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RESUMEN

El añublo de la vaina del arroz (Orysa saliva L.), cuyo
agente causal es Rhizoctonia solani Kuhn, es una de las
enfermedades más importantes en el cultivo del arroz
en Colombia. En los cultivos de arroz con frecuencia
se aplica glifosato ((ácido N-(fosfonometil) glicina) para
controlar las malezas, particularmente el arroz rojo (O.
saliva), antes de la siembra del arroz. Observaciones de
campo anteriores parecían indicar relación entre el uso
intensivo del glifosato y el incremento en la incidencia
del añublo de la vaina del arroz. Por tanto, se propuso el
presente trabajo con el fin de dilucidar los posibles efec-
tos del glifosato sobre R. solani y Trichoderma sp., cono-
cido éste como antagonista de R. solani. Se determinó,
bajo condiciones de laboratorio, el efecto del glifosato
en el crecimiento, en medio líquido y sólido PDA, de R.
solani y de Trichoderma. Se encontró que la dosis más
alta de glifosato sin efecto detrimental sobre R. solani,
fue de 300 mg/L y la dosis más baja del herbicida que
causó la mayor inhibición del crecimiento del hongo fue
de 2500 mg/L. Por otra parte, no se encontró que el gli-
fosato estimulara el crecimiento de R. solani. En teoría,
en una aplicación comercial de glifosato de 1,5 Kg ia/ha
y asperjando directamente al suelo sin vegetación, el gli-
fosato en el suelo estaría a una concentración de 0,75
mg/Kg de suelo (suponiendo que la capa arable de una
hectárea de suelo pesa 2.000.000 de Kg); por tanto, la
concentración de glifosato después de una aplicación
comercial, está muy por debajo de la concentración a la
cual se inicia la reducción del crecimiento de R. solani.
Por su parte, la respuesta de Trichoderma al glifosato fue
similar a la de R. solani; además, se encontró que el gli-
fosato no afecta la capacidad antagonista de Trichoderma
sobre R. sotaní. Estos resultados no apoyan la hipótesis
que el glifosato, bajo las condiciones de uso en cultivos
de arroz para el control de las malezas, estuviera afec-
tando el crecimiento de R. solani o de su antagonista
Trichoderma. Una posible relación entre el uso intensivo
del herbicida y la incidencia del añublo de la vaina del
arroz, debería investigarse en términos de supervivencia
y germinación de esclerocios del patógeno.

Palabras claves: epidemiología, herbicidas, hongos
fitopatógenos.

ABSTRACT

Rhizoctonia solani Kuhn is the causal agent ofthe sheath
blight of rice (Orysa saliva L.), one of the most important
rice diseases in Colombia. G1yphosate (N-phosphonome-
thyl glicine acid) is sprayed in rice fields as a preplant
herbicide, specially aimed at red rice (O. saliva). Preli-
minary field observations in Tolima, Colombia sugges-
ted a relationship between intensive use of glyphosate
and sheath blight incidence. Thus, the present study was
undertaken to shed light on the effect of glyphosate on R.
solani and Thrichoderma sp., a.putative antagonist, under
laboratory conditions. The effect of the herbicide was
assessed on the growth ofR. solani in summerged culture
and solid media and of Thrichoderma on solid media.
R. sotaní withstood up to 300 mg L-! without expressing
reduction in growth,

Increasing concentrations of the herbicide caused
growth reduction, and the detrimental effect reached a
plateau at 2500 mg L-!. Rhizoctonia growth was not
enhanced ~t any herbicide concentration. The expected
concentr<l:tlOnof glyphosate in the soil after spraying at
commercial dosages would be O, 75 mg Kg', which is
well below the observed in vitro threshold. The response
of Thr~choderma was similar to that of R. sotaní. Glypho-
sate did not affect the antagonistic ability of Thricho-
d~rma against R. solani. These results do not support the
view that glyphosate, as an herbicide treatment in rice
field, may affect in any way the population densities of R.
sotaní or its antagonist Thrichoderma sp. Therefore, the
postulated connection between intensive herbicide use
and increased sheath blight incidence is not substantia-
ted on m~celial growth alone. This relationship should be
explored 111 terms of sclerotial survival and germination.

Key words: epidemiology, herbicides, fungal plant patho-
gens.
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INTRODUCCION

El añublo de la vaina, cuyo agente causal es Rhizoctonia
solani Kuhn, grupo de anastomosis AG 1 (Silva,
1996) (estado perfecto Thanatephorus cucumeris Frank
(Donk)), es una de las enfermedades más importantes en
el cultivo .de arroz en Colombia, ya que ataca las plantas
en cualquier estado de desarrollo y reduce drásticamente
los rendimientos y la calidad en molinería (Schreiber y
Hemández, 1992). En los cultivos de arroz en Colombia,
con frecuencia se aplica glifosato para controlar las male-
zas emergidas antes de la siembra del arroz. En los últi-
mos años, se ha observado alguna relación entre el uso
intensivo del glifosato y el incremento en la incidencia
del añublo de la vaina del arroz.

Los conceptos y los registros de interacciones entre
herbicidas, microorganismos y enfermedades de plantas,
así como la protección o predisposición de cultivos a
las enfermedades observadas después del uso de herbi-
cidas han sido ampliamente revisadas por varios autores
(Lévesque y Rahe, 1992, entre otros). De acuerdo con
Lévesque y Rahe (1992), los herbicidas pueden alterar
el ecosistema del suelo, debido al efecto directo sobre
varios componentes de la microflora, como patógenos de
plantas, antagonistas o micorrizas, efectos que pueden
resultar en incremento o reducción de la incidencia de
enfermedades en plantas. Sin embargo, las revisiones de
Fletcher en 1960 y Bollen en 1961 (citados por Rodri-
guez-Kabana et al., 1966), revelaron que casi todos los
herbicidas desarrollados antes de 1961, han tenido poco
efecto sobre microorganismos del suelo.

Rodriguez-Kabana et al. (1966) determinaron el efecto
de atrazina, diuron, EPTC y paraquat, representantes de
diferentes grupos químicos de herbicidas, sobre el cre-
cimiento de R. solani en cultivo líquido. En los trata-
mientos de atrazina y paraquat, el hongo presentó un
retraso de 8 a 10 días, el cual atribuyeron los autores a un
período de adaptación del hongo, seguido de crecimiento
acelerado; este retraso no se observó en el testigo.

Se ha encontrado que la densidad de Fusarium spp. en
suelos tratados con el herbicida atrazina fue menor que
en suelos tratados con simazina, pero la atrazina estimu-
laba el crecimiento de Trichoderma sp, conocido hongo
antagonista de Fusarium. Por su parte, herbicidas feni-
lúreas redujeron las poblaciones de Fusarium spp. en
suelos cultivados con soya, pero no en suelos cultivados
con maíz (Rodriguez-Kabana et al. 1966).

Lévesque et al. (1987) estudiaron el efecto del glifo-
sato sobre varias malezas colonizadas por Fusarium spp.
y observaron que el uso de este herbicida para el control
de malezas incrementaba la densidad de propágulos de
Fusarium en el suelo. Los autores se basaron en las
siguientes razones que les permitieron llegar a dicha con-
clusión. (1) In vitro, glifosato inhibía el crecimiento de
muchos patógenos incluyendo Fusarium; (2) Cuando se
incorporó glifosato en los diferentes tipos de suelos, no
tuvo efecto significativo sobre el número total de micro-

or~~nismos, emis!ó~ de CO2 o N; (3). La movilidad de
glifosato es muy limitada en el suelo, y además, una frac-
ción muy pequeña del producto aplicado es exudado por
las raíces de las malezas tratadas. Cuando se aplica gli-
fosato a la dosis estándar bajo condiciones de campo, es
dificil que inhiba más a los antagonistas o competidores
de Fusarium que al mismo Fusarium; (4) El incremento
de Fusarium se observó en sitios con condiciones dife-
rentes; (5) Después de la aplicación de glifosato se incre-
mentó la proporción de plantas colonizadas por Fusarium
en la mayoría de las malezas estudiadas. Como todas
las plantas murieron, las especies de Fusarium probable-
mente explotaron su ventaja como colonizadoras pione-
ras para construir su propia densidad de inóculo.

Lévesque y Rahe (1992) observaron que la coloni-
zación de las raíces de plántulas de fríjol y trigo por
Pythium spp. tuvo un incremento 24 horas después de
la aplicación de glifosato. Por su parte, Johal y Rahe
(1984), demostraron claramente que la muerte de plan-
tas de fríjol tratadas con glifosato se debió a la colo-
nización de raíces, principalmente por Pythium spp. y
Fusarium spp. Lévesque y Rahe (1992), aceptaron que el
daño inducido a la planta por el herbicida, puede predis-
ponerla a la infección por patógenos facultativos.

En un ensayo realizado bajo condiciones de laborato-
rio, se evaluaron los herbicidas glifosato, paraquat, met-
sulfuron-metil, picloran, 2-4 D sal-ami na, oxidazon y
butaclor, solos y en mezcla, con el fin de conocer el
efecto de estos productos sobre la viabilidad de los escle-
rocios de R. solani; se encontró que todos los productos
estimulaban la germinación de los esclerocios, excepto la
mezcla paraquat + butaclor (Guzmán y Nieto, 1992).

Black et al. (1996), evaluaron el efecto de acifluorfen,
alaclor, glufosinato, glifosato, paraquat y pendimetalina,
en el crecimiento micelial y la producción de esclerocios
en medio de cultivo de R. solani AG-I lA YIB, obtenidos
de soya. Todos estos herbicidas redujeron el tamaño de la
colonia de R. solani. Las reducciones de crecimiento para
AG-IB fueron más grandes que para AG-lA, en presencia
de pendimetalina, alaclor y acifluorfen, pero glufosinato
redujo el crecimiento de AG-lA más que el de AG-IB.
Glifosato redujo el tamaño de la colonia en los aislamien-
tos AG-I A y AG-l B en un 11 y 23 % respectivamente. La
producción de esclerocios en los dos grupos de anasto-
mosis se suprimió con paraquat, se redujo notoriamente
con glufosinato y fue menos afectado con los demás her-
bicidas evaluados.

El presente trabajo tuvo como objetivos, determinar
bajo condiciones de laboratorio: (1) El efecto del glifo-
sato en el crecimiento de R. solani y de Trichoderma sp.,
conocido antagonista de R. solani; (2) Establecer la con-
centración del herbicida a la cual se inicia reducción en
el crecimiento de R. solani (dosis umbral), y la concen-
tración que causa la máxima inhibición en el crecimiento
del hongo (dosis de estabilización); (3) Determinar la
persistencia de efectos detrimentales causados por gli-
fosato en subcultivos sucesivos de R. solani provenien-
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tes de cultivos tratados con el herbicida, en términos de
crecimiento y patogenicidad del hon.go; y (4) Ev~luar el
efecto del herbicida sobre la capacidad antagonista de
Trichoderma.

MATE RIALE S
Y METODOS

La investigación se realizó en. los .laborato~ios de la
Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional, sede
Bogotá entre 1997 y 1999.

Obtención de aislamientos de Rhizoctonia.

Se colectaron de plantas de arroz de la variedad Ory~ica
1 de 110 días de edad afectadas por el añublo de la vama,
en un lote comercial localizado en la vereda "El Cairo",
municipio de Purificación, Tolima, Colom?ia. En e~te
cultivo se había aplicado glifosato a la dosis comercial
para el control de malezas.

Para aislar Rhizoctonia se cortaron trozos de 4 cm
de hojas afectadas de plantas de arroz, y se col~caron
adheridos con cinta transparente, en la tapa de cajas de
petri con medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar), las c~ale~
se incubaron a 270 C. El micelio desarrollado se punfico
en el mismo medio.

Determinación del número de núcleos.

Los aislamientos de Rhizoctonia se cultivaron en cajas
de petri con una capa delgada (aproximada!llente 7 m~
por caja) de agar-agua al 2%. A los dos días de crecí-
miento y con la ayuda de un sacabocado, se cortaron
discos de 1cm de diámetro de las márgenes de las colo-
nias los cuales se fijaron, durante 10 minutos, en ~na
mezcla 3: 1 de etanol del 95%:ácido acético glacial,
seguido de las siguientes trans~erencias: Etanol. del 95%
(15 minutos ), Acetona ( 20 mmutos ), y 15 mmutos en
cada solución de Etanol del 95%, Etanol del 70%, Etanol
del 50% Etanol del 25% y Agua destilada. Luego se
hidrolizaron los discos sumergidos en una solución de
HCl IN por 8 minutos en incubadora a 60 oc. Después
de la hidrólisis, los discos se lavaron con agua destIl~da
mediante tres cambios de 5 minutos cada uno. Postenor-
mente se colocaron, durante 5 minutos, en una mezcla
1:1 de buffer fosfato pH 6,8: agua destilada, y luego otros
por 10 minutos en el mismo buffer. Este buffer se pre-
paró como una mezcla 1:1 de NaHP0

4
(2,8 gil 000 mL

de agua destiladaj.Kl-l, P04 (2,4 gil 000 mL de agua des-
tilada).

Para la tinción del micelio, los discos se sumergieron
durante 2 horas en una solución colorante de Giemsa (15
mL de buffer fosfato con 1 mL de solución stock colo-
rante). La solución stock de tinción se prepar~ mezclando
3 8 g de Giemsa en polvo, con 250 mL de ghcenna pura
y' 250 mL de alcohol metílico absoluto. D~spués de l~
tinción los discos se colocaron en agua destilada, de 2 a
5 minu'tos, para finalmente dejarlos .en el buffer fosfato
durante 1 á 3 horas, tiempo determmado por chequeos

periódicos de diferenciación de núcleos en el I?ic~?sco-
pio, con un aumento de 100X. Este proceso de tmcion, es
el indicado por Herr (1979) y el Commonwealth Myco-
logical Institute (CMI, 1968).

Obtención de aislamientos de Trichoderma.

El procedimiento para aisla¡: T:~choderma, hon~os .anta-
gonistas de R. solani, consistió en prepara~ diluciones
seriadas de suelo procedente del lote comefC1al donde se
tomaron las muestras de material vegetal (1 g de suelo
en 10 mL de agua hasta obtener una dilución 10-4), >: se
colocaron 9 gotas de cada dilución por caja de petn e.n
agar acuoso (agar 2%: extracto de m.al!a 2%: estr~pto.r~ll-
cina 1 giL (Rifai, 1969), c~n 3 repetICIone.spor dilución.
De los aislamientos obtenidos, se seleccionaron cuatro
con las características de Trichoderma sp. los cuales se
llamaron arbitrariamente Al, A2, A3 YA4.

Efecto del glifosato sobre el crecimiento de R.
so/ani, en medio líquido y sólido.

Se efectuaron varias pruebas con el fin de evaluar el
efecto de concentraciones variables de glifosato, desde
muy altas a muy bajas, sobre el crecimiento de R. solani.

Determinación del efecto del herbicida a concentra-
ciones entre 1 y 100.000 mg/L en medio líquido y
sólido. Se evaluó el efecto de siete concentraciones de
glifosato (Glifosol SL®, 480 g i.a. IL): O, 1, 1.0,_l 00,
1.000, 10.000 Y 100.000 mg/L), sob~e el crecIm~ent?
de R. solani en medio liquido. El ghfosato se diluyó
en medio líquido esterilizado de peptOI.la:dextr~sa: fos-
fato ácido de potasio: sulfato de magnesio pentahidratado
(10: 15:0,50:0,25 giL), utilizando _frascos erle~n:eyers de
500 ce con 200 mL de medio líquido y 3 repeticiones por
tratamiento, en un diseño completamente al azar.

En cada frasco con 200 mL de la mezcla de glifosato
en medio líquido, se depositó un disco de cultiv? ~e R.
solani de 1 cm de diámetro de cinco días de crecirruento
en PDA, y los frascos se dejaron en. agitación du~ante
cinco días a 28°C y 60 RPM en un agitador de ambiente
controlad~ marca Lab-Line. Después de cinco días, se
recuperó el crecimiento micelial filtrando el contenido
de cada frasco, a través de papel filtro Whatman No. 1
colocado sobre un filtro microporo Wheaton No. 40/35,
mediante la acción de una bomba de vacío marca Buchi
modelo B-169. Se realizaron dos lavados con agua desti-
lada con el fin de extraer residuos de medio. El micelio
se pesó cuando se interrumpió la caída de líquido a través
del papel filtro.

Con el objeto de conocer el efecto del glifosato sobre
el tiempo que se requiere para que R. solani fo~e escl~-
rocios en medio líquido, se realizaron observacIOne~ ~aJo
concentraciones entre O y 100.000 mg/L del herbicida.
Los frascos se dejaron en observación hasta la aparición
de esclerocios.

También se realizó una prueba de dosis de respuesta de
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R. solani a las mismas concentraciones de glifosato antes
indicadas, pero en medio sólido PDA en cajas de petri.
Se colocó en el centro de cada caja de petri un disco de
medio más micelio de 1 cm de diámetro, obtenido de un
cultivo de 5 días del hongo en medio sólido. Se tomó
la medida del diámetro de la colonia a las 24, 48 Y 72
horas.

Determinación del efecto del herbicida a concentra-
ciones entre 100 y 1.000 mg/L en medio líquido. Con el
fin de determinar la concentración más alta del herbicida
sin que cause efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
hongo, se evaluaron seis concentraciones de glifosato: O,
100, 300, 600, 900 Y 1.000 mg/L, en erlenmeyers con
200 mL de medio líquido. Se colocaron discos de cul-
tivo de R. solani de 1 cm de diámetro, obtenidos de colo-
nias de cinco días de crecimiento en PDA, y se dejaron
en agitación durante cinco días a 28 C y 60 RPM, en el
mismo agitador mencionado anteriormente. Después de
la extracción del líquido con la ayuda de la bomba de
vacío, se pesó el micelio.

Determinación del efecto del herbicida a concentra-
ciones entre 100 y 10.000 mg/L en medio líquido.
Esta prueba tenía como objetivo determinar la dosis más
baja del herbicida que causa la mayor inhibición del cre-
cimiento del hongo. Se prepararon soluciones de glifo-
sato a concentraciones de O, 1.000, 2.500, 5.000, 7.500
Y 10.000 mg/L, en frascos erlenmeyers, con 200 ml
de medio líquido. Los frascos se dejaron en agitación
durante cinco días, y se pesó el micelio siguiendo el pro-
cedimiento antes descrito.

Determinación del efecto del herbicida a concentra-
ciones entre 0,0001 y 1,0 mg/L en medio líquido. En
teoría, en una aplicación comercial de glifosato de 1,5
Kg ialha y asperjando directamente al suelo sin vegeta-
ción, el glifosato en el suelo estaría a una concentración
de 0,75 mg/Kg de suelo en la capa arable (20 cm superio-
res) de una hectárea de terreno, suponiendo que la capa
arable de una hectárea de suelo pese 2.000.000 de Kg.
Para examinar el posible efecto deletéreo o estimulante
de glifosato sobre el crecimiento de R. solani a concen-
traciones inferiores a 1 mg/L, que podrían ocurrir en el
suelo bajo aplicaciones comerciales del herbicida, se eva-
luaron concentraciones del compuesto de O, 10-4, 10-3,
10-2, 10-1 Y 1 mg/L, en frascos erlenmeyers con medio
líquido. Al igual que en las pruebas anteriores, se pesó el
micelio a los cinco días.

En todos los ensayos se utilizó un diseño completa-
mente al azar con tres repeticiones. La variable de res-
puesta fue el peso del micelio del hongo. Se efectuó
análisis de varianza por separado para cada experimento.

Una vez se constató que las varianzas de los experi-
mentos con R. solani en medio líquido eran homogéneas,
se combinaron los datos de estos experimentos. Poste-
riormente, se ajustó un modelo exponencial para el cre-
cimiento en peso, respecto al logaritmo de la dosis de
glifosato.

Evaluación de la persistencia del efecto de glifosato
sobre R. solani. Para examinar la persistencia del efecto
del glifosato en el micelio, se colocaron en cajas de
petri con PDA, trozos del micelio recuperado del medio
líquido proveniente de los tratamientos con glifosato a
concentraciones de 1, 10 y 100 mg/L. Se midió el diáme-
tro de la colonia a las 24, 48, 72 y 96 horas. Del micelio
obtenido en estas cajas con PDA, el cual se denominó
arbitrariamente Ciclo 1, se tomaron discos de 1 cm de
diámetro, se colocaron en cajas de petri con PDA y se
registró nuevamente el diámetro de la colonia a las 24,
48, 72 y 96 horas, fase que se denominó Ciclo 2. Los
datos fueron sometidos a análisis de varianza para cada
subcultivo por separado, denominados Ciclo 1 y Ciclo 2.
Se consideraron como factores, la dosis de glifosato y el
tiempo de evaluación.

Efecto del glifosato sobre el crecimiento de Tri-
choderma sp.

Se preparó medio de cultivo agar-malta con glifosato en
concentraciones de O, 1, 10, 100, 1.000, 10.000 Y 100.000
mg/L, y se sirvió en cajas de Petri. En el centro de la caja
se colocó un disco de 1 cm de diámetro de cada uno de
los cuatro aislamientos de Trichoderma sp. de 10 días
de crecimiento en medio agar-malta; se tuvieron 4 repe-
ticiones por tratamiento. Se tomaron medidas del diáme-
tro de la colonia a las 24, 48 Y 72 horas, y los datos se
sometieron a análisis de regresión. Treinta días después
de someter los aislamientos de Trichoderma al herbicida,
se efectuó una segunda lectura del diámetro de la colonia
y se observó la esporulación.

Efecto del glifosato sobre la capacidad antago-
nista de Trichoderma.

Para examinar el comportamiento del antagonismo de
Trichoderma sobre R. solani bajo el efecto de diferentes
concentraciones de glifosato, se emplearon las técnicas
de aislamientos enfrentados y del papel celofán.

Prueba de aislamientos enfrentados. Se tomaron discos
de 1 cm' de diámetro de aislamientos de R. solani con
cinco días de crecimiento en PDA, y se colocaron en
cajas de petri con medio PDA con el herbicida, a una dis-
tancia de 4,5 cm de un disco de 1 cm de diámetro obte-
nido de cultivos de cada uno de los cuatro aislamientos
de Trichoderma, Al, A2, A3 Y A4. Las concentraciones
de glifosato fueron de 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10,
1 Y O mg/L, con cuatro repeticiones por tratamiento. Se
midió el diámetro de las colonias de R. so/ani y Tricho-
derma, a las 24, 48 Y 72 horas. Los datos de esta prueba
se sometieron a análisis de varianza y regresión.

Con base en los resultados del aislamiento A3 de Tri-
choderma, se calculó un índice de crecimiento relativo,
dividiendo el valor del diámetro de la colonia de R. solani
entre el valor del diámetro de la colonia de Trichoderma
sp.

Prueba con papel celofán. En cajas de petri con medio
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POA y glifosato, se colocó un disco de papel celofán de 9
cm de diámetro, previamente humedecido con agua des-
tilada estéril. Un día después, al lograr completa adhe-
sión del papel con el medio y evaporación del agua del
papel celofán, se colocó un disco de 1 cm de diámetro de
cada uno de los cultivos de Trichoderma con 10 días de
crecimiento en POA. El papel celofán se retiró 10 días
después, cuando se logró obtener abundante crecimiento
de micelio y esporulación del hongo.

Enseguida, se colocó en el centro de la caja un disco de
1 cm de diámetro de un cultivo de cinco días de R. solani
en POA. Se consideraron concentraciones del herbicida
de 1.000, 100, 10, 1YO mg/L, con 4 repeticiones por tra-
tamiento; concentraciones de 100.000 Y 10.000 mg/L no
se incluyeron en este caso, pues en la experiencia anterior
se observó inhibición completa del crecimiento de ambos
hongos a estas concentraciones de glifosato. Se tomaron
medidas del diámetro de las colonias a las 24, 48 Y 72
horas.

RESULTADOS

Aislamiento de Rhizoctonia.

En el aislamiento obtenido se observó ramificación cer-
cana al septo distal en las hifas vegetativas, constricción
de la ramificación y doliporo presente en el septo, carac-
terísticas que corresponden a la señalada para el género
Rhizoctonia, según Parmeter et al. (1969), Sherwood
(1969) y Ogoshi (1987).

Determinación del número de núcleos. La tinción de
núcleos con Giemsa, permitió constatar la condición de
multinucleado (6 a 8 núcleos), lo cual permite aseverar
que corresponde a un aislamiento de R. sotaní (Herr,

1979).

Aislamiento de Trichoderma.

En todas las diluciones de suelo, se obtuvo elcrecimiento
de colonias con micelio compuesto de hifas hialinas, sep-
tado, muy ramificado, conidióforos altamente ramifica-
dos, con anillos concéntricos en las zonas de producción
de conidias, identificadas por la clave de Rifai (1969)
como Trichoderma sp. en casi en todos los sitios de la
caja, donde se colocó la gota de suspensión.

Respuesta de R. so/allí a concentraciones varia-
bles de glifosato en medio líquido.

Los análisis de varianza detectaron diferencias signi-
ficativas del peso del micelio de R. solani debidas a la
dosis de glifosato, excepto en las dosis bajas entre O y 1
mg/L, en las cuales las diferencias no fueron significati-
vas. Se ajustó una curva de respuesta considerando todas
las pruebas que se realizaron con los diferentes rangos
de dosis del herbicida (Figura 1). El intervalo de concen-
tración de glifosato estuvo entre 100 Y2.500 mg/L, pues
dosis mayores causaron inhibición total del crecimiento
del hongo (Figura 1). Los pesos de 0,2 g en la prueba con
rango de O a 100.000 mg/L y de 0,1 g en la prueba con
rango de O a 10.000, correspondieron al peso del disco
de medio con micelio, colocado inicialmente como inó-
culo (Cuadro 1). En el tratamiento de 1.000 mg/L del
herbicida, el crecimiento se redujo entre el 84 y el 65 %
respecto al testigo. En los tratamientos con dosis de 300
mg/L o inferiores el crecimiento del hongo no fue inhi-
bido, si se compara con el testigo sin tratar. Se registró
completa inhibición del crecimiento de las colonias del
hongo cultivado en medio líquido, a partir de 2.500 mg/L
del herbicida (Cuadro 1, Figura 1).

Cuadro l. Respuesta de R. solani a dosis variables de glifosato creciendo en medio líquido, medida como el peso (g) del micelio a los 5 días.

Rango
de concentración

m /L

Peso de micelio
+ medio PDA (g)

Concentración
de glifosato (rng/L)

0-100.000

0- 10.000

0- 1.000

0-1,0

o
I
10
100

1.000
10.000
100.000

O
1.000
2.500
5.000
7.500
10.000

O
100
300
600
900
1.000

O
0,0001
0,001
0,01
0,1
1,0

1.83
1,70
1.70
1.76
0.30
0,20
0.20
1,23
0.43
0,10
0,10
0,10
0,10
5,30
5,00
5,40
3,50
1,50
1.30
1,26
1.13
1.23
1,40
1,20
1,16
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Figura l. Respuesta de R. solani a concentraciones variables de glifosato, creciendo en medio líquido. La curva de respuesta de peso de micelio
(y) respecto a dosis de glifosato (x), se ajustó al modelo: Y = e ·8.456270 + 3,385788 In x - 0.337275 (In X)2; R2 = 0,96.

Así, se puede decir que la dosis más baja del herbicida
que causó máxima inhibición del crecimiento del hongo,
estuvo alrededor de 2.500 mg/L del herbicida, y la con-
centración de cerca de 300 mg/L, sería la dosis más alta
sin efecto sobre el crecimiento de R. solani. En cuanto
al aspecto de la masa micelial, cinco días después del tra-
tamiento y antes de la extracción, se observó un creci-
miento más redondeado y de textura aparentemente más
suave en los tratamientos de 1.000, 900 Y 600 mg/L,
comparados con 300, 100 Y Omg/L, bajo los cuales no
hubo efecto del herbicida sobre el crecimiento del hongo.
En la prueba con concentraciones bajas, entre Oy l mg/L,
no hubo diferencias entre estos tratamientos en el creci-
miento de las colonias (Cuadro 1), lo cual podría explicar
el desarrollo de la enfermedad en presencia de concentra-
ciones muy bajas del herbicida, que corresponden a las
concentraciones del herbicida en el suelo esperadas des-
pués de una aplicación comercial.

Formación de escIerocios de R. solani en medio
líquido.

Después de 36 días, se registró formación normal de
esclerosios bajo tratamientos de glifosato en dosis de Oa
100 mg/L. A partir de 1.000 mg/L no se formaron estas
estructuras.

Respuesta de R. solani a concentraciones varia-
bles de glifosato en medio sólido.

Se realizó análisis de varianza considerando como facto-
res la concentración del herbicida y el tiempo de expo-
sición. El análisis de varianza indicó que el glifosato
afecta el diámetro de las colonias del hongo. Para los tres

momentos de observaciones, el análisis de regresión fue
significativo para las 24 y 48 horas. La curva de respuesta
se ajustó a un modelo cuadrático semi logarítmico de tipo
y = a + b (1n X)2 donde y es el crecimiento en diámetro
de la colonia, y x es la concentración de glifosato, a un
tiempo determinado de exposición al compuesto (Figura
2). El crecimiento de las colonias de R. solani, mostraron
completa inhibición del crecimiento a concentraciones
superiores a 10.000 mg/L (Figura 2), resultados similares
a los obtenidos en medio líquido (Cuadro 1).

A las 24 y 48 horas, las colonias de R. solani a concen-
tración de 100 Y 1000 ppm de glifosato tenían un diáme-
tro inferior a las del testigo sin tratar, pero a las 72 horas
todos los tratamientos fueron similares (Figura 2).

Evaluación de la persistencia del efecto del glifo-
sato sobre R. solani.

En los dos ciclos, el análisis de varianza indicó efecto
significativo de la concentración del herbicida, del tiempo
de evaluación y de la interacción de estos dos factores;
se analiza la interacción (Figura 3). En los dos ciclos, el
tamaño de las colonias del hongo que provenían de trata-
mientos con glifosato a 100 mg/L, fue reducido durante
las primeras 72 horas, si se compara con los tratamientos
entre Oy 10 mg/L del herbicida.

Sin embargo, este efecto desapareció a las 96 horas de
incubación, y el crecimiento de las colonias bajo cual-
quier dosis del herbicida fue igual al testigo sin tratar. Por
otra parte, el diámetro de las colonias hasta las 48 horas
después de la incubación, en el Ciclo 2 en todas las dosis
fue entre 2 y 3 cm menor respecto al Ciclo 1 (Figura 3).
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Figura 2. Respuesta de R. solani a concentraciones variables de glifosato, creciendo en medio sólido PDA, 24, 48 Y 72 horas después del
tratamiento; se expresa como diámetro de la colonia (cm) del hongo, que se ajustó a los modelos especificados en las gráficas. La respuesta a
las 72 horas no fue significativa.
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Figura 3. Diámetro de colonias de R. solani creciendo en PDA, a partir de micelio recuperado que había sido expuesto directamente a dosis
variables de glifosato en medio líquido, en dos ciclos, (a) Ciclo l y (b) Ciclo 2). En la gráfica se especifica los modelos que se ajustaron en cada
caso.

Efecto de glifosato sobre el crecimiento de
Trichoderma sp.

De acuerdo con el ANOVA, en los cuatro aislamientos de
Trichoderma se detectó efecto significativo de dosis del
herbicida, del momento de evaluación y de la interacción
de estos dos factores. Bajo el efecto de 10.000 mg/L de
glifosato, todos los aislamientos de Trichoderma tuvie-
ron solamente un leve crecimiento de sus colonias, y
completa inhibición a 100.000 mg/L Por tanto, se ajustó
un modelo cuadrático semilogarítmico entre O y 10.000
mg/L del herbicida, para expresar el crecimiento de la
colonia en función de la dosis de glifosato (Figura 4 y
Cuadro 2). Los modelos propuestos se presentan en el
Cuadro 2. Las colonias de Trichoderma sometidas a dosis
inferiores a 100 mg/L tuvieron un crecimiento similar al
testigo a las 24, 48 Y 72 horas, pero a partir de 1.000
mg/L del herbicida se inicia inhibición del crecimiento
en diámetro de las colonias del hongo. Hubo diferencias

entre los aislamientos; esto es, a las 72 horas los aisla-
mientos Al yA2 alcanzaron un diámetro de 9,0 cm mien-
tras los aislamientos A3 y A4 crecieron hasta 6,5 cm.

Los aislamientos A3 y A4 tuvieron menor crecimiento
que los aislamientos Al y A2 (Figura 4). En cuanto a
la esporulación, también se observaron diferencias por
la presencia de círculos concéntricos en los aislamientos
A3 y A4. Los círculos concéntricos no se formaron en
las colonias sometidas a los tratamientos de 10.000 y
100.000 mg/L de glifosato. Treinta días después del tra-
tamiento con el herbicida, fue notable el efecto inhibi-
torio del compuesto a una concentración tan alta como
de 100.000 mg/L, sobre el diámetro de las colonias y la
producción de esporas en los cuatro aislamientos; así, el
diámetro de las colonias fue de 1,0 cm. Bajo concentra-
ciones de 10.000 mg/L e inferiores, el diámetro de las
colonias y la esporulación fue similar al testigo sin tratar
(los datos presentados no muestran estas observaciones).
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Cuadro 2. Modelos de crecimiento en diámetro de las colonias de cuatro aislamientos de Trichoderma bajo el efecto de glifosato, incubadas en
PDA durante 24, 48 Y 72 horas.

Aislamiento
Al

Tiempo de Incubación (horas) Modelo* R'
24 Y = 3,105 - 0,0251. (In x)' 0,805
48 Y = 7,782 - 0,0824. (In x)' 0,922
72 Y = 9,686 - 0,1019. (In x)' 0,938

24 Y = 2,939 - 0,0218. (In x) 2 0,820
48 Y = 7,334 - 0,0701. (In x)' 0,905
72 Y = 9,640 - 0,0916. (In x) 2 0,945

24 Y = 1,525 - 0,0063. (In x) 2 0,546
48 Y = 4,629 - 0,0410. (In x)' 0,863
72 Y = 7,043 - 0,0664. (In x)' 0,911

24 Y = 1,430 - 0,0053. (In X)2 0,477
48 Y = 4,637 - 0,0412. (In x)' 0,873
72 ,

Y = 6,900 - 0,0646. (In x) 0,914

A2

A3

A4

*Todos los parámetros fueron significativamente diferentes de cero según la prueba de t al 5%.

Efecto del glifosato sobre la acción antagonista de
Trichoderma sp.

Prueba de antagonismo con aislamientos enfrentados.
El crecimiento de R. solani se inhibió ante la presencia de
los cuatro aislamientos de Trichoderma sp., y en algunos
casos se observó el halo de inhibición. Con esta prueba
de aislamientos enfrentados se logró establecer la capa-
cidad antagonista de los cuatro aislamientos de Tricho-
derma, aún en presencia de glifosato,

La Figura 4 contiene los resultados que se obtuvieron
con el Aislamiento A3 de Trichoderma. Se observó com-
pleta inhibición del crecimiento de los dos hongos, cre-
ciendo solos, en los tratamientos de 100.000 Y 10.000
mg/L de glifosato. Bajo la concentración de 1,000 mg/L
se registraron diámetros de las colonias de Trichoderma
del orden de 4,3 cm, mientras que en R. solani solamente
se alcanzaron diámetros de 2,2 cm. No hubo diferencias
en el crecimiento de las colonias de los hongos bajo los
tratamientos de 10 Y 1 mg/L del herbicida, con relación
al tratamiento sin glifosato. Para cada tiempo de evalua-
ción, se ajustaron modelos del diámetro de la colonia de
R. solani con y sin la presencia de Trichoderma (Figura
5). La misma tendencia en la respuesta del crecimiento
de R. solani con relación a las diferentes concentracio-
nes de glifosato se pudo apreciar a las 24, 48 Y 72 horas
cuando R. solani creció solo (Figura 5 a) como enfren-
tado a Trichoderma (Figura 5 b). Así, bajo el efecto del
glifosato hasta una concentración de 10 mg/L, Tricho-
derma mostró la misma capacidad antagonista sobre R.
solani que se registró en el tratamiento testigo, sin apli-
cación del herbicida.

Se calculó un índice de crecimiento relativo dividiendo
la medida de crecimiento de R. solani entre la medida de
crecimiento de Trichoderma en cajas de petri, creciendo

independientes (solos) y en la misma caja (enfrentados)
(Cuadro 3).

Este índice permitió precisar mejor el grado de anta-
gonismo de Trichoderma, y si esta capacidad antagonista
era afectada por el herbicida. El ANAVA detectó efecto
significativo de la dosis. del herbicida y del método
de siembra de los hongos (esto es, creciendo solos y
enfrentados), así como la interacción de los dos factores
también resultó significativa. El crecimiento de las colo-
nias de R. solani y Trichoderma en cultivos separados,
comienza a disminuir a partir de 100 mg/L de glifosato.
Igualmente, a partir de esta dosis del herbicida (100
mg/L), el índice de crecimiento relativo de los aislamien-
tos enfrentados, fue similar al calculado en los cultivos
solos o de cajas separadas, debido al efecto inhibitorio del
glifosato sobre el crecimiento de R. solani y Trichoderma
sp. que impide observar cualquier efecto antagonista
(Cuadro 3). La capacidad antagonista de Trichodema no
se afecta bajo dosis del herbicida inferiores a los 100
mg/L (Cuadro 4).

Prueba con papel celofán. Los aislamientos de Tricho-
derma sp. crecieron y esporularon normalmente sobre
el papel celofán. Al realizar la siembra de R. solani en
cajas en donde se había inoculado Trichodema, se regis-
tró que R solani no creció más allá de un diámetro
de l cm, tamaño del disco con el cual se efectuó la siem-
bra del micelio, bajo todos los tratamientos con el herbi-
cida. R. solani creció normalmente en los cultivos solos,
aún sometidos hasta 10 mg/L del herbicida, alcanzando
un diámetro máximo de ca. 9 cm a las 72 horas. Sin
embargo, en todos los tiempos de evaluación y dosis del
herbicida no se registró crecimiento de R. solani en las
colonias inoculadas con el antagonista; la inhibición del
crecimiento fue total y similar a la obtenida en el testigo
sin glifosato (Cuadro 3).
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(a) R. solani creciendo solo

8.0

7.0~
72 horas; Y = 6.921 - 0.1059 (In x)' ; R2= 0,84

---.&_---- ---.--- . ...... .......
"~

Figura 5. Capacidad antagonista de lhchoderma-Aislamiento A3 sobre R. solani, medida mediante el diámetro de las colonias de R. solani a
las 24, 48 Y 72 horas, y usando la técnica de aislamientos enfrentados creciendo en medio PDA. (a) R. solani creciendo solo, y (b) R. solani
creciendo enfrentado con Trichoderma.
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Cuadro 3, Índice de crecimiento relativo de R. solani y Trichoderma sp. solos y enfrentados, después de 72 horas bajo el efecto de concentra-
ciones variables de glifosato, usando la técnica de los aislamientos enfrentados. (N=4),
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Cua~ro 4. Diámetro de la~ colonias (cm) de R. solani (R. s) creciendo solo y en antagonismo con Trichoderrna (R. s /T), en medio PDA y usando
el metodo del papel celofan, bajo el efecto de concentraciones variables de glifosato y tres tiempos de exposición. (N=4).

,
I24 horas 48 horas 72 horas

Glifosato (mg/L) R. soJani R.slI I R. soJani R.slI R. solani I R.slI
O 1,85 1,00 I 4,80 1,00 8,90 ! 1,00
1 1,70 1,00 I 4,30 1,00 8,90 i 1,00
10 1,70 I 1,00 1 4,60 1,00 I 8,80 I 1,00I

100 I 1,40 1,00 I 3,50 I 1,00 7,50 I 1,00I I
l.000 1,40 1,00 I 2,30 i 1,00 3,40 I 1,00I

DISCUSION

De acuerdo con los resultados de las pruebas en medio
líquido, la dosis más alta de glifosato a la cual el her-
bicida no tuvo efecto sobre el crecimiento de R. solani,
estuvo alrededor de 300 mg/L. A partir de 600 mg/L se
observó apariencia diferente del micelio y textura suave,
debido posiblemente a cambios en la disposición de las
hifas; esto, considerando las dosis evaluadas, La concen-
tración o dosis más baja del herbicida que causó máxima
inhibición del crecimiento del hongo fue de 2.500 mg/L.

Esta respuesta coincide con los trabajos de Black et al
(1.996), quienes registraron reducción del tamaño de la
colonia de R. solani con seis herbicidadas, entre ellos
glifosato. Altman (1969) por su parte, encontró que 25
herbicidas de uso convencionales en agricultura estimu-
laron el crecimiento de R. solani in vitro; así, Rhizocto-
nia creció mejor en medio suplementado con herbicidas
en concentraciones de 1, 100 Y 1.000 mg/L.; este efecto
estimulante del crecimiento de R. solani no se registró en
las diferentes pruebas realizadas en este trabajo, Por otra
parte, en el presente trabajo concentraciones de 1.000
mg/L del herbicida o superiores, inhibieron la formación
de esclerocios,

Similares resultados obtuvieron Black et al (1996),
especialmente con paraquat y glufosinato de amonio,
herbicidas que inhibieron drásticamente la producción
de esclerocios en dosis de 0,28 y 0,84 kg/ha, respectiva-
mente.

En estudios realizados por Guzmán y Nieto (1992) con
esclerocios de R. solani en suelos arroceros de Colombia
indican que ocurre estimulación de la germinación de los
esclerocios por acción de los diferentes herbicidas ensa-
yados, entre ellos el glifosato, con 51% de germinación
de esclerocios, comparado con el 6% de germinación
del testigo. En nuestro trabajo, no se consideró el efecto
del herbicida sobre la germinación de los esclerocios;
se sugiere entonces su evaluación en trabajos futuros,
dada la alta cantidad de esclerocios que posiblemente se
forman cuando terminan las cosechas de arroz.

Silva (1996) al evaluar la variabilidad patogénica en
poblaciones de R. solani provenientes de cultivos de
arroz de diferentes partes de Colombia, encontró que las
11 cepas estudiadas pertenecen al Grupo de anastomosis
AG 1, Entre los interrogantes para futuros trabajos queda

la investigación del efecto del glifosato en aislamientos
pertenecientes a otros grupos de anastomosis.

No se registró efecto inhibitorio en el crecimiento del
antagonista Trichoderma hasta una concentración del
herbicida de 100 mg/L.

Aún a una dosis del herbicida tan alta, de 10.000 mg/L,
se detectó un leve crecimiento del Trichoderma, mientras
que R. solani fue completamente inhibido a esa misma
dosis, lo cual sugiere de una mayor tolerancia de Tricho-
derma al glifosato. Es importante resaltar que después de
una aplicación comercial del herbicida en dosis de 1,5
Kg i.a., el glifosato quedaría a una concentración de 0,75
mg/Kg de suelo, considerando que la capa arable de 1
Ha de suelo pese 2 millones de Kg. Por tanto, la dosis
de glifosato a la cual se inicia efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los dos hongos, es muy superior (más de
300 veces) a la concentración del herbicida después de
un tratamiento comercial.

Al evaluar el crecimiento de Trichoderma sometido a
diferentes dosis de glifosato después de un mes, bajo los
tratamientos de 1.000 y 10.000 mg/L no hubo inhibición
del crecimiento, tal como ocurrió durante las primeras 72
horas después del tratamiento.

El hongo logró crecer posiblemente debido a la pérdida
de actividad del glifosato después de 30 días, en el medio
de cultivo. Se ha estimado la vida media del glifosato en
40 días (Ahrens, 1994). Posiblemente la concentración
de glifosato, debido a su degradación, no es suficiente
para causar efectos inhibitorio s en el crecimiento de R.
solani después de 30 días, en el medid de cultivo. Los
resultados de nuestro trabajo no indicaron estímulo del
glifosato sobre el crecimiento ni de R. sotaní ni de Tri-
choderma. Sin embargo, otros autores han informado del
efecto "estimulante" de los herbicidas sobre fitopatóge-
nos del suelo.

Lévesque y Rahe (1992) detectaron la colonización por
Pythium spp. de plántulas de trigo y fríjol, después de
la aplicación de glifosato. Lévesque et al (1987) también
observaron aumento de Fusarium spp. en malezas infec-
tadas después del tratamiento con glifosato. Asimismo,
se ha encontrado que herbicidas fenilúreas estimularon
hongos antagonistas de Fusarium sp., y a Trichoderma
sp. cuando se incrementó la concentración de atrazina
(Rodríguez- Kabana et al, 1966). La inhibición inicial
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del crecimiento a dosis altas (>1OOOmg/L)observada en
Trichoderma y el crecimiento normal posterior, puede
explicarse también por el efecto inhibitorio o inicial
del herbicida y la posterior "adaptación" del hongo a
la presencia del herbicida, como lo observaron Rodrí-
guez-Kabana et al (1966) con los herbicidas atrazina,
diuron paraquat y EPTC, al registrar activo crecimiento
del micelio de R. solani después de 22 días. Los microor-
ganismos del suelo juegan un papel muy importante en la
degradación de los herbicidas y en general de los pesti-
cidas en el suelo; gran número de trabajos así lo referen-
cian (Hance, 1988).

Es bien conocida la capacidad de Trichoderma de pro-
ducir inhibidores volátiles, no volátiles y su interacción
hifal. La técnica del papel celofán utilizada para medir el
efecto antagonista de Trichoderma y descrita por Dennis
& Webster (1971), muestra esa capacidad antagonista
contra Botrytis cinerea y Mucor mucedo. Sobre R. solani
también se ha observado esta inhibición del crecimiento,
debido al paso de los metabolitos inhibidores no voláti-
les producidos por Trichoderma a través del papel celo-
fán. R. solani y Trichoderma crecieron normalmente bajo
concentraciones de glifosato de 10 mg/L o inferiores en
cultivos separados; sin embargo, hubo completa inhibi-
ción del crecimiento de R. solani debido a Trichoderma,
aún bajo el efecto del herbicida (lO mg/L o menos), y
similar a la obtenida en el testigo sin glifosato.
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