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VIABILIDAD DE Rhizoctonia solani AG1l-1A BAJO
CONDICIONES DE INUNDACION. IlIl. COMPORTAMIENTO
IN VITRO DE LOS PROPAGULOS

Dilcia Ulacio®, Herman Nass? y Juan Pineda’

RESUMEN

Se investigd la viabilidad in vitro de propégulos de Rhizoctonia solani AG1-1A a fin de detectar su sobrevivencia luego de
permanecer bajo una lamina de agua por 15, 30 y 45 dias. Tanto micelio como esclerocios del hongo fueron enterrados en bolsas
de polietileno a 3, 10 y 17 cm de profundidad utilizando suelo con tradicién arrocera tanto esterilizado como sin esterilizar.
Cumplido cada periodo de tiempo, el micelio en trozos de hojas de arroz y esclerocios fueron extraidos del suelo y colocados en
Agar-Agua. El testigo del ensayo consistié en colocar propagulos sin tratar en medio de cultivo. Los resultados demostraron que
el hongo puede sobrevivir bajo condiciones anaerébicas. Sin embargo, a mayor tiempo de inundacion menor fue la sobrevivencia
del micelio disminuyendo a un 58 % de viabilidad cuando fue enterrado por 45 dias, no asi los esclerocios que mantuvieron un
promedio de 89 % de viabilidad en todos los tiempos de inundacién independientemente de la profundidad y de la condicion de
esterilizacion del suelo.

Palabras clave adicionales: Sobrevivencia, anaerobiosis, arroz

ABSTRACT

Viability of Rhizoctonia solani AG1-1A in flooding conditions. I11. In vitro behaviour of pathogen propagules

A research concerning survival of Rhizoctonia solani AG1-1A was carried out in vitro conditions. Propagules of R. solani were
placed in flooded soil at depths of 3, 10 and 17 cm in plastic bags for 15, 30 and 45 days, using non esterilized and esterilized
soils. Non treated R. solani propagules were utilized as control. At the end of each time period, the propagules were transfered to
Water-Agar. Results showed that propagules survived even in anaerobic condition. However, survival of micelyum was reduced
(aproximatelly at 58 % of viability) when the water lodging time was increased from 15 to 45 days. Sclerotia maintained an
average of 89 % of viability, regardless of lodging time, depth and soil condition.

Additional key words: Survival, anaerobic condition, rice

INTRODUCCION Resource, 1992; Jones y Belmar, 1989; Lee y

Rush, 1983). Rhizoctonia solani sobrevive entre

Rhizoctonia solani, del grupo de anastomosis cultivos como esclerocios en el suelo y en menor

AG1-1A, constituye uno de los grupos mas
importantes de la especie (Anderson, 1982;
Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991). Causa, entre
otras enfermedades, el tizén de la vaina de la hoja
de arroz (Oryza sativa), cultivo de gran
importancia en &reas tropicales y subtropicales. La
enfermedad representa un problema grave en
muchas zonas arroceras, especialmente en paises
asiaticos y en algunas regiones de Estados Unidos
donde se le ha considerado una de las principales
enfermedades del cultivo (Busch Agricultural
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grado como micelio en restos de plantas (Ogoshi,
1987).

Se considera que el desarrollo de la
enfermedad no es controlada ni ain por las plantas
consideradas resistentes al hongo, por lo que se
buscan otras estrategias  para  limitar la
produccion de esclerocios o su longevidad.
Teoricamente, el in6culo primario puede ser
reducido si se combinan cultivares resistentes con
fungicidas. Esto ultimo, en conjunto con
programas culturales disefiados para limitar el
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indculo y reducir la severidad de la enfermedad,
estan siendo mejorados y desarrollados a nivel
mundial (Bush Agricultural Resource, 1992; Lee,
1980). Entre estos programas estan los de
mantener bajo inundacion los propagulos del
hongo para limitar su sobrevivencia o lograr cierto
control bioldgico a través de antagonistas del
suelo (Martin, 1977; Mew y Rosales, 1985).

En Venezuela la enfermedad causada por R.
solani AG1-l1A es endémica en todas las zonas
arroceras. Sin embargo, se ha observado un
incremento en la incidencia del tizén de la vaina,
principalmente en los estados Barinas y Guarico
(Rodriguez y Nass, 1991). Asi mismo, el patégeno
estd causando graves problemas en maiz en el

estado Portuguesa (R. Cardona, FONAIAP,
Comunicacion personal).
Actualmente, a nivel nacional, algunos

institutos de investigacion estdn orientando
estudios en el comportamiento de este
fitopatogeno y las posibles formas de control no
solo quimicas si no también culturales. En este
sentido, el objetivo de la presente investigacion
fue detectar la sobrevivencia in vitro de R. solani
AG1-IA tanto del micelio (ubicado en trozos de
vainas de hojas de arroz) como de los esclerocios
después de haber permanecido enterrados en
diferentes periodos de tiempo a diferentes
profundidades bajo una lamina de agua, tratando
de reducir el potencial de inéculo asi como
disminuir el dafio causado en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Fase preliminar

Esclerocios de R. solani AGI1-IA fueron
colocados en medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
a pH 7,0 a temperatura ambiente con el fin de
producir mayor cantidad de estas estructuras de
resistencia para inocular plantas de arroz vy
obtener los esclerocios necesarios para ser
utilizados posteriormente.

Se utiliz6 suelo trasladado desde la finca “La
Union”, que ha sido tradicionalmente cultivada
de arroz y estd ubicadaen la zona de Araure,
estado  Portuguesa. EI suelo fue utilizado en
dos condiciones: sin esterilizar y esterilizado.

Ensayos con las muestras de tejido enfermo
Para obtener las muestras de tejido enfermo,
los esclerocios de R. solani fueron inoculados en

las plantas de arroz variedad Colombia 1
siguiendo todo el procedimiento descrito
previamente (Ulacio et al., 1998). Las muestras
fueron colocadas en bolsitas de nylon (Lumsden,
1981) a 3, 10 y 17 cm de profundidad durante
periodos de 15, 30 y 45 dias utilizando tanto suelo
esterilizado (SE) como suelo no esterilizado
(SNE). Para cada profundidad se realizaron tres
repeticiones.

Ensayo con esclerocios de R. solani

Se colocaron 20 esclerocios de entre 15 y 20
dias de edad con un tamafio aproximado entre 5 a
6 mm en bolsitas de nylon los cuales fueron
sometidos al mismo proceso utilizado para los
trozos de tejido enfermo.

Cumplido cada periodo de inundacién, las
bolsitas de nylon fueron extraidas y lavadas con
agua.

Pruebas en el laboratorio

Posteriormente, cuatro trozos de tejido enfermo
extraidos de cada una de las profundidades
establecidas en los diferentes periodos bajo
inundacion, tanto de SNE como de SE, fueron
colocados en cajas de Petri con Agar-Agua, siendo
comparados con el testigo en lo relativo al inicio
del crecimiento micelial y porcentaje de
sobrevivencia. Igual procedimiento se realiz6 a los
esclerocios que se mantuvieron bajo inundacién.
El testigo consistié en colocar los propagulos en
las cajas de Petri en condiciones normales de
laboratorio.

El estudio fue conducido y analizado como un
disefio completamente al azar en parcelas
divididas, tal como fue descrito anteriormente
(Ulacio et al., 1999). La variable analizada fue el
porcentaje de sobrevivencia de los propagulos del
hongo. En un caso se colocaron cuatro trozos de
tejido enfermo (micelio) provenientes del suelo
inundado en cada caja de Petri, realizando tres
repeticiones para cada profundidad. El porcentaje
de sobrevivencia fue el promedio de aquellos
trozos de tejido cuyo micelio fue viable en las tres
profundidades para cada uno de los periodos de
inundacion 'y las condiciones de suelo
establecidos. En el caso de los esclerocios, fue
colocado uno de ellos por cada caja de Petri. El
porcentaje de sobrevivencia fue medido de
acuerdo a su capacidad para producir micelio
(Lee, 1980), luego de haber permanecido en los
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tres periodos de inundacion y las tres
profundidades del ensayo. Estos resultados fueron
comparados con el testigo.

RESULTADOS Y DISCUSION

A. Prueba de sobrevivencia del micelio de R.
solani

Todos los tratamientos que habian estado
sometidos a inundacidn iniciaron su crecimiento
micelial aproximadamente a las 72 horas, a
diferencia del testigo que inicid el crecimiento al
dia siguiente del aislamiento (aproximadamente a
las 15 horas). Aunque hubo una diferencia de
tiempo entre los tratamientos y el testigo de
aproximadamente dos dias, era de esperar este
tipo de respuesta al exponer al micelio a una
condicién tan adversa. Sin embargo, esta leve
diferencia lo coloca como uno de los hongos con
alta capacidad de sobrevivencia tomando en
cuenta que el micelio es el propagulo maés
vulnerable.

La mayor produccion de micelio provino de
los trozos de tejido enfermo sometidos a
inundacion por 15 dias, con promedios
estadisticamente  superiores al de aquellos
inundados por 45 dias (Cuadro 1). Se observa que
la viabilidad del micelio disminuy6 hasta un 58 %
aproximadamente cuando el tiempo de inundacion
paso de 15 a 45 dias. Esto est4 en concordancia
con la virulencia mostrada por el hongo en

estudios previos (Ulacio et al., 1999). Se destaca
que, en promedio, la sobrevivencia del micelio fue
de aproximadamente 31 % en relacion a la del
testigo.

Cuadro 1. Porcentaje promedio de supervivencia
del micelio de R. solani para los
factores tiempo de inundacion,
esterilizacion de suelo y profundidad

Factor Tratamiento  Sobrevivencia (%)
Tiempo 15 dias 40,3 a

30 dias 30,6 ab

45 dias 236 b
Condici6n
de suelo SE 38,0a

SNE 25,0b

Profundidad 3cm 44,4 a

10 cm 26,4 b

17 cm 236 b

Prueba de medias segiin Duncan al 5 %

El hecho de que so6lo hubo crecimiento
micelial en el 31 % de los tratamientos bajo
inundacion indica que factores inherentes al
suelo inundado (reacciones quimicas, anaerobiosis,
microorganismos) afectaron de una u otra forma la
viabilidad del micelio, independientemente de la
profundidad. El porcentaje de sobrevivencia del
micelio difiri entre SNE y SE, especialmente para
los trozos de tejido enfermo mantenidos a 30 y 45
dias de inundacién (Figura 1).
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Figura 1. Relacion entre la sobrevivencia del micelio de R. solani proveniente de tejido enfermo y los
tiempos de inundacion bajo estudio. SE: suelo esterilizado; SNE: suelo no esterilizado.
La longitud de las barras representa el error estandar.
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Estos resultados son corroborados por el
analisis estadistico (Cuadro 1), donde el factor
condicion de suelo resulté con diferencias
significativas y la mayor sobrevivencia provino de
SE. En general, la menor sobrevivencia del
micelio se evidenci6 también de los trozos de
tejido enfermo provenientes de 45 dias bajo
inundaciéon en SNE. Esto indic6 que el mayor
tiempo de inundacion aunado a la presencia de
microorganismos (Ulacio et  al, 1998)
influyeron en la viabilidad del micelio de R.
solani tal como se evidencié para la virulencia
del hongo en las plantas de arroz (Ulacio et
al., 1999).

En estudios realizados sobre la sobrevivencia
saprofitica de  Thanatephorus  cucumeris
(teleomorfo de R. solani) en paja de arroz en
condiciones secas y himedas, tanto en SNE como
en SE (Mew y Rosales, 1985), se comprobd que
dicha sobrevivencia fue disminuyendo en suelo
inundado. Asi mismo, la recuperacion del hongo
en los trozos de hojas declind con el tiempo. Esto
coincide con los resultados del presente estudio,
donde la sobrevivencia del micelio fue bastante
afectada en todos los tratamientos bajo inundacion
en ambas condiciones del suelo y la recuperacion
del mismo también decliné con el tiempo de
inundacion (Figura 1).

Papavizas (1970) menciona que la capacidad
saprofitica del hongo en el suelo va a depender no
solo de la tasa de crecimiento y produccion de
antibiotico o toxinas entre otros, sino también de
otros microdeterminantes del ecosistema como
loson el nimero y la variedad del antagonista
que se encuentre en el sustrato. Sefiala que los
saprofitos fuertes son frecuentemente mas capaces
de sobrevivir  que los sapréfitos débiles,
existiendo evidencias en cuanto a que el grado de
saprofitismo y la longevidad de R. solani estan
fuertemente interrelacionados.

Un hongo tan variable en su capacidad para
colonizar sustratos en el suelo, no  deberia
depender solamente de su nutricién parasitica
para su  sobrevivencia en el mismo
(Papavizas, 1970). Existen evidencias de que la
presencia de R. solani, en suelo naturalmente
infestado, no dependié completamente de la
nutricién parasitica por al menos 20 semanas. Esto
también se observd en la presente investigacion
donde en ambas condiciones de suelo hubo
sobrevivencia del micelio. Los bajos porcentajes

en tratamientos con inundacion en constrate con
los resultados del testigo, podrian atribuirse no
solo a la condicion anaerobica, si no también a los
cambios quimicos que segin De Datta (1986) se
suscitan en un suelo inundado. Sin embargo, estas
probables reacciones quimicas y la presencia
de microorganismos no fueron determinantes en
este estudio para inhibir completamente la
viabilidad de R. solani AG1-lA en cajas de
Petri.

En relacion a lo anterior, se podria inferir que
la sobrevivencia del micelio de R. solani, pudiera
presumiblemente relacionarse con dos
condiciones: a) la existencia de bases alimenticias
a través de restos de cosecha y el crecimiento de
plantas acuaticas, que favorecian la sobrevivencia
del hongo, y b) la presencia de otros
microorganismos que exigirian un mayor esfuerzo
para sobrevivir por parte de R. solani.

En cuanto a la profundidad, este factor resultd
con diferencias  altamente  significativas
presentandose mayor porcentaje de sobrevivencia
a los 3 cm, tal como se muestra en la prueba de
medias (Cuadro 1). Este predominio se observé
con mayor énfasis en SNE, pero en general, el
menor porcentaje de sobrevivencia para ambas
condiciones de suelo se observaron en aquellos
trozos de tejido enterrados a los 17 cm
provenientes de 45 dias bajo inundacion, es decir,
las condiciones mas adversas. No hubo diferencias
significativas en las interacciones entre los
factores estudiados, indicando que cada uno actué
en forma independiente. Seglin De Datta (1986) y
Rivillo (1986), la condicion de anaerobiosis no
ocurre totalmente en suelos inundados. Ellos
sefialan que luego de la inundacion se mantiene
cierta condicion aerdbica en la superficie del suelo
y en ocasiones en una capa por debajo de la capa
arable. Existen estudios (Papavizas, 1970) que
demuestran que los diferentes aislamientos de R.
solani no solo difieren en su capacidad parasitica
y saprofitica, sino también en su tolerancia al CO,
y otros agentes antimicrobiales. Esta capacidad al
parecer es propia en los diferentes grupos de
anastomosis en mayor o menor grado, mas aun en
el grupo AGI1-IA, que segun Anderson (1982)
tienen la caracteristica de soportar ambientes
acuaticos. Otros estudios con R. solani en suelo
seco (Papavizas et al., 1975) demostraron que la
actividad del hongo estuvo confinada por encima
de 10 cm de profundidad en el suelo y que a 20 6
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25 cm se reduciria el potencial del inéculo y
la sobrevivencia del patdgeno el cual pudiera
no ser capaz de colonizar extensivamente
residuos de plantas a estas profundidades. Asi
mismo, este efecto deberia relacionarse con la
presencia de los microorganismos. En un
trabajo previo, la presencia de microorganismos
y lapsos prolongados de  anaerobiosis
retrasaron posteriormente la produccion de
esclerocios a partir del micelio a tal punto
que en algunas cajas de Petri no fue posible
la  formacién de estas estructuras de
resistencia y en otros casos soOlo lograron
formarse wunas pocas de ellas (Ulacio et al.,
1998).

B. Prueba de sobrevivencia de los esclerocios
de R. solani.

Tal como ocurri6 con el micelio, los
esclerocios sometidos a inundacién iniciaron el
crecimiento micelial a las 72 horas y el testigo a
las 15 horas luego del aislamiento en PDA. La
diferencia de sélo dos dias con respecto al testigo
para iniciar crecimiento micelial sugiere que los
mismos como estructuras de resistencia pudieron
soportar los cambios que se suscitaron en el suelo
por efecto de la inundacion manteniendo una alta
viabilidad in vitro, la cual para este ensayo
presentdé una media general del 89 %. En el
Cuadro 2 se observa que aunque aparentemente
existi6 una leve tendencia del comportamiento
de los esclerocios similar al del micelio, las
diferencias entre tratamientos fueron muy
pequefias, sin significancia estadistica. Estos
resultados  difieren un poco de los
encontrados en Sclerotium  cepivorum  por
Redondo y Hernandez (1985), quienes sefialan
gue ocurrioé una pérdida importante de viabilidad
de los esclerocios sometidos a inundacién en el
laboratorio; sin embargo, coinciden con los de
Castillo y Garzén (1987), quienes detectaron
una alta viabilidad luego de 30 dias bajo
inundacion en condiciones de invernadero. En
ensayos para determinar la patogenicidad de
los esclerocios de R. solani AG1-lA  sobre
plantas de arroz, se observd que la
viabilidad de los mismos se mantuvo adn
después de 45 dias bajo inundacion (Ulacio
et al., 1999).

Cuadro 2. Porcentaje promedio de supervivencia
de los esclerocios de R. solani para
los factores tiempo de inundacion,
esterilizacion de suelo y profundidad

Factor Tratamiento Sobrevivencia (%)
Tiempo 15 dias 100 ns

30 dias 89,0

45 dias 77,8
Condicién
de suelo SE 92,7 ns

SNE 85,3

Profundidad 3cm 100 ns

10 cm 89,0

17cm 77,8

Prueba de medias segtin Duncan al 5 %

Se detectaron esclerocios no viables, con
mayor frecuencia cuando estuvieron bajo 30 y 45
dias de inundacién, provenientes tanto de SNE
como de SE. Naiki (1983) indica que existe un
marcado incremento en el tamafio de las
poblaciones microbiales alrededor de la superficie
del esclerocio en el suelo con el periodo de
incubacién y destacan que diversos micoparasitos
y otros efectos antagonistas de los
microorganismos del suelo pueden afectar la
germinacién esclerocial.

Con respecto a la produccion de nuevos
esclerocios a partir de los mantenidos bajo
inundaciéon cuando los mismos se colocaron en
PDA, se observd que no hubo mucha diferencia de
tiempo en el inicio de formacién de los mismos
entre el testigo (5 dias), y los de SE en
condiciones inundadas (6 a 8 dias). Sin embargo,
en aquellos tratamientos de SNE bajo condiciones
de inundacidn, no se observé la formacion de las
estructuras de resistencia detectando la presencia
de Rhizopus sp y colonias bacterianas. En aquellos
tratamientos donde hubo produccion de
esclerocios, el nimero de éstos (10 a 15
esclerocios/caja de Petri) estuvo muy por debajo
del testigo (50 a 60 esclerocios/caja de Petri a pH
7,0). De este resultado se podria suponer que la
viabilidad de los esclerocios con respecto al
micelio posiblemente se vio afectada mas por la
presencia de los microorganismos que por la
condicion anaerébica ya que el grupo de
anastomosis AG1-IA  tolera esta condicion
precisamente en la forma de estructuras de
resistencia (Anderson, 1982).
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CONCLUSIONES

El micelio de R. solani AG1-1A fue capaz de
desarrollarse en medio de cultivo luego de
permanecer enterrado bajo inundacion. Sin
embargo, su sobrevivencia se vio progresivamente
afectada a medida que aumentdé el periodo
inundado y la profundidad en el suelo.

La sobrevivencia de los esclerocios fue poco
afectada por los factores antes mencionados. Sin
embargo, no se descarta un efecto sobre el
potencial del inéculo debido a la baja produccion
de nuevas estructuras de resistencia a partir de los
ya tratados.

Los propagulos del hongo demostraron una
alta capacidad saprofitica competitiva. Sin
embargo, aparentemete los microorganismos
presentes también influyeron en la viabilidad de
los mismos siendo mayor el porcentaje de
sobrevivencia cuando el suelo fue esterilizado.
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