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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en La Estacion Experimental Litoral Sur *Dr.
Enrique Ampuero” del Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Apropecuarias
(INIAP), €] trabajo consistio en recolectar muestras de suelo en 5 haciendas arroceras
del Recinto La Mecha del Canton Vinces, donde se presentaron sintomas de enfermedad
ocasionados por patogenos de suelo. El procedimiento de muestreo empleado fue el
sugerido por Pruett (1995), se muestred 5 m alrededor de las plantas con sintomas
de enfermedades. Se tomaron 10 muestras por hacienda. Los objetivos de esta
investigacion fueron: 1) Identificar la presencia del hongo Trichoderma para el control
de patogenos del suelo v 2) Probar hongos aislados para el control del hongo Polymyxa
graminis. De acuerdo a los resultados obtenidos se identifico en las muestras de
suelo recolectadas a los hongos Trichoderma, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium expansum, Penicillum chrysogenum y Penicillium purpurogenum. De los
medios de cultivos empleados para el aislamiento de los hongos el gue presento la
mejor esporulacion y un crecimiento acelerado en las colonias fue el de Soya Dextrosa
Agar (SDA) acidificado con acido lactico para evitar la contaminacion con bacterias,
en relacion a la evaluacion de la presencia del virus de la necrosis ravada del arroz se
tomaron en cuenta los sintomas caracteristicos siendo mas sensible al retorcimiento
de las plantas la variedad INIAP 415 (2.98) seguido de INIAP 14 (2.63) e INIAP 12 (2.40)
v ¢l menor promedio lo presentd Fedearroz 30 (0.34), las variedades INIAP 7 e INIAP
11 no presentaron afectacion al virus, presentando estadisticas significativas entre los
tratamientos.

Palabras Claves: Microorganismos, Medios de Cultivos, Trichoderma
Esporulacion, Hongo antagonico.

ABSTRACT

This research was conducted in the South Coast Experimental Station *Dr.
Enrique Ampuero “the Independent National Agricultural Research Institute (INLAP),
the work consisted of collecting soil samples on 5 rice haciendas Campus The Mecha
Vinces Canton, where symptoms of disease caused by soil pathogens were presented.
The sampling procedure employved was that suggested by Pruett (1995) was sampled
5 m around the plants with disease symptoms. 10 samples per farm were taken. The
ohjectives of this research were to: 1) identify the presence of the fungus Trichoderma
to control soil pathogens and 2) Try to control fungi isolated from the fungus Polymyxa
graminis. According to the results obtained were identified in the soil samples collected
to the Trichoderma, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium expansum,
Penicilliium chrysogenum and Penicillium purpurogenum fungi. Culture media
employed for the isolation of fungi which presented the best sporulation and colony
growth accelerated Sov was Dextrose Agar (SDA) acidified with lactic acid to prevent
contamination with bacteria, in relation to assessment the presence of the virus of
striped rice necrosis were considered characteristic symptoms being more sensitive to
the twisting of the INLAP 415 plants (2.98) followed by variety INIAP 14 (2.63) and INLAP
12 (2.40) and the lowest average introduced him Fedearroz 50 (0.54), the INIAP 7 e
INIAP 11 varieties showed no impairment of the virus, showing statistically significant
between treatments.

Keywords: Microorganismos, Medios de Cultivos, Trichoderma Esporulacion,
Hongo antagonico.
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INTRODUCCION

El Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias, INIAP,
a traves del Programa de Arroz v el
Departamento Nacional de Proteccion
vVegetal Area Fitopatologia de la Estacion
Experimental Boliche, en los ultimos
trabajos de investigacion, identificaron
que las enfermedades mas comunes
en el cultive de arroz son Piricularia
iPvricularia grisea Sacc), Manchado
del Grano, asociados a un complejo de
hongos v bacterias ( Helminthosporium,
Sarocladium, Alternaria, Fusarium,
Rhynchosporium, Pseudomonas
glumae, P. fuscovaginae, P. siringae
pv. oryzicola), Pudricion de la Vaina
{Rhizoctonia solani), v la Pudricion del

Tallo (Sclerotium orvyvzae), v Polymyxa
graminis hongo de suelo transmisor
del virus la necrosis rayvada del arroz o
entorchamiento (INIAP, 2004).

Las enfermedades de las
plantas causadas por microorganismos
lipados al suelo, particularmente
hongos, son dificiles de controlar,
por ello los productores conciente o
inconcientemente, han usado estrategias
que contemplan wuna variedad de
métodos. Las demandas de la sociedad
por la seguridad alimentaria y calidad de
los productos agricolas han puesto una
fuerte presion sobre los productores
(Ovarzum, 2004).

OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar e identificar la micobiota presente en suelos arroceros en la zona

de Vinces.

MATERIALES Y METODOS

Fase de Campo

En el Canton Vinces se recolectaron
muestras de suelo en 5 haciendas
Arroceras donde 5 presentaron
sintomas de enfermedad ocasionados
por patogenos de suelo. Estas muestras
de suelo fueron recogidas en vasos de
pumaflex de 1 litro de capacidad con
tapa con la respectiva identificacion
del propietario, localidad, nombre de la
hacienda, hectareas sembradas, fecha de

24

recoleccion v se llevaron al laboratorio
en ¢l mes de agosto del ano 2006. El
procedimiento de muestreo empleado
fue el sugerido por Pruett (1993), que
consiste en instalar las direcciones
muestréales en el area en forma de
doble Zigzag en 5 m alrededor de las
plantas con sintomas de enfermedades.
La seleccion de los puntos muestreados
fue aleatoria. Se tomaron 10 muestras
por hacienda.
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Tabla N° 1: Nombre de las haciendas muestreadas. Canton Vinces 2006.

Nombre de la Nombre del Variedad
hacienda Propietario Sembrada
El Paraiso Sra. Julia Burgos INIAP 11
La Florencia Sr. Héctor Luna Filipino
La Aurora Sr. Arturo Luna Filipino
Elenita Sr. Juan Arboleda INIAP 11
Nina Sr. Valentin Mifio INIAP 12

Fuente: Matriz de resultados tabulados

Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

Fase de Laboratorio

El trabajo de laboratorio se efectud
en la Seccion de Fitopatologia de la
Estacion Experimental Litoral Sur
“Dr. Enrigue Ampuero” del Instituto
Nacional Autonomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP). En esta
investigacion se utilizd un Disefo
Completamente al Azar (DCA) v cinco
unidades experimentales (caja petri).

Se seleccionaron 100 gramos de suelo
de cada muestra v se los paso por un
tamiz para quitarle todas las impurezas.
Luego se tomo un gramo de suelo para
procesarlo por el método de dilucion. Se
coloco un gramo de suelo en recipientes
elenmeyver de 100 ml con 10 ml de agua
destilada estéril, se lo llevd aun agitador
mecanico por 5 minutos. Posteriormente,
se¢ tomaron alicuotas de las muestras
con pipetas, se sembro en la superficie,
esparciendo cinco gotas por cada caja
petri que contenian medios de cultivo
de Agar- Arroz (AA), Papa Dextrosa Agar
(PDA), Sova Dextrosa Agar (SDA), Agar
Rosa Martin v Agar Avena. A los medios
de cultive se les adiciont acido lactico
para evitar el crecimiento de bacterias.

Alos 5 dias de haber realizado la siembra
en los diferentes medios de cultivo se
seleccionaron las colonias de los hongos
presentes en cada repeticion. Estas
colonias fueron transferidas a cajas petri
que contenian los medios de cultivo
mencionados anteriormente. Despueés
de 5 dias de haber sido transferidas
las colonias se realizo la identificacion
de los géneros mediante el uso del
microscopio v las claves micologicas de
Ainswaorth, Sparrow and Susman (197 3);
Barnett (1976); Gilman, (1963); Kubicek v
Harman, 1998); Poinar y Thomas (1954).
Luego de la identificacion de las colonias
fiungicas, se reactivo las colonias en los
diferentes medios de cultivo dejandolas
que cubran completamente las cajas
petri.

Para determinar el crecimiento, se tomao
con un sacabocado de 5 mmuna seccion
de micelio v se inoculd en medio de
cultivo a base de Sova Dextrosa Agar,
cada 24 horas se midio el crecimiento
hasta que se lleno la caja petri. Una
vez realizada la identificacion se puso
a crecer en las cajas petri con medio de
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cultivo a base de Sova Dextrosa Agar  entre si. Las cajas Petri se colocaron a 25
acidificado un disco de 5 mm de *C en incubadora, las observaciones se
diametro del patogeno v un disco de 5 realizaron durante 15 dias, después de
min de diametro aislamientos de hongos la siembra.

benéficos o antagonicos separados 5 cm

RESULTADOS

Organismos Identificados

Se realizo la identificacion de las colonias de hongos presentes en las diferentes
haciendas a los cinco dias luego de efectuada la siembra.

En la Tabla 2 se aprecia que las colonias de hongos que se presentaron en el medio
de cultivo a base de Sova Dextrosa Agar fueron Trichoderma, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium expansum, Penicillum chrysogenum, v Penicillum
PUFPUFOGENTI.

Tabla N 2: Organismos identificados en medio de cultivo a base de Sova Dextrosa
Agpar. Boliche 2006.

O HONGOS IDENTIFICADOS
Trchoderma Amﬂmﬁm Aspergillus  Peniciliuim Penicillium Penicillitm
niger EXpaNsSUM  chiySogenum  purpurogentm
El Paraiso 44a [l.4 bc 06 b 1.8ns 00 b 0.0 b
La Florencia 28a 0.0 c 1.2 b 0.2 00 b 00 b
La Aurora J6a J2a 10 b 2.0 00 b 00 b
Elenita 04 b 12 b 26a 0.0 06a 00 b
Mina Jéa 1.0 bc 08 b 14 00 b 14a
CV.% 39.00 37.04 39.93 79.01 35.71 32.99

Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

En la Tabla 3 se observa las colonias de hongos que se presentaron en el medio
de cultivo a base de Papa Dextrosa Agar fueron Trichoderma, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium expansum, Penicillum purpurogenum y Penicillum
notatum.
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Tabla N° 3: Organismos identificados en medio de cultivo a base de Soyva Dextrosa
Agar. Boliche 2006.

HONGOS IDENTIFICADOS

Hacienda n

favus miger EXDANSUM  PUNDUMDGENLIT notatum
El Paralso 4.0 ab 1.2 bec 02 b 00b 0.4 ns 04ns
La Florencia 5.2a 1.0 bc 02 b 0.0 b 0.0 0.0
La Aurora 28 bc 3.2a 06 b 0.0 b 0.0 0.0
Elenita 10 ¢ 24ab 22a 00 b 0.0 0.0
Mina 32 b 06 c 06 b 1.6a 0.0 0.0
CV.% 33.52 45.70 37.69 35.1M 2268 37.04

L Las rifras de las filas con la (s) misma (s) letra (s) son estadisticamente iguales segiin Duncan
p=0.05 ns = no significativo
Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

En la Tabla 4 se observa las colonias de hongos que se presentaron en €] medio de
cultivo a base de Apgar Rosa de Bengala fueron Trichoderma, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium expansum, Penicillum crhysogenum y Penicillum
notatum.

Tabla N° 4: Organismos identificados en medio de cultivo a base de Sova Dextrosa
Agar. Boliche 2006.

HONGOS IDENTIFICADOS

HACIENDA - - - _ p

Trchoderma  Aspergilius  Aspergiffus  Penicilim Penicillium Penicillium
El Paraiso 00 b 1.4 ns 04 b 16 b 0.4 ns 04 b
La Florencia 00 b 232 08 b 6.0 a 0.0 00 b
La Aurora 22a 3.2 10 b 08 Db 0.0 00 Db
Elenita 00 b 2.8 44 a 0.0 b 0.0 00 b
Mina 00 b 1.6 04 b 00 b 0.0 26a
C.V.% 67.33 33.56 36.21 7274 37.04 40.41

L Las cifras de las filas con la (s) misma (s) letra (s) son estadisticamente iguales segiin Duncan
p=0.05 ns = no significativo

Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

En relacion a los medios de cultivos a base de Agar Avena vy Agar Arroz, no hubo
la presencia de ninguna colonia de hongo.

=0
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Mediciones De Colonias De Hongos

Para la realizacion de la medicion
de cada uno de los aislamientos
individuales se hizo mediciones cada
24 horas para establecer el ritmo de
crecimiento de cada colonia. Durante
mucho tiempo se ha determinado que
la presencia del hongo Trichoderma
avuda a las diferentes plantaciones
a mejorar las condiciones de suelo,
debido posiblemente a que agrupa
diversas especies de las cuales tienen
mas afinidad por grupos de especies
de hongos fitopatogenos, de igual
forma, tiene rangos de temperaturas
v de condiciones de suelo diversas.

Cuando el hongo antagonico se
encuentra en un medio favorable
puede actuar de forma rapida v eficaz,
en casos donde las condiciones no
son las optimas, Trichoderma spp.
requiere un periodo de adaptacion
para mostrar su potencial como
controlador (Adams, 1990; Durman;
Menendez v Godeas, 1999). El ritmo
de crecimiento de Trichederma en un
periodo de 7 dias cubrié totalmente
la caja petri (Tabla 5). Se aprecia gue
en la primera evaluacion la hacienda
Elenita presentd el mavor crecimiento
con 9.2 mm.

Tabla N' 5: Mediciones de las colonias de Trichoderma (mm) en medio de cultivo
SDA. Boliche 20006.

TRICHODERMA

mm 1ar. 2da 3ar 4 o 3-8 Gitm T ma.

Ewaluacisn Evaluachan Evailusckan Evaluscian Evaluscian Ewaluackin Evaluacian
El Paraliso 6.0 ns 140 b 2688 b J64 b 596 b 76.6 ns 87.8ab
La Florencia 6.4 142 b 276 b 406 b 596 b 734 874 b
La Aurora 8.8 18.4ab 29.4ab 410 b 67.8a 76.2 935.0 ab
Elenita 9.2 19.0a 34.4a 49.6a 63.0ab 78.0 89.0 ab
Mina 6.6 16.0ab 34.4a 49.8a G63.6ab 7.4 89.8a
CV. % 29.91 18.28 13.72 1217 6.77 5.53 1.81

1= Las cifras de las filas con la (5) misma (s) letra (s) son estadisticamente iguales segiin Duncan
p=0.05 ns = no significativo

Fuente: Matriz de resultados tabulados

Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

Mediciones De Las Colonias De Hongos Confrontadas E Intensidad De
Antagonismo

En relacion a las colonias de Trichoderma confrontada con la de Aspergillus
flavus se demostro que en su capacidad competitiva invadio 4 de la colonia,
presentando el valor mas alto en la hacienda Nina (1,8) con una capacidad de
antagonismo intermedia yva que, inhibié menos del 253% de la colonia del hongo

patogeno (Grafico 1).
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Grafico N° 1: Trichederma vs. Hongos patogenos identificados. Boliche 2006.
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Fuente: Matriz de resultados tabulados
Flabhorado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

MULTIPLICACION DE TRICHODERMA

Produccion de conidios

En la primera evaluacion realizada para determinar la esporulacion de Trichederma

sp. a los & dias, se observo que la mayor tendencia lo presento la hacienda La Aurora
con 3.4x107 (Grafico 2).

Grafico N° 2: Produccion de conidios (conidios ml') de Trichoderma sp. en medio de
cultivo de SDA. Boliche 2006.
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Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin
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Control de calidad Trichoderma sp

En el Grafico 3 se presenta que el porcentaje de germinacion de Trichoderma en las
observaciones realizadas fue muy variable en todas las haciendas. Sin embargo, en la
segunda semana, la hacienda El Paraiso presentd el porcentaje de germinacion mas
alto con un promedio de 46.25 conidios germinados.

Grafico N° 3: Porcentaje de Germinacion (conidios ml-1) de Trichoderma sp. en
medio de cultivo de SDA. Boliche 2006.
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Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

Uso de Trichoderma sp en condiciones de invernadero

En relacion a la evaluacion de la presencia del virus de la necrosis rayada del arroz se
tomaron en cuenta los sintomas caracteristicos siendo mas sensible al retorcimiento
de las plantas la variedad INIAP 415 (2.98) seguido de INIAP 14 (2.63) e INIAP 12
(2.40) v el menor promedio lo presentd Fedearroz 50 (0.54), las variedades INIAP 7 e
INIAP 11 no presentaron afectacion al virus, presentando estadisticas significativas
entre los tratamientos (Tabla G).
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Tabla N 6: Evaluacion de plantas en suelo infectado con Polymyxa graminis.
Boliche 2006.

Retorcimiento y
Variedad Retorcimiento 2yadoe rayado Muerte
Clorético

INIAP 7 0.00 d 0.00 b 000 ¢ 0.00 ns
INIAP 11 0.00 d 0.00 b 000 ¢ 0.00
INIAP 12 240 b 1.02 a 153 b 0.51
INIAP 14 2.63 ab 0.00 b 210 a 0.00
INIAP 415 2.98 a 1.19a 238a 0.00
FEDEARROZ 50 054 ¢ 0.00 b 000 ¢ 0.00
C.V. % 2511 B6.11 7.58 8.33

1 Las cifras de las filas con la (s) misma (s) letra (s) son estadisticamente iguales segiun Duncan
p= 0.05 ns = no significativo

Fuente: Matriz de resultados tabulados
Elaborado por: Lara Obando Esmeralda Jazmin

En cuanto al ravado clorotico se lo observo en la variedades INIAP 415 presentando
un promedio de 1.19 e INIAP 12 con 1.02; siendo estadisticamente diferente a los
demas tratamientos.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo investigativo se exponen
las conclusiones:

acidificado con acido lactico para
evitar la contaminacion con bacterias.

Los organismos identificados en las
muestras de suelo recolectadas para
este estudio del recinto de La Mecha
fueron Trichoderma, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Penicilliuum
expansum, Penicillum chrysogenum
v Penicillium purpurogenum.

En cuanto a la capacidad competitiva
¢l hongo antagonico Trichoderma
spp presentd el mayor efecto
en contra del hongo Penicillium
notatum donde invadio mas de la
mitad de la colonia e inhibio mas del
25% del crecimiento. Con los demas

El medio de cultive apto para el
crecimiento de los honpos donde se

presento la mejor esporulacion v un
crecimiento acelerado en las colonias
fue el de Sova Dextrosa Agar (SDA)

hongos identificados la capacidad
competitiva fue de 4 de invasion de
la colonias de los hongos.
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La evaluacion de la presencia del
virus de la necrosis ravada del arroz
(RSMV) revelo gque la variedad mas
susceptible al atague fue INIAP 415
(3.00) seguido de INIAP 14 (2.60)
e INIAP 12 (2.00) v el de menor
Fedearroz 30 (0.50); mientras que las
variedades que presentaron mayor
tolerancia fueron se identificaron a
INIAP 7 e INIAP 11 al no observase
sintomas de retorcimiento, ravado
clorotico o muerte de las mismas.

El hongo Trichederma ejerce un
efecto favorable al ser aplicado al
suelo para el control de Polymyxa,
va que es capaz de inhibir la accion
de este patogeno al disminuir
considerablemente los sintomas en
las plantas.

RECOMENDACIONES

Al momento de realizar aplicaciones
de Trichoderma sppesrecomendable
hacerlas en forma inundativas al
suelo, este método permite que este
se¢ establezca una relacion con el
patogeno.

Considero que se debe proseguir
con  esta investigacion en otras
zonas productoras de arroz donde
s¢ hapan cultivos con variedades
susceptibles, debido a gue los
sintomas de retorcimiento (rayvado
clorotico) v muerte se observan en
otras gramineas como es ¢l caso del
maiz v malezas gue contaminarian
suelos a diversificar con arroz.

Al realizar aplicaciones de cepas
de Trichoderma  obtenidas v
multiplicadas a nivel de laboratorio,
eéstas se deben de efectuar al
mes de inoculadas las fundas de
multiplicacion, para que las cepas
estén en el nivel maximo de control,
esporulacion v germinacion, que
contengan a lo menos 1010 conidias
de Trichoderma por gramo de
materia seca de formulacion, con el
fin de utilizar entre 1 a 10 kilos de
producto por hectarea tratada.
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