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RESUMEN

En ensayos conducidos en laboratorio, fueron evaluados cuatro métodos (Papel de filtro, Agar papa glucosado, Agar poroto y
Agar extracto de malta), considerandose su eficiencia y sensibilidad para detectar Microdochium oryzae en semillas de arroz, variedad
Fortuna. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de varianza y las medias comparadas por con el test de Tukey. Entre los métodos
probados, las mayores incidencias de M oryzae fueron detectadas en las semillas sembradas en medio conteniendo agar poroto. En ensayos

de relevamiento sanitarios, cuantificacion de la transmision y de control, se deberia usar preferencialmente este medio.
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ABSTRACT

Preliminary study on detection methods of Microdochium oryzae in rice seeds

Four seed health methods (Blotter test, potato glucose agar, bean agar and malt agar) were evaluated for detection of Microdochium
oryzae in rice seed, cultivar Fortuna, from Corrientes, Argentina. Data of seed incidence were submitted to analysis at the 5 % significance
level. The highest incidence of M. oryzae in seeds were detected on bean agar. Thus, this method should be recommend for detection and

studies of transmission and control of M. oryzae in rice seeds.

Keywords: Oryza sativa, Monographella albescens, leaf scald of rice.

El cultivo de arroz (Oryza sativa L.) en Argentina es
realizado en la region Litoral del pais, siendo la provincia
de Corrientes la principal productora con un total de 70000
has sembradas durante la campaifia 2006-2007. Este cultivo
es afectado por varias enfermedades de origen fingico,
entre las cuales, la escaldadura de la hoja es considerada
una enfermedad de importancia creciente (Mazzanti
de Castanon & Gutiérrez, 2001). El agente causal es
Microdochium oryzae (Hashioka & Yokogi) Samuels & 1.C.
Hallet (anamorfo) [sinonimos Gerlachia oryzae (Hashioka
& Yokogi) W. Gams y Rhynchosporium oryzae Hashioka
& Yokogi] cuyo teleomorfo es Monographella albescens
(Thiim.) W.O. Parkinson, Sivan. & C. Booth (Ou, 1985;
Webster & Gunnell, 1992).

La escaldadura de la hoja de arroz se caracteriza por
presentar diferentes sintomas segtin los estadios de la planta
de arroz (desde plantula, lesiones necroticas en ldminas y
vainas foliares, a manchado de glumas de granos de arroz).
El sintoma que se manifiesta sobre las laminas foliares es
el mas comin y de facil reconocimiento en condiciones de
campo (Mazzanti de Castanon & Gutiérrez, 2001).

La enfermedad tiene amplia distribucion mundial y
esta presente en varios paises de América, Africa y Asia,
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tanto en cultivos bajo riego o en secano, ocasionando
pérdidas considerables (Boratynski, 1979; Filippi & Prabhu,
2005; Kimati et al., 2005; Ou, 1985; Wesbster & Gunnell,
1982). También, el hongo se observa asociado a granos de
arroz, integrando el complejo causal del manchado de las
glumas de arroz (Gutiérrez, 2002). Las semillas infectadas
y los restos de cultivos constituyen las principales fuentes
de indculo de la enfermedad (Mia et al., 1986; Ou, 1985).

En relevamientos de cultivos de arroz de la region
y en analisis de sanidad rutinarios realizados con muestras
de semillas de la region, se pudo constatar que la presencia
del hongo M. oryzae ha ido aumentando en éstas ultimas
campaiias agricolas. Lo cual indica que la semilla de arroz
cumple un rol fundamental en la diseminacion del patogeno
por medio de la misma. Por esta razon, se considera
necesario contar con métodos de analisis de sanidad que
permitan detectar en forma eficiente y rapida, la presencia
del hongo en las semillas.

Con respecto a los métodos utilizados para su
deteccion, se mencionan el del papel de filtro (Blotter
test) y el del agar como los mas sensibles para los analisis
sanitarios, segin lo informan los trabajos realizados por
Boratynski (1979); Mia (1986); Mew & Misra (1994)
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y Shetty & Shetty (1988). Un medio semiselectivo fue
desarrollado por Manandhar (1999), el cual es constituido
por sucrosa como fuente carbonada y cloruro de potasio,
con el agregado de varios antibidticos y un fungicida
(Mancozeb). En otro estudio, Parkinson (1980) analizo
el efecto de algunos medios de cultivo y de la luz sobre
la morfologia y el crecimiento del hongo, obtuvo buena
esporulacion en medio so6lido con 1% de peptona y 0,25%
de glucosa. También Thomas (1981), observd buena
esporulacion del hongo, en agar sucrosa, agar peptona y
agar V8. Mew & Misra (1994) informaron que M. oryzae es
observado con frecuencia en las semillas de arroz.

El hongo M. oryzae es uno de los mas importantes
patdgenos del arroz en Argentina, por eso se torna necesario
contar con métodos sensibles para su deteccion. El objetivo
de este trabajo fue comparar cuatro métodos de analisis
sanitario de semillas, a fin de seleccionar el mas sensible en
la deteccion de M. oryzae asociado a semillas de arroz.

El ensayo fue conducido en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE,
Corrientes, Argentina. Se analizaron semillas de la variedad
Fortuna, procedente de la localidad de Perugorria, Corrientes
(Argentina) naturalmente infectada con M. oryzae y
cosechada durante la campaia agricola 2006/07.

Para el analisis se utilizaron los siguientes métodos:
Papel de filtro (PF) (Blotter test); Agar papa glucosado
(APG) 1,5%, pH 6; Agar poroto (AP) 3%, pH 6 y Agar
extracto de malta (AEM) 2%, pH 6 (Mathur & Kongsdal,
2003; Mew & Misra, 1994).

Para el método del papel de filtro se utilizaron cajas
de Petri de 9 cm de diametro, con tres discos de papel de filtro
humedecidos con agua estéril, sobre los que se depositaron 25
semillas de arroz. Para los métodos agarizados, las semillas
fueron inicialmente tratadas en una solucion de hipoclorito de
sodio al 2,5% por 10 minutos y posteriormente fueron lavadas 3
veces con agua estéril, durante 5 minutos cada uno (modificado
de Mathur & Kongsdal, 2003). Luego, las semillas fueron
transferidas a cajas de Petri conteniendo el medio de cultivo
correspondiente, con el agregado de un antibidtico (sulfato de
estreptomicina). Se colocaron 10 semillas por caja de Petri.

Las cajas sembradas fueron incubadas a temperatura de
24+ 2°C con fotoperiodo de 12 h luz, 12 h oscuridad (NUV).
Fueron utilizadas 400 semillas de arroz por método analizado.
Después de 10-12 dias de incubacion, la identificacion del
patdgeno se realizo utilizando los microscopios estereoscopico
y compuesto. Se consider6 semilla infectada a aquella
que presentd las estructuras de fructificacion del patogeno
(esporodoquio y/o micelio).

La comparacion estadistica de los métodos de analisis
fuerealizada a través del analisis de la varianza y el test de Tukey
con 5 % de probabilidad. El hongo M. oryzae fue detectado
en todos los métodos de andlisis utilizados, registrandose los
siguientes valores de incidencia: PF (4%), AEM (4%), APG
(23%)y AP (41,25%) (Tabla 1).

En las semillas enfermas, M. oryzae produjo los
siguientes sintomas: muerte de raicillas y coleoptilos,
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TABLA 1- Incidencia de Microdochium oryzae en semillas de
arroz, variedad Fortuna, en diferentes métodos de sanidad

Métodos Incidencia (%)
PF 4 a
AEM 4 a
APG 23 b
AP 41,25 ¢

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05) PF=Papel
de filtro; AEM=agar extracto de malta; APG=Agar papa glucosado;
AP=Agar poroto.

o inhibicién de la germinacion, desarrollando micelio
algodonoso de color blanquecino y/o esporodoquios de
color salmon sobre los tejidos enfermos (Figura 1). En
los métodos utilizados se observo que el patégeno puede
manifestarse de maneras diferentes sobre las semillas
y/o sustratos, ya sea desarrollando abundante micelio
aéreo, algodonoso blanquecino y escasa presencia de
esporodoquios de color salmon, o solamente formando una
masa cremosa de conidios de color salmoén brillante, sin
micelio (Figura 2). Cuando las semillas se sembraron en
PF, M. oryzae desarrolld pequeiios esporodoquios de color
salmon, aislados, sin micelio aéreo sobre las glumas de la
semilla; en APG, APy AEM, el hongo produjo micelio aéreo
y/o esporodoquios tipicos. Estas caracteristicas culturales
del hongo ya habian sido descritas por Parkinson (1980),
quién encontr6 que la tasa de crecimiento y el grado de
pigmentacion de la masa de conidios estaban influenciadas
por el tipo de medio de cultivo utilizado; aquellos medios
que contenian arroz pulido y arveja, produjeron buen
crecimiento del micelio y conidios, a diferencia de los
medios con agar papa dextrosa que desarrollaron abundante
micelio aéreo. En agar harina de maiz, el crecimiento del
micelio fue sumergido, pero con abundante produccion de
conidios.

El analisis estadistico muestra que el método AP fue
significativamente mas eficiente (p<0,05) que PF, AEM y
APG, para la deteccion del patdogeno en semillas; ademas
se comprobo que al utilizarse dicho método, también se
desarrolla Alternaria padwickii (synonym Trichoconis
padwickii), considerado actualmente un patogeno importante
de las semillas de arroz. Con respecto a los métodos de PF y
AEM, no se observo diferencias significativas entre ambos.
Por lo tanto y de acuerdo con los resultados obtenidos en
este trabajo, el medio de agar poroto resultd ser el mas
sensible para la deteccion de M. oryzae en semillas de arroz.
Este método deberia recomendarse en relevamientos de
sanidad de semillas, cuantificacion de transmision semillas-
plantulas y de control quimico. Sin embargo, mas estudios
son necesarios para establecer la importancia del uso del
medio de agar poroto en muestras de semillas de diferentes
variedades y con diferentes niveles de infeccion.
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FIGURA 1 - A. Esporodoquios de Microdochium oryzae sobre semillas de arroz (método de agar poroto); B. Sintomas
en semillas de arroz causados por M .oryzae (método de agar poroto).
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