. En los tratamientos sin
lamina de agua no se observa-
ron diferencias significativas,
con un valor para el control de
0,38 +0,02g. Mostajeran y Rahi-
mi (2009) destacan la importan-
cia del régimen hidrico sobre las
variables de crecimiento como
la biomasa seca, donde un régi-
men hidrico de secano, inhibe
notoriamente el desarrollo vege-
tal en O. sativa.

En este sentido, Howell et al.
(1999) encontraron diferencias
significativas en la biomasa aérea
entre las plantas tratadas con y
sin Trichoderma spp. Esta ten-
dencia es diferente a la encontra-
da en las fases iniciales del desa-
rrollo de las plantulas de O. sati-
va en la presente investigacion,
donde si se evidencio un incre-
mento en el desarrollo de las ra-
diculas de plantulas tratadas con

Trichoderma spp., pero no asi en
variables de crecimiento aéreo.
En O. sativa, el producto final
de interés se centra en la produc-
cién de granos (Palacios y Pauth,
2008); por lo que se evalud el
efecto de diferentes laminas de
agua, con o sin Trichoderma
spp., en variables relacionadas
con la produccion: tiempo de
aparicion de la espiga, produccion
en granos por planta e incidencia
del manchado del grano (Tabla
IV). El tiempo de aparicion de la
espiga fue estadisticamente dife-
rente entre los tratamientos en
condiciones de secano (13 sema-
nas) y con presencia de lamina
de agua (8 semanas). Una dife-
rencia notable de cerca de un
mes entre los tiempos de produc-
cion podria tener una incidencia
importante en términos economi-
cos de mantenimiento del cultivo
y rapidez para realizar la cose-
cha. No se encontraron diferen-
cias por la aplicacion de Tricho-
derma spp. para esta variable.
La produccion en granos por
planta present6 diferencias signi-
ficativas entre el control y los
tratamientos con Trichoderma en
laminas de agua de 5 y 15cm
(Tabla IV). En la ultima condi-
cion, los valores en el caso de
TV72 llegan a duplicarse en rela-
cion al control. No se evidencia-
ron diferencias significativas en el
tratamiento sin lamina de agua.
Cuevas (2006), en un estudio de
campo, reportd diferencias signi-
ficativas entre tratamientos con-
trol y con 7. pseudokoningii para
la variable de produccion granos
descascarados. Sin embargo, To-
rres-Montenegro (2005), no re-
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portd diferencias estadisticas en
el rendimiento empleando un
producto comercial con base en
T. harzianum (Trichozam WP
8.3%) y realizando aplicaciones a
la semilla y reinoculaciones folia-
res a los 30 y 60 dias. Las dife-
rencias obtenidas con respecto a
estos autores pueden ser debidas
a las reinoculaciones semanales
al suelo y/o a una capacidad
bioestimulante superior de las
cepas estudiadas, por lo cual se
recomienda seguir esta metodolo-
gia y evaluar el intervalo de
tiempo necesario entre reinocula-
ciones, para mantener este efecto
promotor del crecimiento.

En la Tabla IV se muestran los
porcentajes de granos manchados
por tratamiento con lamina de
agua y cepa de Trichoderma,
observandose diferencias signifi-
cativas entre el control y los tra-
tamientos con Trichoderma en
todas las laminas de agua. Es de
hacer notar que en la lamina de
agua de 15cm, el porcentaje de
granos manchados es aproxima-
damente el doble en el trata-
miento control (6,33 £0,44%) en
comparacion a los tratamientos
con Trichoderma (TV72: 3,86
+0,31%; TV190: 3,60 £0,41%).
De esta forma se evidencia el
efecto protector del antagonista
en la incidencia de la enfermedad
en aquellos tratamientos en con-
diciones de secano o con lamina
de agua.

Al analizar en conjunto las
variables de produccién y cali-
dad del grano, se evidencia que
los menores valores de produc-
cién y mayor incidencia del
manchado del grano se obtuvie-

ron en las plantas en condiciones
de secano, donde los factores
déficit hidrico e incidencia de la
enfermedad estan vinculados
estrechamente, causando una
baja produccion. Reportes de
otros autores indican que la inci-
dencia de la enfermedad puede
ocasionar una disminucion de
mas del 40% de la produccion
(Palacios y Pauth, 2008).

La capacidad de Trichoderma
spp. para controlar el manchado
del grano en arroz ha sido de-
mostrada previamente por Khali-
li et al. (2012) empleando T. har-
zianum, T. virens y T. atroviride
para controlar in vitro e in vivo a
Bipolaris oryzae, un agente cau-
sal del manchado del grano. To-
rres-Montenegro (2005), en con-
diciones de campo, encontr6 que
T. harzianum (Trichozam WP
8.3%) no resulto efectivo en el
control de esta enfermedad. La
aplicacion de Trichoderma spp.
en el presente estudio condujo a
una reduccion en todos los trata-
mientos de la incidencia del man-
chado de grano, asi como un in-
cremento de la produccion de
granos, por lo que el tratamiento
del cultivo de arroz con Tricho-
derma podria actuar mejorando
los mecanismos de defensa de la
planta, promoviendo el desarrollo
e incrementando significativa-
mente la produccion y calidad de
los granos.

Conclusiones
Las cepas de Trichoderma
TV72 (T harzianum) y TV190

(T. asperellum), incrementaron la
velocidad de germinacion, la
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TABLA IV

VARIABLES ASOCIADAS A LA PRODUCCION EN O. sativa VAR. CIMARRON EN
PRESENCIA DE DIFERENTES’ALTURAS DE LAMINAS DE AGUA DURANTE SU
DESARROLLO, ASI COMO DE CEPAS DE Trichoderma SPP.

Variables asociadas a la produccion

Lamina de Cepa Aparicion de Produccion de granos Granos manchados
agua (cm) la espiga con cascara en masa seca 0
(7o)
(semanas) (g/planta)
0 C 13,67 £0,32 b 0,42 £0,09 a 21,20 +0,86 d
TV72 13,03 £0,31 b 0,71 +0,08 a (41%) 13,20 £0,81 ¢ (38%)
TV190 12,83 0,26 b 1,03 £0,20 a (60%) 11,60 +0,90 ¢ (45%)
5 C 8,83 £0,13 a 3,25 +0,32 be 6,20 £0,35 b
TV72 8,77 0,10 a 4,88 +£0,44 d (33%) 4,13 £0,36 ab (34%)
TV190 8,73 £0,58 a 4,64 +0,38 d (30%) 3,80 £0,33 a (39%)
15 C 8,77 £0,12 a 2,70 £0,33 b 6,33 £0,44 b
TV72 8,56 £0,09 a 4,61 £0,35 d (42%) 3,86 £0,31 a (40%)
TV190 8,47 £0,10 a 4,20 +£0,41 cd (36%) 3,60 £0,41 a (44%)

Las comparaciones estadisticas de las variables de crecimiento estan realizadas dentro de cada una de las variables,
considerando todos los tratamientos empleando ANOVA (p<0,001) y prueba de comparacion de medias post hoc de
Tukey (@=0,05). Los porcentajes reportados son referidos al control (C).

masa seca y longitud radicular en
estadios iniciales de desarrollo de
O. sativa var. Cimarron, asi
como el crecimiento vegetativo
en condiciones de secano e inun-
dacién, permaneciendo viables en
estas condiciones.

En la produccion y calidad del
grano de O. sativa, se obtuvieron
rendimientos bajos para secano y
los mayores para una lamina de
agua de 5cm. En los casos con
laminas de agua de 5 y 15cm, las
plantas tratadas con Tirichoderma
presentaron mayores valores de
produccion; asi como una notable
disminucion de la incidencia del
manchado del grano.

Las cepas TV72 y TV190 son
cepas promisorias para el control
de P. grisea por su actividad an-
tagonica extracelular, productora
de compuestos volatiles y per-
meables.

Se recomienda el uso de lami-
na de agua de Scm al realizar
aplicaciones de Trichoderma spp.
en el cultivo de arroz, ya que con
laminas de agua superiores se
podria afectar la actuacion del
hongo.

Se requiere realizar ensayos de
campo a gran escala aplicando
estas cepas de Trichoderma, des-
de la semilla y con reinoculacio-
nes durante el ciclo de cultivo,
para corroborar estos efectos be-
néficos en condiciones de produc-
cion industrial.
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