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RESUMEN

Cedeno, L., Nass, H., Carrero, C., Cardona, R., Rodriguez, H. y
Aleman, L. 1996. Rhizoctonia solani AG-1-IA, causa principal del
anublo de la vaina del arroz en Venezuela. Fitopatol. Venez. 9:6-9,

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirmaron que un
hongo perteneciente al grupo de anastomosis AG-1-IA de R, solani,
estado asexual de Thanatephorus cucumeris, es la causa principal
del afiublo que ataca la vaina del arroz (Oryza sativa) en Venezuela.
La tincién nuclear con HCl-Giemsa revelé que las células somaticas
del patégeno fueron multinucleadas. En células distintas a la
terminal y pentltima, el nimero de nicleos varié entre 3 y 7. El
hongo realizé fusién hifal consistentemente con la cepa CBS 205.84
del grupo de anastomosis AG-1-IA de R. solani, adquirida del
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda. En papa-
dextrosa-agar el patégeno originé colonias marrén-amarillentas y
esclerocios semi-esféricos de base aplanada, no diferenciados en
médula y corteza, con orificios por donde ocasionalmente se observé
emerger una sustancia ambar. Las inoculaciones realizadas en
plantas de arroz 'Cimarrén’ produjeron sintomas y signos similares
a los observados en el campo. R. solani AG-1-TA fue aislado
continuamente de los materiales infectados experimentalmente.

Palabras clave adicionales: Thanatephorus cucumieris, Oryza sativa

ABSTRACT

Cedenio, L., Nass, H., Carrero, C., Cardona, R., Rodriguez, H. and
Aleman, L. 1996. Rhizoctonia solani AG-1-IA, major cause of rice
sheath blight in Venezuela. Fitopatol. Venez. 9:6-9.

Results obtained in this study confirmed that a fungus belonging to
the anastomosis group AG-1-1A of R. selani is the major cause of
sheath blight on rice (Oryza sativa) in Venezuela. Nuclear staining
with HCl-Giemsa revealed that somatic cells were multinucleated.
In distinct terminal and penultimate cells the number of nuclei
varied between 3 and 7. The fungus consistently anastomosed with
the strain CBS 205.84 of the anastomosis group AG-1-IA adquired
from Centraalbureau voor Schimmelcultures, Netherlands. On
potato-dextrose-agar the pathogen produced yellowish-brown
colonies and semi-spherical sclerotia with flattened base and not
differentiated in medulla and cortex. Sclerotia possesed orifices
from which a substance was occasionally observed to emerge.
Inoculations of healthy ‘Cimarron’ rice plants produced symptoms
and signs similar to those seen in the field. R. solani was
continously isolated from experimentally infected tissues.

Additional key words: Thanatephorus cucumeris, Oryza saliva

INTRODUCCION

En Venezuela, el avroz (Oryza sativa L) ocupa el segundo
lugar entre los cereales de mayor importancia econémica.
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Anualmente en el pais se producen aproximadamente
600.000 ton de arroz, cosechadas en 150.000 has distribuidas
en los estados Guarico, Portuguesa, Cojedes, Apure y Barinas.
Sin embargo, la explotacién de este rubro es continuamente



Fig.1. Sintoma del afiublo de la vaina causado por R. solani
AG-1-TA en plantas de arroz ‘Cimarrén’ infectadas
experimentalmente.

amenazada por la aparicién de enfermedades que afectan
la calidad del grano y reducen los rendimientos. En Guarico
¥ Portuguesa, regiones que aportan el 85% de la produeccién
nacional, frecuentes evaluaciones de campo han demostrado
que durante los tltimos afios, el sintoma conocido como
anublo de la vaina, ha alcanzado niveles de incidencia y
severidad bastante significativos. Tanto es asi, que
actualmente los dafios ocasionados por esta enfermedad, que
también ataca la panicula, hojas y tallos, solamente son
superados en importancia por el ‘brusone’ causado por
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.(= Pyricularia oryzae Cav.).
El agente causal del afiublo de la vaina produce lesiones que
inicialmente son verde-palido ¥, posteriormente, presentan
un centro de color semejante al de la paja seca o blanco-
grisaceo y borde marrén-rojizo a parpura (Fig. 1). La infeccién
generalmente comienza en los tejidos de la vaina situados a
nivel de la superficie de la lamina de agua. El sintoma de
anublo resulta de la unién de varias lesiones. Aislamientos
preliminares originaron colonias de un hongo estéril que
formé esclerocios y presenté hifas con la morfologia tipica de
Rhizoctonia DC. En esta forma-género se han incluido hongos
Basidiomicetos, Ascomicetos y Deuteromicetos con
caracteristicas hifales semejantes (14). En virtud de lo
anterior, la caracterizacién de la fase sexual se presenta como
el criterio taxonémico mas confiable para la diferenciacién
de estos hongos (10): sin embargo, tiene la dificultad de que
su aparicién espontanea es rara y, ademas, dificil de induecir
experimentalmente. En ausencia del estado perfecto, la
observacién del septo y la cuantificacién de nitcleos en las
células vegetativas facilitan el diagnéstico de algunas de estas
especies (14). Por otra parte, en R. solani la evaluacién de
anastomosis permite el reconocimiento de grupos intra-
especificos (12). Varias especies de Rhizoctonia, R. solani
Kihn, R. oryzae Ryker & Gooch, R. zeae Voorhees y R. oryzae-
sativae (Saw.) Mordue , atacan la hoja envainadora del arroz
(18); sin embargo, en Venezuela solamente R. solani ha sido
formalmente reportada (5 ). Los sintomas causados por estas
especies en las plantas de arroz son indistinguibles, pero se
sabe que las células somaticas de R. solani, R. oryzae y R.
zeae son multinucleadas y las de R. oryzae-sativae
binucleadas (17).

El presente estudio contiene informacién sobre la
identificacién y patogenicidad del agente causal de la
enfermedad. Un reporte preliminar fue publicado en forma
de resumen (11).

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento. Los materiales infectados se colectaron el
23-2-92 en Payara, estado Portuguesa. De los limites de las
lesiones se cortaron fragmentos de 2x1 mm que fueron
sumergidos por 5 min en solucién 0,5% de hipoclorito de sodio,
lavados varias veces en agua destilada estéril, secados y
transferidos asépticamente a placas de agua-agar 2%. En el
mismo medio también se sembraron esclerocios desinfestados
superficialmente como antes se deseribié. Las placas se
incubaron en condiciones normales del laboratorio (20-24°C).
Los aislamientos obtenidos fueron posteriormente sub-
cultivados en papa-dextrosa-agar (PDA), para producir los
cultivos pures que serian utilizados en las pruebas de
identificacién y patogenicidad.

Caracterizacion nuclear. Para la cuantificacién de
nucleos en las células vegetativas hifales, se usaron cultivos
producidos por 24-48 h, a 26-28°C, sobre portaobjetos
cubiertos con una capa delgada de PDA e incubados en cdmara
himeda preparada con capsula de Petri, varilla de vidrio en
forma de “v" y papel filtro estéril humedecido con agua
destilada estéril. Los cultivos se tifieron con HCL-Giemsa (15).
Con el propésito de confirmar la efectividad del procedimiento
de tincién, varias muestras de agar-micelio (3 mm diam)
fueron extraidas del borde de colonias producidas en placas
finas de PDA (6,5 ml) y procesadas para incluirlas en la resina
de Spurr (16). Antes de la inclusién los materiales fueron
fijados con una mezcla de formaldehido y glutaraldehido
diluidos al 3% en tampén cacodilato de sodio 0,IMypHG&,3;
postfijados con tetréxido de osmio 1% y deshidratados en
una serie gradual de aleohol etilico (50, 70, 80, 95 y 100%).
De igual manera se incluyeron esclerocios producidos en PDA,
a fin de evaluar la organizacién de los tejidos. Con un
ultramicrétomo Sorvall-Porter Blum MT2 y cuchilla de
diamante se hicieron cortes de 2pm que luego fueron colocados
en portaobjetos, tefiidos con Azur 1T 0,5% en solucién acuosa
de borax 1% y examinados en un microscopio foténico Zeiss
modelo Axioplan MC 80.

Anastomosis. En la evaluacién de anastomosis se
utilizaron cepas representativas de los grupos de anastomosis
de R. solani, adquiridas del Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS). El hongo investigado v los cultivos
patrones se aparearon en placas preparadas con 6,5 ml de
agua-agar 2% acidificado con 4cido lactico, que se incubaron
en condiciones normales del laboratorio (18-22°C) y completa
oscuridad. Como inéculo se usaron discos (5 mm didm) de
agar-micelio extraidos del margen de cultivos producidos
durante 4 d en PDA, los cuales se colocaron separados por 2
cm. De la zona donde los micelios enfrentados hicieron
contacto se cortaron rectdngulos que fueron tratados con
lactofucsina 4cida 0,025% y examinados microscopicamente
para confirmar la fusién de las paredes celulares.

Inoculacién. Las pruebas de patogenicidad se realizaron
en plantas de arroz ‘Cimarrén’ de 60 d de edad cultivadas en
recipientes de arcilla. La inoculacién se hizo mediante la
colocacién de esclerocios entre la vaina y el tallo. En los
controles no se colocaron esclerocios. Inmediatamente
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después de la inoculacién, los envases de arcilla s~
transfirieron a recipientes plasticos mas grandes que
contenian una ldmina de agua, cuya superficie llegaba hasta
lem por encima de la base del tallo. Las plantas se incubaron
a 26-28°C y periddicamente fueron revisadas para observar
el desarrollo de la enfermedad. De los tejidos inoculados se
hicieron aislamientos para comprobar el cumplimiento de los
postulados de Koch.

RESULTADOS

Aislamiento. Todos los aislamientos originaron colonias
de caracteristicas idénticas y en consecuencia correspon-
dientes a un mismo hongo. Las colonias fueron inicialmente
blancas, luego marrén-amarillentas y formaron esclerocios
grandes, marrén-oscuro, semi-esféricos de base aplanada y
con orificios por donde se observé emerger una sustancia de
color &mbar. Cien esclerocios producidos por cultivos de un
mes de edad presentaron un diimetro promedio de 3,7 mm
(2-9 mm).

Caracterizacion nuclear. La tincién con HCl-Giemsa
reveld que las células somaticas fueron multinucleadas
(Fig.2). En células distintas a la terminal y pentltima el
namero de nucleos varié de 3-7. Los analisis practicados a
las muestras miceliales incluidas en la resina de Spurr
demostraron que efectivamente las células vegetativas del
hongo investigado fueron multinucleadas, confirmandose que
el procedimiento de tincién utilizado es confiable para el
revelado de los nucleos de esta clase de hongos. Esto permitié
descartar la posibilidad de que los nicleos hubiesen sido
confundidos con otros componentes celulares que también
tienen afinidad con los colorantes basicos de uso rutinario en
las tinciones nucleares rapidas, como es el caso de vacuolas
cargadas con materiales de desecho, las cuales pueden
alcanzar dimensiones similares a las estructuras nucleares.

Anastomosis. El hongo Ginicamente realiz6 anastomosis
con la cepa AG-1-IA de R. solani (CBS 205. 84).

Inoculacién y reaislamiento. Las pruebas de
patogenicidad realizadas en plantas de arroz ‘Cimarrén’.
produjeron sintomas v signos similares a los observados en
el campo. Las plantas usadas como control permanecieron
sanas. El patdgeno causé lesiones en la vaina que mas tarde
se extendieron hasta las hojas. Las lesiones fueron
inicialmente de color verde-grisaceo, de aspecto himedo,
circulares, oblongas a elipsoidales, pero posteriormente
presentaron en el centro un color semejante al de la paja
seca y un margen marrén a marrén-parpura. La infeccién
produjo la quema total de la vaina. El hongo inoculado fue
aislado continuamente de los materiales infectados
experimentalmente.

DISCUSION

Sobre la base de las caracteristicas de los esclerocios, el
ntmero de nicleos en las células soméaticas y las pruebas de
anastomosis, se concluyé que el hongo investigado pertenece
al grupo de anastomosis AG-1-IA de R. solani (17, 18). R.
solani, anamorfo del basidiomiceto Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk., es un hongo polifago que posee numerosas
cepas causantes de enfermedades en una amplia variedad
de plantas (1). Como la mayoria de estas cepas presentan
diferencias en las caracteristicas del crecimiento in vitro v
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Fig. 2.(A-B). A) Caracteristica nuclear en hifas de R. solani
tratadas con HCI-Giemsa a las 24-48h de crecimiento en
portaobjetos cubiertos con PDA. X488. B) Segmento de micelio
incluido en la resina de Spurr, en el cual aparece parte de una
hifa (flecha) seccionada longitudinalmente mostrando tres
ntcleos con sus nucléolos. X 775.

la patogenicidad, se ha inferido que en la especie existen
grupos intraespecificos (12). En virtud de lo anterior, varios
criterios han sido evaluados para tratar de determinar
relaciones de afinidad entre las cepas y, én consecuencia,
establecer grupos claramente definidos. Sin embargo, la
anastomosis es la unica metodologia que ha permitido separar
la especie en grupos de anastomosis (AGs-) (12). Hasta ahora
en R. solani han sido reconocidos doce AGs-(AG-1~11 y AG-
BI) (1, 17). E1 AG-1, a su vez, fue subdividido en cuatro
subgrupos, tres de los cuales(AG-1-IA~C) son causantes de
quema foliar en huéspedes distintos (12), incluyendo arroz,
maiz, sorgo y soja (3).

Varias especies de Rhizoctonia , R. solani, R. oryzae , R.
zeae y R. oryzae-sativae, cuyas hifas son morfolégicamente
indistinguibles, producen lesiones similares en la vaina del
arrozy solo pueden ser correctamente identificadas en funcién
de la caracterizacién de la fase sexual. Sin embargo, la
determinacién del nimero de nticleos es un criterio util para
el diagnéstico preliminar. R. oryzae y R. zeae son
multinucleadas y originan el mismo estado teleomérfico,
Waitea circinata Warcup & Talbot (13), mientras que



R. oryzae-sativae es binucleada y su estado perfecto es
Ceralobasidium oryzae-sativae Gunnell & Webster (2).
Ademas, segiin Marshall y Rush (7), los mecanismos de
infeccién de R. solani y R. oryzae son 1dénticos. Ambas
producen cojines de infeccién y apresorios lobulados, a partir
de los cuales se forman elementos de perforacion que
penetran directamente los tejidos del huésped. De lo anterior
se deduce que estos patégenos no pueden ser diferenciados
por la sintomatologia y que, en consecuencia, es indispensable
realizar y analizar los aislamientos correspondientes para
poder determinar la exacta identidad de agentes patogenos
particulares y, en base a ello, proceder a seleccionar las
practicas de control mas adecuadas.

Las pruebas de patogenicidad y reaislamiento
confirmaron que la cepa investigada es la causa principal de
la quema que ataca la vaina de las plantas del arroz en
Venezuela. La enfermedad se encuentra ampliamente
extendida en las principales areas arroceras del pais,
ocasionando dafios que la ubican como la segunda mas
importante del cultivo. El anublo de la vaina aparece
frecuentemente en las plantaciones de arroz de las regiones
templadas y tropicales (4 ); sin embargo, el presente articulo
constituye el primer reporte formal sobre la presencia del
grupo de anastomosis AG-1-IA de R. solani en Venezuela.
En el sur de EE.UU. tiene caricter endémico y es la
enfermedad mas notable del cultivo (4 ). Las infecciones
iniciales usualmente son provocadas por esclerocios y residuos
contaminados que flotan en el agua (6). La infeccion inicial
es causada por estructuras de penetracién que se originan
en cojines de infeccion (7). Marshall y Rush (7) reportaron
que la penetracion se produce por presiéon mecanica, pero
Matsuura (8), manifesté no tener la certeza de si la
perforaciéon fue provocada por fuerza mecanica o por accién
enzimatica. Aunque Marshall y Rush (7) también observaron
penetracién por los estomas, consideraron que ellas fueron
ineficientes y no implicaron la formacién de cojines de
infecciéon. Segln estos mismos autores la severidad de la
enfermedad esta directamente relacionada con la formacion
de estructuras de infeccion y al respecto senalaron que esta
habilidad es estimulada por el huésped y, ademas, constituye
una medida de la agresividad del patogeno hacia un huésped
en particular.

Estudios realizados con microscopia de luz y electrénica
de barrido han proporcionado informaciones contradictorias
en relacion al sitio de penetracion del hongo. Marshall y Rush
(7) opinaron que la penetracién se produce por la epidermis
externa, mientras que Matsuura (8) sostiene que ocurre a
través de la superficie interna. De cualquier manera,
posteriormente la infecciéon alcanza la hoja bandera y la
panicula, afectando el llenado de los granos y, en
consecuencia, disminuyendo los rendimientos. Lias plantas
de porte semi-enano son mas susceptibles que las de altura
estandar, ya que la distancia entre la superficie de la lamina
de agua y el follaje es mucho mas corta (6). Los elevados
indices de prevalencia y severidad que actualmente se
registran en Asia y EE.UU. han sido atribuidos a los
incrementos en los niveles de fertilizacién nitrogenada, la
siembra de cultivares que poseen una gran capacidad
formadora de brotes, el uso de soja en los programas de
rotacién v el aumento en la densidad de poblacion (6, 9).
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