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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es el alimento bésico para mas de la mitad de la poblacion mundial,
aunque es el mas importante del mundo si se considera la extension de la superficie en la que se
cultiva y la poblacién que depende de su cosecha. EI manchado del grano constituye un factor
limitante en el cultivo de arroz debido a la reduccion que ocasiona tanto en el rendimiento como
en la calidad del grano. El objetivo de este estudio fue determinar el potencial de control de
patdgenos del complejo de manchado del grano en arroz usando productos biologicos. El disefio
metodoldgico utilizado fue un DCA y se determinaron parametros morfométricos, el grado de
antagonismo y porcentaje de inhibicion de Trichoderma sobre los patégenos y a la vez un ensayo
de sensibilidad in vitro con Quitosano sobre Bipolaris sp y Curvularia sp. Para el grado de
antagonismo en Trichoderma spp/Curvularia sp se observo que a las 216 horas y a temperatura
de 25°C el antagonista sobrecrece mas de dos terceras partes de la placa. EI mayor porcentaje
de inhibicion a las 216 horas y a temperatura de 25°C, lo presento el antagonista sobre Bipolaris
sp encontrandose en la totalidad de la placa. Se observé que el mayor efecto de inhibicion del
crecimiento radial se presentd a las 72 y 144 horas en el T3 (0.5 g/l). La menor inhibicion de
crecimiento radial se obtuvo en el tratamiento T4 (0.7 g/l). La aplicacion de las formulaciones
a base de Quitosano en el ensayo de sensibilidad a bajas concentraciones T2 (0.3 m/l) presento
mayor efecto de inhibicion desde las 24 a las 120 horas.

Palabras clave: Inhibicidn, antagonista, concentraciones, envenenamiento, cultivo dual.
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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is the staple food for more than half of the world's population, although
it is the most important in the world if the extension of the surface in which it is cultivated is
considered and the number of people who depend on their harvest. Grain staining is a limiting
factor in rice cultivation due to the reduction it causes in both yield and grain quality. The
objective of this study was to determine the pathogen control potential of the grain staining
complex in rice using biological products. The methodological design used was a DCA.
Morphometric parameters, the degree of antagonism and percentage of inhibition of
Trichoderma on the pathogens were determined, as well as an in vitro sensitivity test with
Chitosan on Bipolaris sp and Curvularia sp. In the confrontation of Curvularia sp / Trichoderma
spp, it was observed that at 216 hours and at a temperature of 25°C, the antagonist overgrows
more than two thirds of the plate. The highest percentage of inhibition at 216 hours and at a
temperature of 25°C was presented by the antagonist on Bipolaris sp, being found in the entire
plate. It was observed that the greatest effect of inhibition of radial growth occurred at 72 and
144 hours in T3 (0.5 g/I). The least inhibition of radial growth was obtained in treatment T4 (0.7
g/l). The application of Chitosan-based formulations in the sensitivity test at low T2
concentrations (0.3 g/l) showed a greater inhibition effect from 24 to 120 hours.

Keywords: Inhibition, antagonist, concentrations, poisoning, dual culture.



I. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L) es el alimento basico para mas de la mitad de la poblacién mundial,
aunque es el mas importante del mundo si se considera la extension de la superficie en la que se
cultiva y la cantidad de gente que depende de su cosecha. A nivel mundial, el arroz ocupa el
segundo lugar después del trigo si se considera el area cosechada, y de acuerdo a su importancia
como cultivo alimenticio, mas del 40% de la poblacion mundial depende del arroz y este
conforma el 80% de su dieta, ademas proporciona el 20% del consumo de calorias per capita en

todo el mundo (Garcia y Maradiaga, 2015).

Centroamérica produce el 0.45% de la produccién mundial de arroz (alrededor de 2.7 millones
de toneladas en el 2005), este nivel ha sido estable desde 1996. Los principales productores son
Costa Rica (27% de la produccion de la region), Nicaragua (29.4%) y Panama (31.0%) (Garcia
y Maradiaga, 2015).

El arroz pertenece a la familia de las Poéaceas cuyo cultivo comenzé en Asia hace 10,000 afios,
siendo la India la regién de siembra especifica debido a la abundancia en arroces silvestres que
presentaba (Ruiz et al ., 2009).

Es una poacea anual, de tallos redondos y huecos compuestos por nudos y entrenudos, hojas de
ld&mina plana unidas al tallo por la vaina y su inflorescencia es en panicula. El tamafio de la

planta varia de 0,4 m hasta mas de 7,0 m (Ruiz et al., 2009).

El manchado del grano constituye un factor limitante en el cultivo de arroz debido a la reduccion
que ocasiona tanto en el rendimiento como en la calidad del grano. Es importante hacer notar
que en muchas areas arroceras se han incrementado en los ultimos afios. Esta comprobado que
las aplicaciones de fungicidas en la etapa de llenado de grano disminuyen la proporcion de

granos manchados hasta en 40% (Pichardo et al ., 2006).

Existen diversidad de hongos que han sido reportados como agentes causales del manchado de
grano entre los que se pueden mencionar: Sarocladium sp, Helminthosporium sp, Curvularia
sp, Alternaria sp, Bipolaris sp, Rhizoctonia sp, Pyricularia sp, Fusarium sp entre otros
(Pichardo et al., 2006).



Parte del manejo de manchado de grano se ha utilizado distintos principios activos, entre ellos
estrobilurinas y triazoles. Para el cultivo de arroz, hasta el momento, estadn registrados
Azoxystrobina para el control del complejo de hongos de manchado de granos, y Kasugamicina,

Mancozeb® y Tiabendazol para “Pyricularia” (Intriago et al., 1991).

En ese sentido se trabaja en la busqueda de productos bioactivos para el control del manchado
del grano, que sean biodegradables, no toxicos para el hombre y animales, tengan elevada
efectividad, bajo costo y no contaminen el ambiente. Diferentes estudios indican que la
Quitosano tiene la potencialidad de inhibir el crecimiento micelial de numerosos hongos

fitopatdgenos y de estimular los mecanismos de defensa de las plantas (Cruz et al ., 2005).

Para el control del manchado de grano se usan métodos como la siembra de variedades
resistentes y la aplicacion de fungicidas quimicos convencionales, pero debido a los efectos
negativos residuales de los productos convencionales, actualmente se investiga en la aplicacion
de Quitosano, que es un producto bioldgico biodegradable y antimicrobiano (Rodriguez et al .,
2015).

Este trabajo busca generar informacion sobre el comportamiento in vitro del producto bioldgico
Quitosano para manejar los patdégenos gque ocasionan el manchado de grano en el cultivo de
arroz. De tal manera que esto sirva de base para futuras investigaciones y a la vez sea una

tecnologia que esté a disposicion de los productores.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar el potencial de control de patogenos del complejo de manchado del grano en

arroz (Oryza sativa L.) usando productos de origen natural.
2.2 Obijetivos especificos

Identificar las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de Bipolaris sp y
Curvularia sp.

Evaluar el efecto de Trichoderma spp sobre de Bipolaris sp y Curvularia sp mediante la
técnica de cultivo dual.

Evaluar el efecto in vitro de cinco dosis de Quitosano comercial sobre Bipolaris sp y

Curvularia sp.



I11. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Complejo del manchado del grano

El complejo del manchado del grano en arroz es una enfermedad ampliamente distribuida en las
regiones productoras de arroz, reportando como agentes causales Alternaria sp, Aspergillus sp,
Bipolaris sp, Cladosporium sp y Curvularia sp, Fusarium sp. Esta enfermedad afecta
componentes del rendimiento al causar vaneamiento y disminucion de la germinacion entre un
26 y 41%; vigor y tamafio de las plantulas; nimero de granos por panicula; peso de los granos
hasta un 40%; llenado de los granos en un 30%. Por otra parte, desmerece la calidad de la
semilla, pues reduce el nimero de granos enteros e incrementa tanto los granos quebradizos en

el proceso de molino como los granos yesosos Yy de coloracion anormal (Rivero et al., 2012).
3.2 Importancia del “complejo del manchado del grano”

Al referirse a la importancia del complejo del manchado de grano se puede decir que:

A partir de 1980 en Brasil y Uruguay hubo un incremento en el problema del
"manchado del grano", el cual ha estado causando grandes pérdidas a los
agricultores, no s6lo mediante la disminucion en los rendimientos sino, en la
calidad del grano. El complejo de manchado del grano en la panoja ha comenzado
a cobrar importancia ya que va aumentando en proporciones cada vez mas
alarmantes en la economia de Argentina ya que este complejo baja los
rendimientos esperados (Sisterna et al ., 1994, p. 3).

3.3 Condiciones de desarrollo del “complejo del manchado del grano”

Las lluvias, alta humedad relativa y temperatura son las condiciones que exponen a la planta
frente a una posible entrada del complejo de manchado en el grano causando vaneamiento y
bajos rendimientos a los productores. Otros factores que posibilitan las condiciones para la

entrada del patdgeno son lesiones por viento, insectos y pajaros (Esparza, 2019).



3.4 Sintomatologia

El manchado del grano se caracteriza por manchas en las glumas que varian desde pequefios
puntos oscuros a extensas areas que pueden alcanzar hasta el 100% de su superficie del grano.
La decoloracion puede profundizar afectando el endospermo y a veces el embrion (Batalla,
2014).

Esta enfermedad impide la germinacion del grano, afecta el aspecto de este, lo que conlleva a la
reduccion de la viabilidad y reduccion de la calidad. Muchos de los granos manchados tienen
aspecto yesoso y se requiebran en el proceso de molienda. EI complejo del manchado del grano
incide de forma negativa sobre componentes del rendimiento al producir alto porcentaje de
vaneo, afectar la germinacion entre el 26 y el 41%, asi como el vigor y tamafio de las plantulas;
disminuye el nimero de granos por panicula y el peso de los granos hasta el 40 %, y el llenado
en el 30 % (Sisterna et al., 1994).

3.5 Incidenciay severidad del manchado del grano

3.5.1 Incidencia

El manchado del grano se ha incrementado en nuestro medio con efectos nocivos sobre la
calidad fisiologica de la semilla, lo cual se atribuye al ataque de varios patdgenos, entre ellos
los hongos, virus, insectos chupadores y acaros. El control de este problema mundial, que no
solo reduce la produccion, sino que desmejora significativamente el valor del grano cosechado
ha sido con la obtencion de variedades resistentes y el uso de fungicidas, lo que no ha sido
suficiente debido a las numerosas colonias patogénicas presentes; la inadecuada fertilizacion y
la falta de un correcto control de insectos que se asocian con su presencia en los arrozales
(Sauhing, 2017).

3.5.2 Severidad

El “complejo del manchado del grano” en arroz, provoca altos porcentajes de vaneo,
disminucion en el poder germinativo de las semillas, plantulas menos vigorosas, disminucion
del nimero de granos por panicula, granos quebradizos, coloraciones anormales y granos
yes0s0s. Ademas, estas afectaciones tienen influencia en las siembras futuras, pues estos hongos

pueden trasmitirse y diseminarse por las semillas hacia otras zonas arroceras (Sauhing, 2017).
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3.6 Tolerancia del arroz al manchado del grano

Este término proviene de latin tolerancia, lo cual quiere decir “cualidad de quien puede soportar

o aguantar”. Refiriéndose a la accion y efecto de tolerar.
De los 10 a 15 dias posteriores a la inoculacion de los patdégenos en las plantas
de arroz, estos causan marchitez y amarillamiento en las hojas, ademas,
manchado de marchitez de la panicula, ademas esta asociado al oscurecimiento
y manchado de los granos recién formados en la panicula estos patdgenos de las
semillas puede causar oscurecimiento del grano, clorosis y manchas en hojas,

entre otros signos (Riveray Gomez, 2012, p. 4).
3.7 Manejo de la enfermedad
3.7.1 Practicas culturales

Mediante el uso de material genético resistente al complejo del manchado del grano, evitando
el uso de semillas contaminadas o de material vegetal infectado, eliminacién de maleza
hospedante del patdgeno, son practicas culturales que ayudan a evitar la presencia y afectaciones

en cultivo de arroz (Cuevas, 2009).
3.7.2 Manejo Bioldgico

La importancia y manejo de enfermedades con control bioldgico ha incrementado al grado que
en la actualidad ha generado un incremento comercial. Sin embargo, la produccion y la
comercializacion de productos biolégicos esta encimada en el fortalecimiento de sistemas de
produccidn sostenibles. Esto ha generado gran demanda de productos bioldgicos ya que las
aplicaciones de pesticidas estan contaminando el medio ambiente y la salud humana (Solis,
2016).

Entre las estrategias seguidas para el control del complejo del manchado del grano en arroz se
encuentran, el control cultural, biolégico y quimico, siendo este Gltimo el mas utilizado en el
mundo, a pesar de ser perjudicial para el hombre y el ambiente. Se ha intensificado la basqueda
de nuevos productos que sean econdmicamente viables y menos agresivos al ambiente. En este
sentido, el Quitosano, es un polimero no toxico y biodegradable, representa una posible

alternativa como agente de control de patdégenos de manchado (Cruz et al., 2005, p. 15).
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Trichoderma spp, es un hongo saprofito que ha sido aislado cominmente del suelo en diferentes
paises del mundo, también se ha encontrado sobre la superficie de las raices de las plantas, sobre
cortezas en descomposicion, en el interior de troncos, y sobre otros hongos. La temperatura
Optima para su crecimiento en agar y produccion de micelio esta entre 20 y 28 °C, aungue crece
bien entre 6 a 32 °C. El contenido minimo de humedad para su crecimiento vegetativo es del
92% y para su esporulacion es de 93 al 95%. La esporulacion asexual ocurre cuando las esporas
de 3-5 p de didmetro son liberadas en un gran nimero. También se forman clamidosporas
intercaladas, de forma individual, aunque a veces dos o mas clamidosporas se pueden fusionar.
Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya accion biorreguladora es
de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar a los que inducen mecanismos de defensa
fisiolégico y bioguimico como es la activacién en la planta de compuestos relacionados con la

resistencia (Induccion de Resistencia) (Infante et al., 2002).

Quitosano (poli-N-Acetil-Glucosamina), es el segundo biopolimero méas abundante en la
naturaleza. Se encuentra en el caparazon de todos los crustaceos (camarones). El Quitosano o
Quitosana es un biopolimero natural que se obtiene de la Quitina por métodos quimicos,
electroquimicos o enzimaticos. Quimicamente es una Poli (D-glucosamina), por ello se
considera un polisacarido Biodegradable. EI tamafio molecular depende de la especie y de la
edad de los individuos dado que se obtienen desde un polimero biosintético (Cruz et al., 2005,
p. 16)

3.7.3 Manejo quimico

Las medidas técnicas de manejo del cultivo del arroz, incluyendo aplicaciones de foliares
sintéticos en las distintas fases fisiologica de la planta y tratamiento quimico a la semilla. Es por
esto que se trabaja en nuevas alternativas de manejo para el manchado del grano por lo que la
principal causa de los dafios por esta enfermedad son las condiciones climaticas y las tecnologias
de siembra. (Rivero et al., 2009).

Para reducir la incidencia del “manchado del grano” o factores de riesgo cualquier medida que
sea efectiva es una buena toma de decision y en caso que favorezcan las condiciones climaticas
se han ensayado investigaciones con aplicaciones de funguicidas como dithiocarbamato, Metil-

2-benzimidazol para combatir patdgenos causante de esta enfermedad (Esparza, 2019).



3.8 Mejoramiento genético del arroz

El mejoramiento genético pretende dar una mejor respuesta a las necesidades de los pequefios,

medianos y grandes productores por lo que los dafios y bajos rendimientos se debe al ataque por

patdgenos. Esto obliga a mejorar, variedades o lineas que tengan adaptacion a la sequia, exceso

de calor o de frio y a la humedad ambiental ya que esto es fundamental para el desarrollo de

patdgenos e insectos plagas (Martinez et al., 1998).

3.9 Experiencias investigativas

Refiriéndose a las experiencias obtenidas en las diferentes investigaciones se puede observar

que:

Se evalu6 nuevas lineas promisorias de arroz en condiciones bajo riego durante
la época lluviosa en la zona de Santa Lucia Ecuador y el tratamiento que obtuvo
mayor rendimiento de arroz paddy fue el T6=Ar-ITAV-06 con un rendimiento
de 7221,99 kg/hal. Reportando menor porcentaje de granos manchados
(Mendoza, 2014, p. 51).

Segun Torres (2016) “Se determind que el mejor control de manchado de grano
fue con las dosis aplicadas en el tratamiento Mancozeb® + oxicloruro de cobre,

aunque su rendimiento no fue el mejor comparado con el testigo” (p. 55).

Galarza en el 2015, “Evalu¢ cuatro fungicidas para el control de manchado de
grano. Con tratamiento Mancozeb®, con una dosis de 300 cc/ha®, presentd menor
presencia de granos vanos y manchados. El tratamiento testigo, no presento

diferencias con respecto a los otros tratamientos” (p. 28).

El Quitosano Sigma tuvo especificidad en la actividad inhibitoria sobre el
crecimiento y esporulacion de los hongos patogenos del grano de arroz y se
alcanzé la méaxima inhibicion (100 %) del crecimiento y la esporulacion de los

hongos a la concentracion de 1000 mg/L (Rivero et al., 2009, p. 7).



Los mejores resultados fueron alcanzados a las concentraciones de 750 y 1000
mgl?, las cuales inhibieron completamente la germinacion de los conidios del
hongo. Mientras que en los tratamientos de menores concentraciones de Q-63
(300 y 500 mg.L™?), el porcentaje de germinacion fue de 18 y 16 %
respectivamente, lo cual demuestra las potencialidades del preparado sobre la
germinacién conidial del hongo Sarocladium oryzae (Cruz et al., 2005, p. 5).



IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacién del estudio

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia vegetal de la Universidad Nacional
Agraria ubicada en el kildbmetro 12 Y2 de la carretera norte en el departamento de Managua. En

el periodo comprendido de octubre del 2021 a mayo del 2022.

Se tomd en cuenta la Cooperativa Mario Davila S.A, que comprende un area total de 113 ha
las cuales estan dedicadas exclusivamente a la produccién de arroz durante dos ciclos en el afio
en sistema de monocultivo. Esta finca estad ubicada a 116 km de la capital Managua, en el
municipio de San Isidro departamento de Matagalpa dentro de las coordenadas 12° 54' 24" Norte
y 86° 09' 37" Oeste, a una altitud de 460 msnm.

A partir de recorridos que se realizaron en las areas antes mencionadas se identificaron plantas
con sintomas de manchado de grano a nivel de la panicula se tomd unas muestras posteriormente

se depositaron en bolsas plasticas transparentes para su traslado al laboratorio.
4.2 Disefio metodolégico

El estudio se realizé en condiciones de laboratorio, bajo un disefio completamente al aza (DCA),
con seis tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento para un total de 30 unidades

experimentales. Cada unidad experimental estara representada por un plato de Petri.

Para la observacion de caracteristicas morfoldgicas, grado de antagonismo, porcentaje de
inhibicidn y sensibilidad in vitro se utiliz6 el medio de cultivo PDA, a razén de 39 g por 1000
ml de agua destilada y 20 ml del medio por placa Petri. Los niveles para cada tratamiento

estuvieron conformados por cinco dosis (Cuadro 2).

Para el aislamiento de los patdgenos se trabajé una muestra de 400 granos de arroz con sintomas
aparente de manchado de grano. Se utilizo la técnica de Camara hiumeda y siembra en medio de
cultivo PDA (Agrios, 2020). La cepa de Trichoderma spp —T306 fue suministrada por el
laboratorio de Microbiologia Vegetal de la Universidad Nacional Agraria.
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4.3 Caracteristicas morfolégicas

A partir de aislados puros de Bipolaris sp y Curvularia sp se determinaron pardmetros morfo
métricos es decir caracteristicas microscopicas y macroscopicas. Para la medicion de las
caracteristicas microscopicas se utilizd un microscopio 6ptico en lente de 40X y con ayuda de
un micrometro objetivo y un ocular se calibré el microscopio para posteriormente medir el
tamafio y observar la forma de los conidios ademas el tipo de hifas presente. Estas mediciones
se realizaron para cada uno de los aislados sometido a los tratamientos y se observaron cuatro
campos por lamina. Posteriormente se obtuvo el promedio de longitud, ancho de hifas y
conidios. Las caracteristicas microscopicas se identificaron con ayuda de la clave ilustrada de
hongos imperfectos de Barnett & Hunter (1998).

Para las caracteristicas macroscopicas se realizaron observaciones de color, forma, elevacion y

textura del micelio de los hongos patogenos.
4.4 Evaluacién del grado de antagonismo de Trichoderma spp sobre los patégenos

Se realizd una prueba de antagonismo con los patogenos pertenecientes al complejo de
manchado de grano (Bipolaris sp y Curvularia sp) utilizando Trichoderma spp como hongo

antagonista y el medio general Papa Dextrosa Agar (PDA).

Las pruebas de enfrentamiento se realizaron empleando la técnica de cultivo dual en platos Petri,
que contenian 20 ml de medios de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), mas &cido lactico al 25
%. Se coloco en un extremo del plato un disco de 8 mm con micelio de los patdgeno Bipolaris
sp y Curvularia sp y en el otro extremo un disco de 8 mm con micelio del hongo antagonista

m Patdgeno
O (

Trichoderma sp. (Figura 1).

Antagonist

Figura 1. Esquema de enfrentamiento patdgeno vs antagonista
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Los testigos consistian en platos Petri con disco de los patgenos aislados y el antagonista,
incubados a temperatura de 25°C. Las lecturas se realizaron cada 24 horas y se comparan con

la escala de porcentaje de inhibicion de crecimiento radial propuesta por (Bell et al., 1982).

Cuadro 1. Escala de cinco clases utilizada para medir el grado de antagonismo (control
bioldgico) ejercido por los aislados de Trichoderma sp sobre los patégenos de manchado de
grano (Bipolaris sp, Curvularia sp).

Clase Descripcion
1 El antagonista crece completamente sobre la colonia del patégeno y
cubre toda la superficie del medio de cultivo.
2 El antagonista cubre al menos las dos terceras partes de la superficie
del medio de cultivo.
3 El antagonista y el patogeno cubren aproximadamente la mitad de la

superficie del medio de cultivo.

El patégeno cubre al menos dos terceras parte del medio de cultivo
limitando el crecimiento del antagonista.

El Patdgeno crece sobre la colonia del antagonista y cubre toda la
superficie del medio de cultivo

Se consider6 a Trichoderma como altamente antagonista si el valor promedio de una
comparacion determinada era < 2 y no era considerado altamente antagonista si el valor

promedio era >3 (Bell etal., 1982).
4.5 Porcentaje de antagonismo de Trichoderma spp sobre Bipolaris sp y Curvularia sp

Las evaluaciones del antagonismo de Trichoderma spp sobre crecimiento radial de Bipolaris sp
y Curvularia sp se realizaron manualmente con una regla milimetrada, cada 24 h por 7 dias y
se compararon con el crecimiento del antagonista, con el objetivo de calcular el porcentaje de

inhibicidn del antagonista sobre los hongos a enfrentar mediante la siguiente formula:

(%) =[(Tc —Tt) /Tc] x 100
Donde:

Tc = Radio promedio de la colonia control.
Tt = Radio de la colonia en medio con el antagonista.
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4.6 Ensayo de sensibilidad in vitro de Quitosano sobre Bipolaris sp y Curvularia sp

Se utilizaron cinco dosis de Quitosano (formulado) y se prepararon alicuotas de 100 ml de
medios de PDA y a cada una se le agrego de forma independiente soluciones de trabajo 0.1 g,
0.39,0.59,0.7gy1 g, aunaconcentracion del 90 %. La medicion de las dosis es decir el peso

en gramos del producto se realizé utilizando una balanza analitica.

Posteriormente se colocd en el centro del plato un disco del hongo patégeno con tamafio de 8
mm obtenido a partir de aislados previamente purificadas y se incub0 a una temperatura de 25

°C, durante siete dias para lograr su crecimiento y esporulacion.

Las evaluaciones de inhibicion de crecimiento radial se realizaron manualmente con una regla
milimetrada, cada 24 h por 7 dias y se compararon con el crecimiento del hongo en el medio
control (sin Quitosano), con el objetivo de calcular el crecimiento radial y el porcentaje de

inhibicion sobre la colonia mediante la siguiente formula
(%) = [(Tc -Tt) /Tc] x 100

Donde:

Tc = Radio promedio de la colonia control.
Tt = Radio de la colonia en medio con Quitosano.

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos en la técnica de envenenamiento

Tratamiento Tipo de producto Dosis
T1 Quitosano 0.149/l
T2 Quitosano 0.3 g/l
T3 Quitosano 0.549/l
T4 Quitosano 0.7 g/l
T5 Quitosano 1 g/l
T6 Control o Testigo 0

13



4.7 Variables evaluadas

- Caracteristicas morfoldgicas de los aislados Bipolaris sp y Curvularia sp.
- Efecto de Trichoderma spp sobre Bipolaris sp y Curvularia sp mediante la técnica de
cultivo dual.

- Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.
4.8 Anélisis de datos

Todas las variables y sus componentes se organizaron en una hoja de calculo del software Excel
version 19.0. Las variables pardmetros morfométricos de los aislados, cultivo dual y porcentaje
de inhibicion de crecimiento radial se analizaron de forma descriptiva y se expresaron mediante

figuras.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Caracteristica morfologica de los aislados de Bipolaris sp y Curvularia sp

5.1.1 Bipolaris sp

En este estudio se observaron hifas septadas de coloracion café claro, conidioforos simples color
café oscuro con una longitud de 65 um, de cinco a nueve conidias en los apices, las cuales eran
alargadas, rectas, compuesta por al menos de cuatro septos en promedio y con una longitud de
21 pm y un ancho de 10 um, micelio algodonoso tiene una coloracién marrén oscuro, con un

borde de la colonia blanco que cambia de color a medida que va esporulando y creciendo.

Figura 2. Conidios libres de Bipolaris sp vistos a 40 X (A), Hifas septadas de Bipolaris sp (B)

Segun Villalobos (2021), los conidi6foros son individuales o en grupos rectos o flexibles
algunas veces geniculados, café palido a café olivaceo, brillantes en el apice, septados, mas de
600 um de longitud y de 4 a 8 micras de ancho. Los conidios son fusoides o clavados, algunas
veces casi cilindricos, generalmente curvados, de color café brillante a café dorado, de 6 a 14

septos y de 63-153 *14-22 um, en medio de cultivo son de color gris a oliva o blanco (p.3).
5.1.2 Curvularia sp

Curvularia sp presento hifas septadas de coloracion café- marron, con una longitud promedio
de 140 pm, conididforos cortos con un promedio de 10 a mas conidias las cuales tienen forma
globosa ligeramente curvadas, en algunos casos teniendo apariencia de boomerang, las conidias
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tienen un promedio de tres septos de los cuales uno de estos es notoriamente méas grande, y se
encuentra ubicado en el centro de la misma con un largo promedio de 22 pum y un ancho de 12
pum. Es una colonia algodonosa, inicialmente de coloracién blanca tornandose de una coloracion

marron oscuro, conformacion de anillos concéntrico a medida que va desarrollando.

Figura 3. Conidios libres de Curvularia sp vistos a 40 X (A), Hifas septadas de Curvularia sp (B).

A nivel microscopico, Curvularia sp desarrolla hifas vegetativas tabicadas, ramificadas,
subhialinas a pardas, lisas a asperuladas, con un tamafio aproximado de 1.5 a 5 um de ancho.
Conidioforos (39-430 um de largo, 4-9 um de ancho en la base y 2.5-6 pm de ancho hacia el
centro) septados, simples o ramificados, a menudo con una base bulbosa y geniculados o
doblados en el pice, de color marron claro a oscuro, con paredes celulares mas gruesas que las
de las hifas vegetativas (Villalobos, 2018. p.2).

El estudio de las caracteristicas macroscopicas de los hongos Bipolaris sp y Curvularia sp en el
presente estudio resulta de mucha relevancia puesto que a través de esto se puede realizar
comparaciones de la forma, elevacion, textura y color del micelio, de esta manera tener certeza
si se esta trabajando con el patdgeno deseado. Y los patégenos reportados en el complejo de
manchado de grano. Encontrando similitud de crecimiento respecto a las caracteristicas
macroscopicas de los hongos, sin embargo, a nivel microscépico difiere de lo que reporta las
literaturas de Villalobos.
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5.2 Evaluacién del grado de antagonismo de Trichoderma spp sobre los patégenos

En el enfrentamiento de Bipolaris sp con Trichoderma sp a las 216 horas y a temperatura de
25°C, se observo gue el antagonista crece completamente sobre el patdégeno y cubre toda la
superficie del medio de cultivo, ubicandolo segun la escala propuesta por Bell et al. (1982) en
clase 1. para el caso del enfrentamiento de Curvularia sp frente a Trichoderma spp se observo
que a las 216 horas y a temperatura de 25°C, el antagonista cubre al menos las dos terceras
partes de la superficie del medio de cultivo, ubicandolo segun la escala de Bell et al. (1982) en
clase 2. La cepa de Trichoderma spp T306 se considera altamente antagonista por presentar
valores promedios < 2, se hubiera considerado no altamente antagonista si los valores promedios
hubieran resultado ser > 3 (Figura 3).

Figura 4. Enfrentamiento de antagonismo in vitro de Trichoderma sp frente a Bipolaris sp a las
216 horas (A), antagonismo in vitro de Trichoderma y Curvularia sp a las 216 horas (B).

Segun Fernandez y Suarez (2009), Acosta et al. (2021) y Rodriguez et al. (2016), resaltan que
la capacidad antagonica de Trichoderma spp sobre los patdégenos enfrentados se determiné a
través de la escala propuesta por Bell et al. (1982), lo que destaca que la competencia por
nutrientes y espacio es un factor importante para su desarrollo considerandolo altamente

antagonista en sus respectivas clases.
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5.3 Porcentaje de antagonismo de Trichoderma spp sobre los patégenos

El porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp versus los patdgenos del manchado de grano en
arroz a las 216 horas y a una de temperatura de 25 °C mostré ser un factor limitante de
competencia por espacio y nutrientes. El enfrentamiento in vitro de Trichoderma sp frente
Bipolaris sp y Curvularia sp resulto ser igual con 56.9 y 57 % respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp sobre Bipolaris sp y Curvularia sp

Segln Acosta, Azania y Azania (2021) y Andrade et al. (2019) demostraron que los aislados
de Trichoderma spp, mostraron un crecimiento mas rapido que los patogenos el antagonismo
present6 una inhibicion mayor al 50% y se encontr6 que el hongo mostré capacidad inhibitoria
entre 58 y 68%.
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5.4 Porcentaje de inhibicién de Quitosano sobre Bipolaris sp

Se observo que el mayor efecto de inhibicion del crecimiento radial se presenté a las 72 y 144
horas en el T3 (0.5 g/l). La menor inhibicién de crecimiento radial se obtuvo en el tratamiento
T4 (0.7 g/l). Los porcentajes de inhibicion después de las 120 horas presentaron poca variacion
lo cual se puede atribuir a la degradacion o desnaturalizacion de la molécula de Quitosano en el

medio de cultivo (Figura 6).
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Figura 6. Inhibicion de Quitosano comercial sobre Bipolaris sp.

Estudios realizado por Echevarria et al. (2012), basada en la actividad anti fungica de Quitosano
determinaron que el Quitosano en bajas concentraciones no causa un efecto letal, en el

crecimiento micelial de los hongos.

5.5 Porcentaje de inhibicién de Quitosano sobre Curvularia sp
De manera general, se puede observar que el Quitosano en altas concentraciones no causa

ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento radial de Curvularia sp resultado que no coincide

con otros autores, no comportandose de la misma forma.

La aplicacion de las formulaciones a base de Quitosano en bajas concentraciones T2 (0.3 g/l)
presentd mayor efecto de inhibicion desde las 24 hasta las 96 horas, teniendo en cuenta que
después de las 96 horas presenta poca variacion de porcentaje de inhibicidn, lo cual se puede
atribuir a la degradacion o desnaturalizacién de la molécula de Quitosano en el medio de cultivo
(Figura 7).
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Figura 7. Inhibicién de Quitosano comercial sobre Curvularia sp.

Segln Rivero et al. (2009) Afirman que la accién de Quitosano sobre el hongo, C. lunata en la
velocidad de crecimiento radial, tuvo efecto fungistatico alcanzando la méaxima inhibicion (100
%) del crecimiento y la esporulacion de los hongos a una concentracién de 1 g/l. Datos que no
coinciden con esta investigacion puesto que el mayor porcentaje de inhibicion lo alcanz6 la
dosis 0.3 g/l hasta las 96 horas, seguido de 0.5g/l hasta las 48 horas. Ademas quitosano resulta
ser menos efectivo sobre el control de Curvularia sp debido a su pronta degradacion de su
molécula en medio de cultivo artificial a eso debe el comportamiento negativo que se observa

en la figura 7.
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V1. CONCLUSIONES

Los productos en estudio a nivel in vitro resultaron se promisorios ya que Trichoderma y

Quitosano muestra algn grado de inhibicion sobre los patogenos.

Las caracteristicas macroscopicas de Bipolaris sp y Curvularia sp coinciden con las reportadas

en la literatura, pero a nivel microscopico difiere de lo que reporta Villalobos.

En las pruebas de cultivo dual se consider6 que Trichoderma sp es altamente antagonista
colocandolo en las clases 1y 2, el porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp sobre Bipolaris

sp fue de 56.9% y 57% para el caso de Curvularia sp.

Las dosis 0.3 g/l y 0.5 g/l de Quitosano comercial resultd ser la mejor ya que inhibi6 el

crecimiento radial de Bipolaris sp y Curvularia sp.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Ampliar investigaciones con Quitosano y Trichoderma sp en plantaciones de arroz

establecidas a campo abierto para conocer el efecto del producto sobre los diferentes
agentes causales del manchado de grano.

e Realizar aplicaciones de Quitosano comercial con intervalos de cinco dias a razon de 0.3
0 0.5 g por litro de agua.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Paniculas de arroz con grano manchado

das con granos de arroz manchado
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Anexo 3. Cultivos puros de Bipolaris sp y Trichoderma spp

Anexo 4. Prueba de antagonismo de Trichoderma spp vs Bipolaris sp y Trichoderma spp vs
Curvularia sp
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Anexo 6. Hoja de recoleccion para datos
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