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Se identificé a Rhizoctonia oryzae-sativae, especie
binucleada de la forma-género Rhizoctonia, como la causa de la
mancha agregada que ataca la vaina de las plantas de arroz
(Oryza sativa L.) en Venezuela. La enfermedad esta presente en
Barinas, Gudrico y Portuguesa, dénde durante los ultimos arios
se ha venido observando un incremento apreciable en los nive-
les de incidencia y severidad. Las lesiones de mancha agregada
se reconocen porque aparecen como bandas agregadas de cen-
tro verde-grisdceo a café-claro y margen marron a marron-roji-
z0. En PDA el hongo produjo hifas que tuvieron un grosor pro-
medio de 6,04 (5-7) (1 y formo esclerocios superficiales, indivi-
duales v agregados, de color marrén a marron-grisdceo, irregu-
larmente globosos y con el tejido no diferenciado médula y cor-
teza. Las colonias fueron inicialmente blancas y posteriormente
marrén-claras. Los esclerocios midieron 1,9 (0,9-2,2) x 1,2 (0),9-

SUMMARY

Rhizoctonia oryzae-sativae, a binucleate species of the
Jform-genus Rhizoctonia, was identified as the cause of aggre-
gate sheath spat on rice (Oryza sativa L.) in Venezuela. The
disease was observed on rice plants cultivated in Barinas,
Gudrico and Portuguesa states, where its incidence and severity
have increased during the past few years. On potato-dextrose-
agar (Difco PDA). the fungus produced colonies that formed
undifferentiated sclerotia. The colonies, whose hyphae averaged
6.04 (3-7)(u in diameier, were initially white and later turned
light-brown. The sclerotia appeared individually and aggregated
and were observed irvegularly globose, brown to grayish-brown

1,5) mm y se apreciaron constituidos por células globosas apre-
ciablemente estranguladas a nivel del septo y por hifas
indiferenciadas. Las células esclerociales globosas midieron
20,7 (13-28) x 16,7 (12-23)(um. Con la tincion HCIl-Giemsa se
comprobé que las células somdticas fueron principalmente binu-
cleadas: sin embargo, ocasionalmente se visualizaron células
con 1, 3, y 4 miicleos. El hongo realizé anastomosis consislente-
mente con la cepa ATCC-52545 de R. oryzae-sativae aislada de
arroz en California. Las inoculaciones realizadas en arroz ‘Ci-
marrén’, produjeron sintomas similares a los observados en el
campo. R. Oryzae-sativae fue aislado continuamenie de las plan-
tas inoculadas, confirmdndose los postulados de Koch. El estado
sexual no fue observado en PDA ni en los materiales infectados
natural y artificialmente.

and constituted by globose cells interspersed with undifferenti-
ated hyphae. One hundred sclerotia averaged 1.9 (1.6-2.2) x 1.2
(0.9-1.5) mm. The globose sclerotial cells measured 20.7 (13-28)
x 16.7 (12-23) (um. HCl-Giemsa staining revealed mainly bi-
nucleate hyphal cells, however occasionally cells showing I, 3
and 4 nuclei were seen. The fungus frequently anastomosed with
the culture ATCC 52545 of R. oryzae-sativae isolated from rice
in California. Inoculations done on plants of rice’ Cimarrén’
produced symptoms similar 1o those observed in the field. R.
Oryzae-sativae was continuosly isolated from experimentally in-

fected plants confirming the Koch' postulates

INTRODUCCION como se cultiva este cereal, las

plantas estan permanentemente

ro Rhizoctonia. Observaciones
posteriores permitieron com-

siones en la vaina, semejantes
a las descritas en la literatura

El arroz (Oryza sativa L.) es
indudablemente importante en
Venezuela. Existen unas
50.000 has cultivadas en los
estados Apure, Barinas, Coje-
des, Guarico y Portuguesa,
que anualmente producen cer-
ca de 600.000 tons de granos.
La produccion nacional no
solo satisface la demanda in-
terna, sino que ademas deja un
excedente disponible para la
exportacion. Sin embargo, de-
bido a la forma intensiva

expuestas a la accion de ene-
migos naturales, principalmen-
te hongos habitantes del suelo,
que reducen los rendimientos
y deterioran la calidad del gra-
no.

En marzo de 1994, durante
inspecciones de rutina realiza-
das en los arrozales de Cala-
bozo, estado Guarico, con el
propasito de conocer las enfer-
medades que afectan el cultivo
en Venezuela, frecuentemente
se encontraron plantas con le-

como mancha agregada (Gun-
nell y Webster, 1985; Webster
y Gunnell, 1992). Las lesiones
se observaron en forma de
bandas concéntricas con centro
verde-grisaceo a café-claro y
margen marrén a marron-roji-
zo. A partir de los tejidos in-
fectados, se aislé consistente-
mente un hongo que produce
esclerocios no diferenciados en
médula y corteza e hifas con
la morfologia caracteristica de
las especies de la forma-géne-

probar que la enfermedad tam-
bién se presenta en Barinas y
Portuguesa, donde los niveles
de incidencia y severidad al-
canzados durante los ultimos
afios, sugieren la necesidad de
tomar las previsiones necesa-
rias para impedir que en el fu-
turo inmediato los dafos cau-
sados tengan apreciable reper-
cusién en la productividad del
cultivo. En Venezuela se han
reportado cuatro especies de
hongos que atacan la hoja
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envainadora del arroz y produ-
cen esclerocios; dos especies
pertenecen al género Rhizocto-
nia, R. solani Kiihn (Cedefio
er al., 1996; Malaguti, 1951) y
R. Oryzae Ryker & Gooch
(Cedefio er al., 1993a), y las
dos restantes al género
Selerotium, S. hydrophilum
(Cedenio er al., 1995b) y S.
oryzae (Garrido y Malaguti,
1995), siendo la primera de
las mencionadas la que entra-
fia mayor importancia econo-
mica.

El trabajo que se reporta fue
realizado con el proposito de
establecer correctamente la
identidad del agente causal de
la enfermedad investigada. Un
reporte preliminar fué publica-
do en forma de resumen (Ce-
defio ef al., 1995¢).

MATERIALES Y
METODOS

Aislamiento

Del margen de lesiones de
mancha agregada se cortaron
fragmentos de 2 mm? que fue-
ron tratados por 3 min en
hipoclorito de sodio 0.5 %

lavados varias veces con agua
destilada estéril, secados y
sembrados asépticamente en
placas de agar-agua 2 %. Las
placas se incubaron en condi-
ciones normales (22- 24°C)
del Laboratorio de fitopatolo-
gia del Instituto de Investiga-
ciones Agropecuarias de la
Universidad de Los Andes.
Los aislamientos obtenidos
fueran purificados por transfe-
rencias continuas de dpices
hifales a placas de PDA
(Difco) y posteriormente se
conservaron bajo refrigeracion
(4°C) en tubos de PDA incli-
nado. Las caracteristicas del
crecimiento in vitro se evalua-
ron en cultivos de 30 d en
PDA incubados a 26 - 28 °C
en completa total. La tasa de
crecimiento radial se determi-
no en 5 placas de PDA, mi-
diendo en cada una de ellas
dos diametros en angulo recto
a las 72 h de la siembra.
Como inoculo se usaron dis-
cos de agar-micelio (8 mm
diam). extraidos del margen de
colonias producidas durante 4
d en el mismo medio sefalado
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Fig. 1. Lesion causada por R. oryzae-sativae en arroz, Las flechas curvas senalan esclerocios en formacion.

Fig. 2. Hifa mostrando nucleos tenidos con HCI-Giemsa. X 420.
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anteriormente. Esclerocios ma-
duros fueron incluidos en la
resina de Spurr (1969), para
conocer la organizacion de los
tejidos. Los especimenes fue-
ron fijados con formaldehido y
glutaraldehido diluidos ambos
al 3 % en tampdn cacodilato
de sodio 0.1 M y pH 6.3;
postfijados en tetraoxido de
Osmio 1 %, deshidratados en
soluciones seriadas de alcohol
etilico (30, 50, 70, 80 ¥y
100%). incluidos en la resina
e incubados en estufa a 60°C
hasta la polimerizacion. En un
ultramicrotomo con cuchilla de
diamante se hicieron cortes de
2 pm, que luego fueron trata-
dos con solucion acuosa 2 %
de parafenilendiamina y Azur
Il al 0,5 % en Borax | %. Las
muestras se examinaron en un
microscopio fotonico Zeiss
modelo Axioplan MC80.

Caracterizacion nuclear

Para cuantificar los nucleos
en las células somaticas, se
utilizaron cultivos producidos
durante 24 - 48 h, a 26-28°C
en completa oscuridad, sobre
portaobjetos cubiertos con una
capa fina de PDA que se colo-
caron en capsulas de Petri con
varilla de vidrio en forma de
“v™ y papel filtro humedecido
con agua destilada estéril. La
tincion se hizo siguiendo el
procedimiento HCl-Giemsa de
Rogers (1965). Los nucleos se
contabilizaron en células dis-
tintas a la terminal y penalti-
ma.

Anastomosis

Las pruebas de anastomosis
se realizaron en placas de
agua agar 2 % acidificado con
acido lactico, que se incubaron
a 26-28 °C bajo oscuridad.
Como indculo se usaron dis-
cos de agar-micelio (0,5 cm de
diam) del hongo investigado v
de la cepa ATCC 52545 de R.
Oryzae-sativae, cortados de la
periferia de cultivos produci-
dos durante 3-4 d en PDA.
Los discos inéeulo se dispu-
sieron distanciados por 2 cm.
De la zona donde los cultivos
hicieron contacto, se cortaron
rectangulos que seguidamente
fueron tefiidos con lactofucsina

acida al 0,025% y examinados
en el microscopio fotdnico
para comprobar la fusion de
las paredes celulares.

Inoculacion

Las prucbas se realizaron en
plantas de arroz “Cimarrén’
cultivadas durante 60 d en en-
vases de plastico (3 kg de ca-
pacidad). Como indeulo se uti-
lizaron esclerocios cosechados
de cultivos producidos en
PDA. Los esclerocios se colo-
caron (uno/ planta) entre la
vaina v el tallo e inmediata-
mente los recipientes fueron
transferidos a tinas de 80 cm
de diametro y 60 cm de pro-
fundidad. que contenian una
lamina de agua cuya superficie
se ubicaba hasta 1 cm por en-
cima del cuello de las plantas.
La temperatura de incubacion
oscilé entre 26 y 28°C. Perio-
dicamente las plantas fueron
examinadas para observar ¢l
desarrollo de la enfermedad.
De los materiales infectados
experimentalmente se hicieron
reaislamientos para comprobar
los postulados de Koch.

RESULTADOS
Aislamiento e dentificacion

Los numerosos aislamientos
obtenidos de los tejidos con
sintomas de mancha agregada
(Fig.1), desarrollaron en PDA
colonias fiingicas de caracteris-
ticas similares. Las colonias se
observaron ralas, sin micelio
aéreo aparente e inicialmente
fueron blancas y luego ma-
rron-claras. Las hifas tuvieron
un grosor promedio de 6,04
(5-7) um y la tasa promedio
de crecimiento radial fue 7.9
mm/dia. La tincién con HCI-
Giemsa demostré que las célu-
las hifales fueron principal-
mente binucleadas (68 %)
(Fig. 2), aunque ocasionalmen-
te también se visualizaron ce-
lulas con 1 , 3 y 4 nicleos.
Los cultivos incubados a 26 -
28 °C en completa oscuridad,
comenzaron a formar los es-
clerocios 4 d después de la
siembra. Los esclerocios apare-
cieron inicialmente blancos y
luego se volvieron marron-
grisaceos, irregularmente glo-

bosos. superficiales , indivi-
duales y agregados en masas
irregulares. Cien esclerocios
cosechados de cultivos produ-
cidos durante 30 d en PDA,
tuvieron un tamafo promedio
de 1,9 (1,6-2,2) x 1,2 (0,9-1.5)
pm (media mas desviacion
estandard). En las secciones de
2 um examinadas con micros-
copia de luz, los esclerocios
incluidos en la resina de Spurr
{1969} se observaron constitui-
dos por células globosas e
hifas indiferenciadas (Fig. 3).
Las células globosas tuvieron
tamafio promedio de 20,7 (13-
28) x 16,7 (12-23) um y con-
sistentemente se observaron
formando cadenas cortas fuer-
temente estranguladas a nivel
del septo. El hongo realizo
frecuentemente anastomosis
con el cultivo ATCC 52545
de R. oryzae-sativae aislado de
arroz en California.

Inoculacion y reaislamiento:
las pruebas de patogenicidad
realizadas en plantas sanas de
arroz “Cimarrén’ , produjeron
sintomas similares a los obser-
vados en el campo. Las lesio-
nes se observaron inicialmente
verde-claras y mas tarde pre-
sentaron centro café-claro y
margen marron a marron-roji-
z0. Posteriormente alrededor
de las lesiones iniciales, se
agregaron otras bandas de teji-
dos necrosados con bordes
claramente definidos, propor-
cionandole el aspecto de ban-
das agregadas del cual se deri-
va el nombre comin de la en-
fermedad.

DISCUSION

La morfologia y el didmetro
hifal, la anatomia y tamaio de
los esclerocios, la caracteristica
nuclear de las células somatica
y la anastomosis, confirmaron
que el hongo investigado es
R. oryzae-sativae (Mordue,
1974: Ou, 1972: Sneh er al.,
1991; Webster y Gunnell,
1992). El hongo fué primera-
mente llamado Sclerotium
oryzae-sativae por Sawada,
quien en 1922 lo identifico
como la causa de la mancha
esclerocial del arroz en Tai-
wan (Ou, 1972). Sin embargo,
posteriormente, Mordue (6). en
consideracion a la morfologia

hifal y la anatomia esclerocial,
traslado el género a Rhizocto-
nia DC. Su estado teleo-
morfico es Ceratobasidium
oryzae-sativae Gunnell 'y
Webster y fue descubierto por
primera vez en plantas de
arroz atacadas por la mancha
agregada en California (Gun-
nell y Webster, 1985). C
oryzae-sativae se distingue de
las otras especies de Ceratoba-
sidium porque produce basi-
dios esféricos con solo dos
esterigmas (Gunnell y Webs-
ter, 1985).

El hongo realizé anastomo-
sis consistentemente con la
cepa ATCC 52545 correspon-
diente a un cultivo de R.
oryzae-sativae aislado de arroz
en California. Sus células
hifales fueron principalmente
binucleadas, aunque espo-
radicamente se consiguieron
células con 1, 3 v 4 nuicleos.
Estos resultados coinciden en
parte con los publicados por
Gunnell y Webster (1984),
quienes en su reporte no sena-
Jaron la observacion de cclulas
uninucleadas. La caracteristica
nuclear de las células vegeta-
tivas, conjuntamente con la
naturaleza del septo y la mor-
fologia de la estructura sexual,
son los criterios de mayor
confiabilidad y utilidad taxo-
nomica en la identificacion de
especies de Rhizoctonia y Rhi-
-octonia-semejantes (Parmeter
et al., 1967).

Los esclerocios del hongo
investigado se apreciaron indi-
viduales y agregados, irregu-
larmente globosos. de color
marrén a marron-grisaceo y
constituidos por células
globosas e hifas indiferencia-
das. Estas caracteristicas coin-
ciden con las descritas por
Mordue (1974) y Ou (1972).

Las prucbas de inoculacion
y reaislamiento demostraron
que R. oryzae-sativae €s el
agente causal de la mancha
agregada del arroz en Vene-
zuela. La enfermedad ha sido
reportada, ademis, en China,
EE.UU, Malasia, Sri Lanka,
Japon y Vietnam (Gunnell y
Webster, 1984: Mordue, 1974;
Ou, 1972). En California su
incidencia y severidad se
incrementaron luego de que
los productores de arroz co-
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menzaron a sembrar cultivares
semi-enanos en sustitucion de
los de porte erecto (Gunnell y
Webster, 1984). Los sintomas
de la mancha agregada son se-
mejantes a los del afiublo y la
mancha de la vaina, cuyos
agentes causales R solani AG-
1-1A y R. oryzae (Ou, 1972;
Webster v Gunnell, 1992), res-
pectivamente, se caracterizan
por poseer células hifales
multinucleadas (Sneh er al.,
1991). De manera similar
como ocurre en las enfermeda-
des causadas por R. solani y
R. oryzae, las infecciones de
mancha agregada se inician en
los tejidos de la vaina locali-
zados a nivel de la superficie
de la lamina de agua y usual-
mente son provocadas por es-
clerocios que flotan en la mis-
ma (Gunnell y Webster,
1984). De acuerdo a Gunnell
y Webster (1984), la mayor
susceptibilidad de los cul-
tivares semi-enanos de arroz,

en comparacion con los de
porte erecto, estd mas relacio-
nada con el microclima que
estos generan que con la com-
posicion genética, por cuanto
los cultivares semi-enanos pro-
ducen mas brotes, pueden
sembrarse a mayores densida-
des y responden mejor a dosis
elevadas de nitrogeno.
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