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RESUMEN

ABSTRACT

La enfermedad conocida como pudricion de la vaina del arroz es pro-
ducida por Sarocladium oryzae, el cual se detectd por primera vez en
nuestro pais a finales de 1997. Este hongo, conjuntamente con el aca-
ro Steneotarsonemus spinki, provoco serias afectaciones en el cultivo
del arroz en La Habana y Pinar del Rio. Sobre la biologia y epidemio-
logia de este patégeno es muy poco lo que se conoce hasta el mo-
mento, por lo que se hace necesario realizar diferentes estudios
biolégicos de nuestros aislamientos. En este trabajo se evaluo el cre-
cimiento y esporulacién de S. oryzae en cinco medios de cultivo, con
el objetivo de seleccionar el mas adecuado para el desarrollo de este
hongo. Los medios estudiados fueron Agar de Czapeck Dox (modifi-
cado), Agar arroz, Agar de Sabouraud, Agar extracto de malta y Agar
papa dextrosa. A los tres, seis, nueve, doce y quince dias se midi6 el
crecimiento micelial del hongo y se determind la esporulacioén por con-
teos de conidios en la camara de Neubauer. Se describieron las colo-
nias en cada medio de cultivo, observando diferencia en cuanto a la
forma de la colonia, coloracion y aspecto en cada sustrato. A los
quince dias se pudo apreciar que el hongo crecio mas en agar extracto de
malta, donde alcanzé 51 mm, seguido de agar de Czapeck, con 45 mm, y
41 mm en agar de Sabouraud. Para la esporulacién se alcanzaron con-
centraciones de 1,4 x 10” con/mL en el sustrato antes mencionado y
en los restantes los valores oscilaron entre 1,1x 10° a 4,4 x 10° con/mL.
El medio agar de Czapeck fue seleccionado como el adecuado para el
crecimiento, esporulacion y caracter diagnéstico de S.oryzae, funda-
mentalmente por la pigmentacion naranja del reverso de la colonia.

Palabras claves: Sarocladium oryzae, medio de cultivo, crecimiento,
esporulacion

Sheath rot diseases is caused by S. oryzae detected for the first time in
Cuba by the end of 1997. This fungus and the mite Steneotarsonemus
spinki produced serious damage in Pinar del Rio and La Habana pro-
vinces. Biological and epidemiological studies on this pathogen are
very scarce so it is necessary to carry out different biological studies to
our S. oryzae isolates. Growth and sporulation were assessed on five
culture media in order to select the best one. The media studied were:
modified Czapek-Dox Agar, Rice Agar, Sabouraud’s Agar, Malt
Extract Agar and Patato Dextrose Agar. The micelial growth and spo-
rulation were measured at 3, 6, 9 and 15 days. Colonies were descri-
bed for every culture media having differences in relation to their color,
shape and texture. The best media when assessed at 15 days were
Malt Extract Agar reading 51 mm the colony diameter, followed by
Czapek-Dox reading 45 mm and on Sabouraud’s Agar colonies rea-
ched 41 mm mycelial growth. The sporulation value reached on Sa-
bouraud’s Agar was 1.4 x 107 conidio/ml. For the rest of media the
sporulation ranged from 1.1-1.4 x 1 0° conidia/ml. Czapek-Dox culture
medium was selected as the proper one for growth, sporulation and for
diagnostic purpose since orange pigment in colony reverse, appeared
when cultured on it.
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INTRODUCCION

La pudricién de la vaina del arroz causada por el hon-
go Sarocladium oryzae se ha convertido en los altimos
anos en una enfermedad de gran importancia en dife-
rentes paises de Asia, Africa y América, sobre todo de-
bido a la introduccion de variedades semienanas y
cultivares de alta produccién [Gill y Bonman, 1994].
En Taiwan la presencia de este hongo ha provocado la
esterilidad, vaneado y decoloracién de la semilla, con
pérdidas estimadas entre un 20-60% [Tschen et al.,
1997].

En nuestro pais se detecta por primera vez en septiem-
bre de 1997, al ocurrir una explosién epidémica de la
enfermedad y al mismo tiempo del acaro S. spinki; los
que provocaron considerables pérdidas de las cosechas
en las provincias de La Habana y Pinar del Rio [San-
doval et al. 1999].

Los sintomas de la enfermedad aparecen en la fase de
maduracion y comienzo de la formacion de la panicu-
la. Principalmente la infeccién se observa en la parte
superior de la vaina de la hoja que envuelve la panicu-
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la, y se presentan pequefias manchas oblongas en la
vaina de la hoja bandera, las cuales se alargan hasta for-
mar grandes manchas irregulares, que pueden provocar
necrosis de la vaina y el posterior bloqueo en la emergen-
cia de la panicula [Anuradha y Madhiazagan, 2000].

El agente causal presenta conidiéforos abundantes,
con tres o cuatro fialides verticiladas, conidios hialinos,
lisos, unicelulares, cilindricos y con extremos redon-
deados [Brady, 1980; Ou,1985].

Sobre la biologia de este patégeno no se tiene suficien-
te informacion, especialmente en nuestro pais. Por tal
motivo el objetivo fundamental de este trabajo fue se-
leccionar el medio de cultivo adecuado para el creci-
miento, esporulacion y conservacién de este hongo, y
asi poder realizar estudios posteriores sobre la biologia
y epidemiologia con nuestros aislamientos.

MATERIALES Y METODOS

Se estudi6 el efecto de cinco medios de cultivo sobre el
crecimiento y esporulacion de S. orpzae. Los sustratos
evaluados fueron agar papa dextrosa, agar dextrosa de
Sabouraud, agar de Czapek-Dox (modificado), agar
extracto de malta y agar arroz.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave du-
rante 20 minutos a 1,5 atm, y posteriormente se exten-
dieron en placas petri Anumbra de 9 cm de didmetro.

Para conocer el crecimiento micelial se prepararon pla-
cas madres a partir de aislamientos monospdricos del
patégeno, las cuales se incubaron a temperatura am-
biente durante siete dias. Posteriormente se depositd
un disco de agar con micelio de 0,5 cm de este cultivo
en el centro de cada una de las placas con los cinco me-
dios, sembrando tres placas por cada sustrato. Se deter-
mino el crecimiento radial del patégeno a los tres, seis,
nueve, doce y quince dias después de la siembra a la
temperatura de incubacion de 30°C. Se describieron
las caracteristicas morfolégicas de las colonias para
cada uno de los sustratos.

Para el caso de la esporulacion se prepararon erlenme-
yers con 40 mL de cada medio de cultivo previamente
licuado, y a una temperatura menor de 40°C se le ana-
di6 a cada uno 0,1 mL de una suspensioén de S. orpzae a
la concentraciéon de 5 x 10 ¢ con/mL. Los erlenmeyers
con cada sustrato y la suspension del patégeno se ex-
tendieron en tres placas y se incubaron a 30°C. La
frecuencia de evaluacién fue la misma que para el creci-
miento, determinando la esporulacién en el microsco-
pio 6ptico, mediante conteo de conidios en la caimara
de Neuvauer.

Con los datos obtenidos a los quince dias, se realiz6
un andlisis de varianza utilizando el test de significa-
cién de Newman Keuls.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De manera general se observé que S. oryzae es capaz de
crecer satisfactoriamente en los diferentes sustratos
probados, aunque se caracteriza por tener un creci-
miento lento, el cual varia en dependencia de los nu-
trientes presentes en ellos.

Las caracteristicas de las colonias se comportan de la
siguiente manera en cada medio utilizado:

Agar papa dextrosa: Alos tres dias las colonias son algo-
donosas con una coloracién blanquecina y ligeramente
naranja en el reverso. Pasados seis dias se observaron
aterciopeladas, con bordes regulares bien definidos y
una coloracién rosada palida por ambas partes de la co-
lonia, manteniéndose de esta manera hasta el final de
la evaluacion.

Agar dextrosa de Sabouraud: Se observaron colonias de
textura aterciopelada de color amarillo muy claro con
el borde mas palido casi blanco y por el reverso pardo a
ocre tostado. Los bordes eran irregulares en forma de
concha y se formaron surcos alrededor del centro de la
colonia.

Agar Czapek-Dox (modificado): En este medio el hongo
desarrolla colonias afieltradas con una coloraciéon rosa-
da que se va intensificando a medida que pasan los
dias, tomando un color rosado intenso casi naranja por
el reverso de la colonia, con bordes filamentosos.

Agar extracto de malta: Las colonias son algodonosas,
aunque un poco mas ralas en el crecimiento alrededor
del ponchete. La coloracién por arriba es blanco sucio
casi amarillo y por debajo color crema. Los bordes son
ligeramente irregulares. En los trabajos realizados por
Brady (1980) y Ou (1985) plantean que las colonias de
S. oryzae en este medio son blancas con un tono azafra-
nado claro, compactas, algodonosas y con el reverso
ocre naranja.

Agar arroz: Colonias de apariencia aterciopeladas,
muy ralas. Coloracién blanco sucio por encima y por
el reverso, con los bordes ligeramente amarillos y angu-
losos.

En la evaluaciéon realizada a los quince dias se com-
prob6 que S. oryzae crecié mas en agar extracto de malta
donde alcanz6 51 mm, seguido de agar Czapeck con 45 mm,
y 41 mm en agar de Sabouraud (Fig. I).

El menor crecimiento se obtuvo con el medio agar papa
dextrosa con 35 mm, el cual no presenté diferencias
significativas con el agar arroz, que alcanzé 39 mm.
Estos resultados coinciden con las descripciones reali-
zadas por Shahjaban et al. (1977), donde se plantea
que el crecimiento de este patégeno es lento en el sus-
trato de agar papa dextrosay llega a alcanzar entre 30 a
35 mm de didmetro a los 10 dias de incubacién a 28°C
con textura algodonosa de sus colonias, color blanco a
naranja rosado muy claro en el reverso. Este hongo fue
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cultivado también en frijol de lima agar; levadura glu-
cosa agar; agar de maizy levadura-malta agar con bue-
nos registros de esporulacién en papa dextrosa agar, sin
embargo no describen las caracteristicas de las colonias
sobre estos sustratos.

Debido a estas caracteristicas de S. orpzae en agar papa
dextrosa, consideramos que este medio puede ser utili-
zado para su conservacion durante determinados pe-
riodos de tiempo, ademads de ser menos costoso que

otros sustratos evaluados y de utilizarse cominmente,
segin Lopez (1999), como un medio de rutina para el
trabajo en el laboratorio.

En los estudios realizados sobre la variabilidad de aisla-
mientos de Colletotrichum gloeosporioides llevados a cabo
por Rivas y Orihuela (1988) el medio papa dextrosa
agar resulté 6ptimo para el crecimiento y la esporula-
ciéon del hongo a los siete dias, en comparacién con
agar de Czapeck que fue el menos eficiente.
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Figura 1. Crecimiento micelial de S. orpzae en los cinco medios de cultivo

Sandoval y Méndez (1987) estudiaron la influencia de dife-
rentes sustratos en el crecimiento y esporulacién de Cory-
nespora cassiicola determinando un crecimiento favorable en
agar Saboraoud, papa dextrosa agar y Czapeck y la esporu-
lacién oscil6 entre 7-9 x 10° esporas/mL en estos medios.

En lo referente a la esporulacién de S. oryzae se obtuvo una
mayor concentracion en agar de Sabouraud con 1,4 x
107 con/mL, siendo el Gnico medio que difirié signi-
ficativamente de los restantes, en los cuales los valores os-
cilaron entre 1,1 x 10° y 4,4 x 10° con/ mL.

Tabla 1. Esporulaciéon de S. oryzae en diferentes medios de cultivo

Evaluaciones (dias)
Medios de cultivo
3 6 9 12 15

PDA 2,5X10° |4,7X10° 1,6 X100 | 2X 100 2,6 X 10°b
SABOURAUD 0,8X10° |7,3X10° |4X10° 8,7X 10° | 1,4 X 107a
ARROZ 2 X 104 22X100 |58X100 |7,8X10° | 1,1 X10°b
MALTA 1 X10° 7,2 X 10° 1,9X 106 | 2X 106 3X10°b
CZAPECK I,5X10° |2,7X10° 1,6 X100 |2,4X10° | 4,4X10°b

Segiin Lukens (1963) ciertos medios de cultivo son
mas favorables para la esporulacién de los hongos por
tener carbohidratos complejos que frecuentemente son
menos adecuados para la produccion de hifas vegetati-
vas y mas adecuados para la produccion de esporas y/o
conidios. Los hongos generalmente crecen mejor en un
medio rico en carbohidratos, pero si se conservan du-
rante largos periodos de tiempo, la esporulacion puede
disminuir [CAB, 1983].

En muchas ocasiones la esporulacion depende en gran
medida del medio empleado. Por ejemplo, para el caso
de Fusarium oxysporum en agar de arroz, tiene una baja
producciéon de conidios, siendo superior en medio de
harina de trigo y papa dextrosa agar [Berton, 1981].

El-Magied et al. (1991) utiliz6 diferentes medios selec-
tivos (agar papa dextrosa, rosa bengala, AFPA y agar
Czapeck) para el aislamiento e identificacién de hon-
gos en arroz y maiz, determinando que agar Czapeck
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fue el mas adecuado para el crecimiento de estos hon-
gos, incluyendo S. oryzae.

Brady et al. (1989) en los estudios realizados sobre la
sobre la fisiologia de S. oryzac comentan que los aisla-
mientos de diferentes paises y hospedantes como arroz
y bambt presentan patrones de isoenzimas semejan-
tes, pero existian diferencias en cuanto a la pigmen-
taciéon del reverso de sus colonias, como son el color ama-
rillo brillante al cultivar los aislamientos en nitrito agar, y
otros exhibian color carmelita en nitrato Czapeck.

En nuestro caso particular la presencia del pigmento
naranja brillante en este sustrato, tal y como se presen-
ta en las cepas cultivadas en nuestro estudio, constitu-
ye un caracter diagnoéstico, y por tales razones, a pesar
de que el hongo crecié mas en agar extracto de malta y
esporul6 en agar de Sabouraud, el medio agar Czapeck
fue seleccionado como el adecuado para el crecimiento,
esporulacion y sobre todo por el caracter diagnéstico,
al destacarse la pigmentacion naranja en el reverso de
la colonia, lo cual facilita la identificacion de S. oryzae.
Esto coincide con Lépez (1999) al plantear que el sus-
trato utilizado tiene gran influencia en la morfologia de
los caracteres utiles para el diagndstico de hongos.

CONCLUSIONES

* El crecimiento de S. oryzae resulté lento en los cinco
medios de cultivo evaluados.

* El crecimiento micelial fue mayor en agar de malta
con 51 mmy la esporulacién en agar de Sabouraud con
una concentraciéon de 4,4 x 10 con/mL.

* De todos los sustratos evaluados el mas adecuado
para el desarrollo del hongo fue agar de Czapeck por
ser representativo de las caracteristicas de esta espe-
cie, ademas de que el crecimiento y la esporulacion fue-
ron aceptables.
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