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RESUMEN

El hongo Gaeumannomyces spp causante de la enfermedad conocida como “mal de pie” es el
patégeno radicular mas importante de cereales y pastos en el mundo. En Nicaragua se reporta
como plaga oficial en 2010, vinculandole a pérdidas de hasta el 20% de rendimientos en campos
de arroz. A la fecha en el pais, se desconoce su biologia y las medidas de manejo méas adecuadas.
Por consiguiente, esta investigacion se emprendio con el objetivo de caracterizar tres aislados
desde el punto de vista morfoldgico, describir su proceso infeccioso y la sensibilidad a cinco
fungicidas comerciales. Para la caracterizacién morfoldgica se recolectaron muestras de plantas
arroz afectadas por el patégeno, en tres zonas arroceras donde se ha observado su presencia.
Para la descripcion del proceso infeccioso en tallos y hojas se establecié un ensayo in vivo en
disefio completamente al azar en invernadero, con la variedad de arroz INTA Dorado. La
evaluacion de sensibilidad de los aislados a fungicidas, se utilizé la técnica del cultivo dual y
medio envenenado. Para la caracterizacién morfoldgica y del proceso infeccioso se realizé un
analisis descriptivo de las variables evaluadas, mientras que para las pruebas de sensibilidad a
fungicidas se realiz6 un ANDEVA. Los aislados mostraron caracteristicas morfoldgicas
similares, y dos de ellos produjeron peritecios con alto nimero de ascas y ascosporas, cuyas
dimensiones corresponden con la especie Gaeumannomyces orizynus (Sacc.). En el invernadero
los tres aislados generaron lesiones con centro decolorado y bordes oscuros, las cuales
avanzaron hacia la base de la planta, hasta secar las vainas de las hojas y reducir la firmeza del
tallo, facilitando el acame de la planta. Los tres aislados mostraron sensibilidad diferenciada a
los fungicidas comerciales evaluados.

Palabras clave: Ophiobolus, Oryza sativa, pudricion de la vaina, sintomatologia, inhibicion.
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ABSTRACT

Gaeumannomyces spp causal agent of the disease known as "take all" is the most important root
pathogen of cereals and grasses in the world. In Nicaragua it was officially reported as pest in
2010, linking it to yield losses of up to 20% in rice fields. To date in the country, its biology and
the appropriate management are unknown. Consequently, this investigation was undertaken
with the objective of characterizing the morphology of three isolates, describing their infectious
process and the sensitivity to five commercial fungicides. For the morphological
characterization, samples of rice affected by the pathogen were collected in three rice-growing
areas where its presence has been observed. For the description of the infectious process in stems
and leaves, an in vivo trial was conducted in a completely randomized design in greenhouse with
INTA Dorado rice variety. In evaluating the sensitivity of the isolates to fungicides, the dual
culture technique and poisoned medium was used. For the morphological characterization and
the infectious process, a descriptive analysis of the evaluated variables was carried out, while
for the fungicide sensitivity tests an ANOVA was performed. The isolates showed similar
morphological characteristics, and two of them were able to generate perithecia with a high
number of asci and ascospores, whose dimensions coincide with the species Gaeumannomyces
orizynus (Sacc.). In the greenhouse, the three isolates generated lesions with a discolored center
and dark edges, which advanced towards the base of the plant, until the leaf sheath dried up and
the stem firmness was reduced, facilitating the lodging of the plant. The three isolates showed
differentiated sensitivity to the commercial fungicides evaluated.

Keywords: Ophiobolus, Oryza sativa, crown sheath rot, symptomatology, inhibition.
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l. INTRODUCCION

Los cereales constituyen el elemento mas importante de la dieta humana. Solamente el maiz,
arroz y trigo representan aproximadamente el 42.5 % del suministro de calorias alimentarias del
mundo. En el plano mundial, su contribucion a la aportacion de proteinas, que ronda el 37%, se

ve apenas superada por los productos pesqueros y ganaderos (FAO, 2016).

En el caso especifico del arroz (Oryza sativa L.) es el alimento mas importante para la
humanidad, el cual es consumido a diario por la mitad de las personas en todo el mundo (IRRI,
2018). Es cultivado en mas de cien paises que producen mas de 700 millones de toneladas de
arroz al afio, siendo los paises asiaticos los que concentran el 90% de la produccion mundial.
Brasil, Estados Unidos, Egipto, Madagascar y Nigeria juntos producen 5% (FAO, 2018).

En Nicaragua, el arroz es uno de los cultivos mas importantes en el sector agropecuario nacional
y al mismo tiempo uno de los principales alimentos en la dieta de los nicaraguenses, su aporte
energético dentro de la canasta basica es del 14%. La actividad arrocera genera un equivalente
a 190.70 millones de doblares a nivel nacional y alrededor de 75 mil puestos de trabajo directos
e indirectos al afio (ANAR, 2014).

A pesar de registrar cosechas récord en 2016 (741.56 millones de toneladas) y 2017 (756.7
millones de toneladas) a nivel mundial (FAO, 2017), son cada vez mas los retos que afronta la
produccion de arroz. Aspectos climaticos, edafoldgicos, disponibilidad de agua, plagas, malezas
y por supuesto los problemas fitosanitarios son con mas frecuencia acusados por los

productores.

La alta incidencia de enfermedades fungosas en el cultivo ha provocado grandes pérdidas en los
agroecosistemas arroceros en Latinoamérica. En lo que respecta a Nicaragua y sus
agroecosistemas arroceros, son varios los microrganismos que se reportan como patégenos en
el cultivo. EI INTA (2012) en su manual de sintomas de enfermedades y plagas asociadas reporta
a Pyricularia grisea Sacc, Rhizoctonia solani, Helminthosporium oryzae, Sarocladium oryzae

y Ustilaginoidea virens como patdgenos del reino fungi que afectan al cultivo.



No obstante, desde 2015 diversas fincas de las zonas arroceras del pais reportan la aparicion de
un patdgeno fungoso conocido como Gaeumannomyces, el cual, segun los productores puede

reducir hasta 20% el rendimiento del cultivo.

El hongo Gaeumannomyces provoca la enfermedad del “mal de pie” o “pie negro”, al punto de
convertirse en el patbgeno mas importante a nivel radicular de los cereales y pastos en el mundo
(Hernandez-Restrepo et al. 2016). Segin comunicaciones verbales con el Dr. Gustavo Prado !
y Dr. Jorge Gdngora?, este ascomicete ha provocado grandes pérdidas en regiones de clima frio,
en cultivos como el trigo y la avena, sin embargo, ha sido encontrado en los agroecosistemas
arroceros de la region latinoamericana desde inicios de la década anterior y recientemente en

paises como Costa Rica y Nicaragua.

Por un lado, solamente Prabhu y Filippi (2002), Garrido (2009), Salazar (2014), Briones (2014)
y Martinez et al. (2014) han reportado a Gaeumannomyces como patdgeno del arroz en Brasil,
Per(, Colombia y Cuba respectivamente. Sumado a esto Unicamente Salazar (2014) hace
referencia a la sintomatologia que presenta en la planta. Por otro lado, en lo que respecta a
posibles alternativas de control sobre Gaeumannomyces en arroz, solamente se hace referencia
a Trichoderma (Garrido, 2009).

El MAGFOR (2010) reporté de manera oficial la presencia de Gaeumannomyces en los
agroecosistemas arroceros de Nicaragua. A pesar de ello la gran mayoria de productores ain
desconocen su biologia, su proceso infeccioso y las medidas de control mas adecuadas, es por
ello que el presente estudio pretendié caracterizar la morfologia de tres aislados provenientes de
tres zonas arroceras de Nicaragua, identificar la(s) especie(s) presentes, describir su proceso

infeccioso y por altimo evaluar su sensibilidad in vitro a fungicidas comerciales.

1 Comunicacién personal. Dr. Gustavo Prado, Asesor fitopatoldgico Agricola Miramontes SA.

2 Comunicacién personal. Dr. Jorge Gongora, Asesor en area de Fitopatologia, Melones de Nicaragua SA y
Agropecuaria Ponte.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Generar informacion cientifica sobre las caracteristicas morfologicas, identificacion a
nivel de especie, proceso infeccioso y sensibilidad a fungicidas comerciales de tres

aislados de Gaeumannomyces spp obtenidos de tres zonas arroceras de Nicaragua.

2.2 Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas morfologicas de aislados de Gaeumannomyces spp
provenientes de tres zonas arroceras de Nicaragua.

o ldentificar la(s) especie(s) de Gaeumannomyces spp presente(s) en tres zonas arroceras
de Nicaragua.

e Describir el proceso infeccioso de aislados de Gaeumannomyces spp sobre la superficie
de tallos y vainas de arroz bajo condiciones de invernadero.

e Evaluar la sensibilidad de aislados de Gaeumannomyces spp a fungicidas comerciales

en condiciones de laboratorio.



I11. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Importancia del cultivo de arroz

Con una cosecha anual conjunta de unos 2 500 millones de toneladas, el arroz (Oryza sativa L.),
el maiz (Zea mays L) y el trigo (Triticum durum L.) son los productos mas extensamente
cultivados en el mundo y constituyen la base de la seguridad alimentaria mundial (FAO, 2016).
El arroz es cultivado en mas de cien paises que producen mas de 700 millones de toneladas de
arroz al afo, siendo los paises asiaticos los que concentran un 90% de la produccion mundial.
Otro 5% es producido por paises como Brasil, Estados Unidos, Egipto, Madagascar y Nigeria
(FAO, 2018).

El cultivo de arroz en la region Centroamericana tiene una media productiva de 3.1 toneladas
por hectarea de cultivo. Nicaragua para el afio 2011 logré apenas rendimientos de 2.5 toneladas
métricas incluyendo areas de riego y secano (INTA y FONTAGRO, 2012). El Plan de
Produccion, Consumo y Comercio presentado por el Banco Central de Nicaragua (BCN) (2017)
detalla que las areas de riego debian alcanzar 50,700 hectareas aproximadamente y que la meta
productiva seria de 213 mil toneladas métricas, logrando un rendimiento promedio de 4.2

toneladas por hectarea.

Lo anterior representa el 67% del consumo nacional, dicha produccién en su gran mayoria se
distribuye en los departamentos de Rio San Juan, Chontales, Boaco, Granada, Le6n y Matagalpa
(Baca, 2018). Estos sistemas productivos son establecidos de manera sucesiva al menos dos

veces al afio durante los meses julio a noviembre y noviembre a marzo.
3.2 Agente causal del “Mal de pie” del arroz

El monocultivo intensivo doble y triple de arroz en Asia se asocia al agotamiento de
micronutrientes del suelo, al incremento de toxicidad en el suelo y la incidencia elevada de

plagas y enfermedades (Singh et al., 2009).

La produccidn arrocera dos veces al afio es una costumbre se repite afio con afio en los sistemas
productivos arroceros de Nicaragua, lo que ha favorecido el desarrollo del patégeno de raices

Gaeumannomyces spp. Segun productores en la zona de Malacatoya, Granada, San Lorenzo,



Boaco y Sébaco, Matagalpa han observado como afio con afio la presencia de este ascomicete

ha incrementado en sus campos.

3.2.1 Ubicacién taxondmica de Gaeumannomyces spp.

Gaeumannomyces spp es un ascomicete que fue previamente ubicado en el orden Diaporthales.
Sin embargo, nexos con especies del género Magnaporthe fueron identificados y este fue
transferido a la familia Magnaporthaceae, la cual atn tendria que asignarsele un orden (Cannon,
1994). Este género fue establecido por Von Arx & Olivier (1952) para acomodar Ophiobolus

graminis Sacc., anteriormente descrita como Rhaphidophora graminis Sacc.
Briones (2014) hace referencia a la taxonomia del patgeno, la cual se detalla en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ubicacion taxonomia de Gaeumannomyces spp.

Dominio Eucariotas

Reino Fungi

Phyllum Ascomycota

Subphylum Pezizomycotina

Clase Sordariomycetes

Orden Magnaporthales

Familia Magnaporthaceae

Género Gaeumannomyces

Especie graminis, orizinus, glynicola
Variedad graminis, avenae, tricici

Prabhu & Filippi (2002); Peixoto et al. (2013); Salazar (2014); Martinez et al. (2014) han
reportado a Gaeumannomyces graminis var. graminis (Ggg) como el patégeno causante del mal
de pie en el cultivo de arroz en la region latinoamericana. Ademas de la variedad graminis
Freeman & Ward (2004) detallan tres variedades mas dentro de la especie mencionada, siendo
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt), Gaeumannomyces graminis var. avenae (Gga) y
Gaeumannomyces graminis var. maydis (Ggm) anteriormente reportadas por diversos autores
(Walker, 1981; Deacon, 1981; Elliot et al., 1993 y Yao et al., 1992).



En un amplio estudio realizado por Herndndez-Restrepo et al. (2016) donde se involucrd 83
aislados de Gaeumannomyces y Harpophora (Phialophora) estado anamorfo de
Gaeumannomyces, se hace mencion de G. oryzicola, G. fusiformis, G. graminis y G. oryzinus
todas ellas aisladas como patdgenos del cultivo de arroz. Esta Gltima especie mencionada fue
introducida como Ophiobolus oryzinus por Saccardo en 1916, creciendo en tallos en vias de
descomposicion en la especie Oryza sativa en Filipinas. Mas tarde fue tratado como un sinénimo
de Ggg por Walker (1972), que estudio los holotipos de ambas especies y concluye gue son la
misma especie. Sin embargo, Hernandez-Restrepo et al. (2016) concluyen a través de analisis

filogenético que G. graminis y G. oryzinus (O. oryzinus) son especies distintas.

3.2.2 Biologia

Segun Cook (2003) el ciclo de la enfermedad tiene dos fases distintivas, una saprofitica y otra
parasitica. En su fase saprofitica, el hongo permanece como micelio en los residuos del cultivo
0 en otras gramineas (malezas), usando este sustrato como fuente de alimentacion para atacar al
proximo cultivo. La fase parasitica toma lugar cuando las raices de una nueva planta entran en
contacto con el micelio del hongo, el cual coloniza la zona radical y penetra los tejidos
(MacNish, 1994).

El hongo coloniza el sistema radicular y la base del tallo de la planta de arroz al producir dos
tipos de hifas conocidas como de crecimiento y las infecciosas. Las hifas de crecimiento son
oscuras, septadas, con paredes gruesas y a menudo crecen sobre la superficie de las raices y
tallos formando hebras miceliales, mientras las hifas infecciosas son hialinas con paredes

delgadas y penetran el tejido del huésped (Peixoto et al., 2013).

Hawerroth et al. (2017) registraron el proceso de infeccion del patégeno indicando que a los 15
dias después de la inoculacion (ddi) el patdgeno coloniza la epidermis, exodermis y células del
esclerénquima. A los 20 ddi el hongo penetra hasta el cilindro central de la planta y se observa
una intensa colonizacion de la base del tallo, lo que trae consigo la formacion de micelio en el
haz y envés en la vaina de las hojas. A los 25 ddi Gaeumannomyces spp entra en contacto con
el parénguima, haces vasculares y espacios vacios del tallo. Los primeros peritecios aparecen

30 ddi en la vaina de la primera hoja.



Ademaés, se puede adicionar que Gaeumannomyces desarrolla abundante micelio, y dentro de
este, se desarrollan hifopodios. Segun Walker (1975) estas estructuras tienen una funcion
fijadora y de penetracion, pero su presencia no es indispensable para que la infeccion ocurra
(Money, 1998) (Frederick et al., 1998).

Posteriormente al alcanzar su estado de madurez el patdgeno emite peritecios en abundancia,
estos son de color oscuro, esféricos formados en las vainas de las plantas. Dentro de los
peritecios se desarrollan ascas, que contienen ascosporas (Walker, 1975).

3.2.3 Aislamiento

Acorde con Datnoff et al. (1997) para el aislamiento de Gaeumannomyces es necesario, observar
si hay presencia de peritecios en el tejido de la planta. Estos se retiran de las vainas de las hojas,
se colocan en una gota de agua destilada estéril en un portaobjetos y se manipulan para inducir
la liberacién de ascosporas.

La suspension de ascosporas resultante se extiende sobre agar agua al 2% y se agregan 100 pg
ml* de sulfato de estreptomicina. Los platos se incuban a 25°C. Después de 24 h, se retiraran
los aislados de ascosporas germinantes individuales y se colocan en el medio de cultivo PDA o
agar agua con 100 ug ml de sulfato de estreptomicina para mantenimiento. Los cultivos puros
deben mantenerse a temperatura ambiente bajo luz fluorescente continua o diurna o en
incubadora a 25°C bajo un fotoperiodo de 12 h. Bajo estas condiciones el hongo deberia de
producir abundantes peritecios después de cuatro a seis semanas de crecimiento (Datnoff et al.,
1997).

Elliott (1993) detalla que para aislar este patdgeno pueden tomarse partes de raiz infectada o
tejido del tallo. Los tejidos se desinfectan superficialmente durante 30 segundos en solucion de
nitrato de plata al 1%, se enjuagan durante 30 segundos en agua estéril, se dejan secar sobre
papel filtro y se colocan en PDA con 100 pg ml™* de sulfato de estreptomicina o bien en el medio
SM-GGTY7 (Datnoff et al., 1997).

El medio SM-GGT7 es un medio especifico para los géneros Gaeumannomyces Sspp,
Phialophora sp, y Magnaporthepoae que contiene 39 gramos de PDA, 100 mg de

estreptomicina, 10 mg de dicloran, 10 mg de metalaxil, 50 mg de vinclozolina, 1 mg de CGA-



173506 y 500 mg de L-dopa por litro de agua desionizada. Los antibidticos y fungicidas se
agregan al PDA esterilizado y enfriado a 50°C (Elliott, 1991).

3.2.4 Identificacion a nivel de especies

El conocer la sintomatologia y estructuras del patégeno en el cultivo de arroz permiten lograr la
identificacion en campo al menos a nivel de género. Al lograr el aislamiento de un posible
patdgeno es necesario comprobar si se trata del organismo que causa la sintomatologia
observada en campo. Una herramienta muy Util para ello son las pruebas de patogenicidad
(Castario, 1986).

La patogenicidad se define como la alteracion que ocasiona un parasito sobre una o varias de
las funciones esenciales de la planta, donde con frecuencia el parasitismo tiene una importante
(aunque no esencial) funcién. Por lo tanto, en las pruebas de patogenicidad se mide la capacidad
de los organismos para generar esa alteracion o parasitismo. Asi, en la mayoria de los casos el
parasitismo se encuentra estrechamente relacionado con la patogenicidad, debido a que la
capacidad que tiene el parasito de invadir y establecerse en su hospedante por lo general provoca

el desarrollo de una enfermedad en este Gltimo (Agrios, 1996).

Una vez asegurado de que se tiene el agente causal aislado, es momento de proceder a una
identificacion con mayor grado de detalle. Esta generalmente precisa el uso de claves
taxondmicas, que permiten comparar las estructuras observadas a nivel de laboratorio con las

ya registradas tras afios de caracterizacion de un organismo.

Para la identificacion de especies de Gaeumannomyces solo Hernandez-Restrepo et al. (2016)
hacen un amplio registro fotografico de las caracteristicas morfoldgicas para las 19 especies
actualmente conocidas (anteriormente siete, se descubren 12 especies mas en el estudio en

mencion).

3.3 Manejo del mal de pie

El manejo del mal de pie del arroz es una tematica pobremente documentada y peor adn es dificil
de lograr debido a la ausencia de variedades resistentes y la poca disponibilidad de fungicidas

efectivos (Nunes, 2008; Peixoto et al. 2014; Prabhu & Filippi, 2002). Caso contrario ocurre para



el mal de pie del trigo (Ggt), para el cual su manejo ha sido ampliamente estudiado en Europa,

Norteamérica y Suramérica.

En lo que refiere a tratamientos quimicos para Gaeumannomyces se reportan casos exitosos
como el Triadimenol y Fluquinconazole en tratamiento de semilla (Bockus, 1983; Vera et al.
2014; Dawson & Bateman, 2000), Azoxistrobina aplicado foliarmente (Jenkyn y Gutteridge,
2002), Difenoconazol + Propiconazol (Briones, 2014), Tebuconazol, Difeconazol y Silthiofam
(se reporta resistencia a este Gltimo por parte de Ggt) (Yun et al. 2012), a pesar de lograr

resultados positivos ninguno de estos logra control total del patogeno.

Ademas de lo anterior, es importante tener en cuenta que Gaeumannomyces es trasmitido via
suelo y que puede habitar como saprofito en rastrojos, lo que obliga a especialistas y productores
a optar por estrategias integrales de manejo, que incluyan précticas culturales, botanicas y

bioldgicas.

Ennaifar et al. (2005) argumenta que précticas culturales como el establecimiento de especies
distintas al trigo entre cosechas logra disminuir la incidencia del mal de pie, pero solo cuando
se mantienen las practicas de labranza convencional, ademas de ello registra una mayor
incidencia en campos donde persiste trigo voluntario. Esto fue confirmado por Jenkyn et al.
(2013) quien manifiesta que la presencia de rastrojos y hospederos de Gaeumannomyces

garantizan el mantenimiento y aumento del inoculo en los campos.

Por otro lado, Durén et al. (2017), hacen referencia a “suelos supresivos” definidos como
“condiciones edaficas en las que las plantas sufren menos afectaciones por patogenos de suelo
que lo que deberian, principalmente por accion del microbiota existente”. Supresion que
comprobo en seis de nueve suelos evaluados en Chile. Afios atrds bajo esta misma linea de
estudio Cook & Rovira (1976) indican que cepas de Pseudomonas fluorescens podrian estar

involucradas en el antagonismo ocurrido en suelos supresivos.

A pesar de que Hiddink et al. (2005) registraron una mayor eficacia de control sobre mal de pie
del trigo en suelos manejados de forma convencional que en suelos bajo manejo organico al
aplicar P. fluorenscens cepa Pf32-gfp, concluyeron que esta cepa no jugaba un papel critico en
la supresion total del patdgeno, sino que apuntan a que otros generos bacterianos tienen un papel
adicional que logra inhibir el crecimiento y/o actividad del patdgeno.
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Dentro de estos posibles géneros bacterianos hay uno en especial que ha logrado destacar.
Diversos autores han reportado al género Bacillus como un excelente controlador bioldgico de
Gaeumannomyces. Yang et al. (2015) incluso reporta que el control de Bacillus subtilis cepa

YB-05 fue mejor que tratamientos quimicos sobre Ggt.

Nuevamente Yang et al. (2018) por segunda vez registran que Bacillus subtilis cepa YB-57
logra inhibir hasta en 60.9% el crecimiento micelial y a su vez disminuir 56.5% la incidencia
del patdgeno, con una efectividad similar a la del fungicida sintético silthiofam. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos también por Liu et al. (2009), Zhang et al. (2017a) y Zhang et al.
(2017b) empleando la misma bacteria (cepas E1R-j, Pnf-12 y Z14 correspondientemente) sobre

Gaeumannomyces graminis var. tritici.

Otra opcion de manejo son los extractos de plantas, los cuales en los Gltimos afios han venido
ganando protagonismo en los programas de manejo de enfermedades. Zapata et al. (2011) en
Chile, registro inhibicion hasta del 100% al incorporar cuatro gramos de corteza molida de la
especie Drimys winteri al medio de cultivo de este ascomicete, Por su parte Yang et al. (2019)
evaluaron 17 plantas medicinales contra varios hongos patdgenos, incluido Gaeumannomyces,
a nivel in vitro, logrando porcentajes de inhibicién méximos de 58.7% con la especie Syzygium

aromaticum (L.).

Por Gltimo, un aspecto importante a desarrollar para el manejo de Ggg debe de ser la resistencia
varietal. Peixoto et al. (2014) en Brasil evaluaron la resistencia de 58 variedades a este patdgeno,
de las cuales solamente dos resultaron resistentes. En Nicaragua Gaeumannomyces es un
organismo que recientemente se ha identificado como patégeno en el cultivo de arroz, lo que no
ha permitido al gremio trabajar en la identificacion u obtencidn de cultivares adecuados para

afrontar las afectaciones de este ascomicete.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion del estudio

El estudio fue desarrollado en dos etapas, una etapa de campo para la recoleccion de muestras
de plantas de arroz afectadas por el patdgeno y una etapa de laboratorio para la caracterizacion
morfolégica, la identificacion a nivel de especie, seguimiento al proceso infeccioso y la

sensibilidad del patdgeno a fungicidas comerciales.

La etapa de campo se desarrollo en tres zonas arroceras de Nicaragua durante el periodo febrero
a octubre de 2020 en las que se seleccionaron tres fincas (Figura 1) que corresponden a:

Finca 1: Agricola Miramontes SA, dedicada a la produccion arrocera desde 2012, donde los
suelos son explotados en sistema monocultivo desde los afios 70’s. Hoy en dia se cultivan entre
4 000 a 5 000 hectareas de este rubro. Se ubica a 120 km de la capital del pais, en el municipio
de San Lorenzo, Boaco (12°07°54” N; 85°43°07” O) a una altitud de 50 metros sobre el nivel

del mar (msnm).

Segun la estacién meteoroldgica de la finca, la temperatura oscila entre 23°C y 33°C en
temporada himeda y alcanza cerca de los 38°C en temporada seca. El régimen pluvial alcanza
los 1 500 mm en promedio anualmente y se registran humedades relativas desde 75% a 90%.
En cuanto al componente edafico, Garcia (1990) los describe como suelos de arcilla negra y
aluviales de arcilla parda, del tipo 2:1 montmorillonita, orden vertisol, con un pH 6 y pendiente
nivelada (0.5%).

Finca 2: Arrocera Venllano S.A. establecida en los afios 90’s, cultiva alrededor de 2 000
hectéreas, al afio. Se ubica en la zona de Malacatoya, Granada (12°08°52” N; 85°53°45” O). Una
zona gue agrupa un gran namero de productores que suman unas 8 000 a 10 000 ha de cultivo.
Sus suelos vertisoles, muy ricos en contenidos minerales, sobre todo bases intercambiables, pH
de neutro a alcalino, conformados mayormente por arcillas montmorillonita del tipo 2:1,
precipitaciones anuales proximas a los 1 300 mm, temperaturas proximas a los 27°C y a 40

msnm (Romero, 1999).

Finca 3: Agricola Santa Isabella S.A. (ASI) fundada en 2018 en las proximidades del pueblo de

Chagitiitillo, municipio de Sébaco, Matagalpa (12°53°25” N; 86°05°26” O). Cultiva 200

hectareas por afio, con suelos vertisoles, de textura arcillosa, pH neutro a alcalinos, contenidos
11



medios de materia organica por haber estado mas de una década en barbecho. De clima semi a
hamedo tropical, la temperatura media anual oscila entre los 26°C y 28°C, precipitaciones
anuales varian de los 800 a 1 300 mm y a 470 msnm (MTI, 2010).

Ubicacién de fincas arroceras
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Figura 1. Ubicacidn de fincas arroceras involucradas en el estudio.

La segunda etapa fue realizada durante el periodo noviembre 2020 a junio 2021 se llevo a cabo
en el Laboratorio de Microbiologia y en el invernadero del Departamento de Proteccion
Agricola y Forestal (DPAF) de la Universidad Nacional Agraria (UNA) ubicada en Managua,

en el kildbmetro 12 de la carretera Panamericana Norte.
4.2 Disefio metodoldgico

4.2.1 Recoleccién de muestras

Para la recoleccion de muestras de plantas de arroz se realizaron recorridos por las unidades
productivas, priorizando lotes u areas de cultivo donde ciclos anteriores se presentd la

enfermedad.

Una vez en campo, se uso la escala diagramatica propuesta por Salazar (2014) que permite la
cuantificacion del grado de afectacion de la enfermedad en el cultivo. Se realiz6 muestreo
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destructivo (plantas extraidas con todo el sistema radicular) sobre plantas con grado 5y 6 de
dafio que ademas presentaban peritecios sobre las vainas de las hojas. Estas se introdujeron en
bolsas pléasticas transparentes con agua para hidratarlas mientras se trasladaron al laboratorio

manteniéndolas a 25°C.

4.2.2 Reconocimiento del patégeno

Para el reconocimiento del patdégeno a nivel de género en las muestras recolectadas en campo
se utilizd un estereoscopio, microscopio, bisturi, porta y cubre objetos, agua y lactofenol, con

los cuales se realizaron montajes de tejido vegetal de la siguiente manera:

1. Se realizaron dos cortes transversales en el tallo, el primero a unos cinco centimetros por
debajo y el segundo a cinco centimetros por encima de donde se presentaba el sintoma de
la lesion del patégeno.

2. Mediante el estereoscopio (lente objetivo 4X) se procedié a observar la presencia de
micelio, peritecios e hifopodios. Al encontrarse estas estructuras en el tejido, se realizé un
corte longitudinal con el bisturi de la parte superior del tejido de aproximadamente 0.5 mm
de grueso, 10 mm de largo y 4 mm de ancho.

3. El corte del tejido se ubicé en un portaobjetos, en el cual previamente se aplico una gota de
lactofenol para facilitar la observacion de las estructuras. Por Gltimo, se coloco un
cubreobjetos y el montaje en el microscopio.

4. En el microscopio se identificaron hifas, hifopodios, peritecios, ascas y ascosporas del
hongo Gaeumannomyces spp. y posterior a ello se proceso el tejido vegetal para el

aislamiento de este.

4.2.3 Aislamiento del patgeno

Los tallos con presencia de hifas, hifopodios y peritecios fueron cortados con unatijera a 20 cm
de altura. A los tallos se les retiré la vaina de la hoja, y estas vainas fueron colocadas sobre papel
toalla en el estereoscopio con el lado interno expuesto hacia los objetivos del equipo. Con el
lente objetivo 2X se ubicaron los peritecios que se encontraban en la vaina. Los peritecios

seleccionados exponian una estructura globosa y turgente, con ascosporas aun dentro de ellos.
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Los peritecios fueron retirados con ayuda de una aguja de diseccion, previamente sumergida en
alcohol al 90% y flameada. Se depositaron cuatro peritecios por cada plato Petri, asignando
cinco platos por finca y se incubaron a 25°C por tres dias. Al cuarto dia con ayuda de un
sacabocado de cinco milimetros de diametro se extrajo parte del micelio sin contaminantes para

lograr el aislamiento.

A los aislados de cada finca se les codificoé conforme sus siglas, siendo “AMSA” para el aislado
de Agricola Miramontes, “AV” para el aislado de Arrocera Venllano y “ASI” para el aislado de

Agricola Santa Isabella.

4.2.4 Medio de cultivo

En el estudio se utilizaron dos medios de cultivo. Uno contenia Papa Dextrosa Agar (PDA) (39
g L), semolina de arroz, (25 g L), agar-agar (20 g L) y sacarosa (5 g L), que fue nombrado
como “PDA-SM-S-A”. El otro medio de cultivo contenia semolina de arroz (25 g L™?) y agar-
agar (20 g L) y se nombré “SM-A”. Los ingredientes utilizados fueron sugeridos por el Dr.
Gustavo Prado, quien ya los habia utilizado un medio de cultivo muy similar en 2001.

El medio de cultivo que contenia PDA fue utilizado para aislar y evaluar las caracteristicas
macroscépicas de los aislados y su sensibilidad a fungicidas comerciales. Mientras que el otro

medio de cultivo fue utilizado exclusivamente para obtener estructuras reproductivas del hongo.

Para mezclar la semolina de arroz con los demas ingredientes, fue previamente cocida y
tamizada. Para la coccion se utilizé un Erlenmeyer, en el cual se agregé la semolina a razon de
10 g por cadal00 ml de agua destilada, se sell6 con papel craft y masking tape. Se calent6 en un
microondas hasta hervir. Posterior a ello se enfrié por cinco minutos. La solucion se tamizd y
virtié en una probeta graduada, sin incluir el remanente sélido de la semolina. Se mezcl6 con
los demas ingredientes y se aford con agua destilada, para realizar la esterilizacion en autoclave

a 120°C por 15 minutos.

Posteriormente el medio de cultivo fue enfriado a 50°C y se agrego acido lactico al 25% a razon
de una gota por cada 10 ml de medio. EI medio PDA-SM-S-A utilizado en el proceso de
aislamiento fue suplementado con Sulfato de Estreptomicina a razon de 0.1 g por litro de medio,

con el objetivo de reducir las posibilidades de contaminacién por bacterias.
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4.3. Manejo de los ensayos

4.3.1 Caracteristicas morfologicas de los aislados

Se registraron las caracteristicas morfolégicas a nivel macro y microscépico de los aislados.
Para determinar las caracteristicas macroscopicas se establecieron seis platos Petri de 85 mm de
didmetro con 20 ml del medio PDA-SM-S-A, suplementado con acido l4ctico al 25% (una gota
por cada 10 ml de medio). Cada uno con un disco del aislado de ocho milimetros en el centro.

Se incubaron a 25°C, sin luz por seis dias.

Para las caracteristicas microscopicas se establecieron diez platos de 85 mm de didmetro con 15
ml del medio SM-A, suplementado con acido lactico al 25% (una gota por cada 10 ml de medio).
A cada plato se le depositaron de tres a cuatro discos de ocho milimetros del aislado

correspondiente, se incubaron a 25°C, sin luz hasta generar estructuras reproductivas.

4.3.2 Proceso infeccioso de aislados sobre la superficie de tallos y vainas de arroz

Se establecié una prueba de infeccion de los aislados sobre plantas de arroz en condiciones de
invernadero del DPAF. Esta consistio en inocularlas para determinar si los aislados eran capaces
de generar la infeccion y registrar el proceso infeccioso. Para ello se utilizaron macetas de
polipropileno con capacidad de dos litros a las cuales se trasplantaron plantas de variedad INTA
DORADO. Se utilizaron cinco plantas por aislado y se dejaron cinco plantas sin inocular como

testigo absoluto.

Las plantas provinieron de la empresa Arrocera Palacios propiedad del Ing. Freddy Palacios,
cuya unidad productiva se ubica en el km 32 carretera Tipitapa a El Timal (12°14°49°°N,
86°02°36°°0), lugar de donde también se extrajo el suelo con el que se Ilenaron las macetas. El
suelo no fue esterilizado, esto porque las inoculaciones fueron Unicamente a nivel de vainas y
tallos. Y también, para mantener la presencia de microflora benéfica que pueden proteger a la
planta de la infeccion ya que al esterilizar el suelo se pierde ese efecto (Walker, 1981).

a. Inoculacién del patbgeno

Para brindar condiciones favorables al patogeno, se ajusto lo realizado por Salazar (2014) y
Prado et al. (2001) procediendo a inocularse las plantas con dos discos de ocho milimetros de

diametro con el patdgeno purificado en el medio PDA-SM-S-A. Los discos se ubicaron en la
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insercion de la hoja tres y cuatro (contando de arriba hacia abajo). Una vez realizada la
inoculacidn, la parte media de la planta fue cubierta por una bolsa transparente de polipropileno,
la cual fue sujetada con ligas de hule en los extremos, para poder contener de 5 a 15 mm de agua

dentro de la bolsa y asi simular una camara himeda (Figura 7).

Las plantas fueron inoculadas cuando estas se encontraban en etapa R1 (Counce et al. 2000)
teniendo en cuenta lo expresado por Peixoto et al. (2013) y Salazar (2014) en cuanto a la

virulencia de Gaeumannomyces en esta etapa fenologica.

b. Manejo agronémico del cultivo

Previo al trasplante, en la finca del Ing. Freddy Palacios el cultivo habia recibido el equivalente
a 180 kg ha* de Nitrogeno, 70 kg ha de Fosforo y 120 kg ha de Potasio, 40 kg ha'* de Azufre
y 15 kg hal de Zinc. Al trasplante se agregd en el riego un fertilizante liquido orgéanico
(FERTIBIOL, 5 ml L* de agua) que contenia por litro, 83.1 g de Nitrogeno, 40.8 g de Potasio,
12.2 g de Acidos Himicos, 42.6% de Acidos Fulvicos, trazas de Calcio, Magnesio, Azufre y
Hierro y 54.88 g de Carbono Organico, para ayudar a la planta a un mejor establecimiento en
las maceteras. EI suministro de agua se realizé cada 72 horas, tratando de mantener una lamina

de riego aproximadamente 2 — 5 cm.

c. Registro de sintomas

Las plantas fueron revisadas cada 72 a 120 horas para registrar los sintomas y el avance de las
lesiones. Se desprendid la liga superior que sujetaba la bolsa de polipropileno y se drend el agua

para fotografiar las plantas.

4.3.3 Sensibilidad de los aislados a fungicidas comerciales

a. Establecimiento de ensayo de sensibilidad in vitro

Se establecio un ensayo in vitro para evaluar la sensibilidad de los tres aislados a tres fungicidas
quimicos, un botanico y un biolégico mediante la técnica de medio envenenado (Shravelle,
1961) y cultivo dual (Dal Bello et al. 1994). El ensayo se establecio en un disefio completo al

azar (DCA) con seis repeticiones. Se repitié en dos ocasiones.

La técnica de medio envenenado se utilizd con los fungicidas de sintesis quimica y con el

boténico, debido a su composicion y modo de accion. Esta consistio en agregar la dosis
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comercial sugerida en el panfleto del producto conforme los volimenes de agua (53 L ha)
utilizados en las aplicaciones aéreas que se realizan en las fincas arroceras de donde provienen
los aislados. Lo anterior fue realizado utilizando un dispensador y pipetas seroldgicas graduadas
estériles. Los fungicidas fueron agregados al medio PDA-SM-S-A previamente acidificado

cuando tenia una temperara préxima a los 50°C.

Para la metodologia de cultivo dual primeramente se establecieron diluciones seriadas (Koch,
1883) del fungicida bioldgico en medio Agar Nutriente, para obtener colonias de Bacillus.
Posterior a ello se colocaron discos de 8 mm del antagonista y de los aislados de
Gaeumannomyces, ubicados a cuatro centimetros de distancia uno del otro. Los testigos fueron

discos con el patégeno aislado de cada finca.

Los tratamientos fueron incubados por seis dias en una incubadora Fisher Thermo Scientific®

a 25°C, con cero horas luz hasta su evaluacion.

b. Tratamientos evaluados

A continuacion, se describen los tratamientos evaluados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en el ensayo de sensibilidad Gaeumannomyces spp.

Fungicida Comercial Ingrediente Activo CO”E;T_T;CIOH Dosis g%r;wermal
Amistar 50 WG® Azoxistrobina 500 0.25 Kg
Alto 10 SL® Ciproconazol 100 0.39L
Amistar Xtra 28 SC® Azoxistrobina + Ciproconazol 200 + 80 049 L
Funibiol-K® Extracto de Eucalyptus globulus 50 10L
T Bl pust e stle g e e

4.4 Variables evaluadas

4.4.1 Caracteristicas macroscopicas de los aislados

Se realizaron observaciones cada 72 horas a los platos Petri inoculados obtenidos de la primera
generacion del proceso de purificacion en el medio PDA-SM-A-S y SM-A. En las observaciones

se registro:
a) Color y textura de la colonia
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b) Forma de crecimiento o colonizacion del medio
c) Didmetro de colonia (mm)

d) Formacion de estructuras reproductivas

Para las primeras dos variables se realizaron revisiones visuales de los platos Petri. En cuanto
al diametro de colonia, se calcul6 a partir de la longitud del radio, la cual se multiplicé por dos.
Este fue medido con una regla transparente graduada en milimetros a los seis dias de incubacion,
para ello se trazaron dos lineas perpendiculares, que dividian los platos en cuatro partes y que

coincidian en el centro de los platos. Se establecieron seis repeticiones por aislado.

Se realizaron observaciones hasta los 42 dias de incubacion de los aislados para determinar si
formaban estructuras reproductivas. Una vez formadas se verificaron con la ayuda del

estereoscopio y el microscopio.

4.4.2 Caracteristicas microscopicas de los aislados

Las caracteristicas microscopicas correspondieron a las dimensiones de las estructuras
reproductivas e hifas generadas por los aislados y fueron tomadas conforme la metodologia
descrita por French y Hebert (1980) con un microscopio Carl Zeiss Axiostar Plus y un

micrometro ocular.

Se realizaron 30 medidas por tipo estructura para cada aislado, definiendo su dimension en
micras (um). Se registro el ancho de las hifas, el ancho y largo de peritecios, ascas y ascosporas.
El largo del peritecio se midi6 desde la base hasta el borde del ostiolo, mientras que el ancho se
tomo en la mitad de la zona globosa, sin considerar el cuello de este. El ancho de las ascas y
ascosporas se tomd en la parte media de estas estructuras, mientras que el largo se tomé de

vértice a vértice.

4.4.3 ldentificacion de especies a partir de las caracteristicas de los aislados

Una vez concluida la caracterizacién morfoldgica se procedio a la identificacidn de especie(s)
en los aislados, comparando las caracteristicas obtenidas con las reportadas por Hernandez-
Restrepo et al. (2016).
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4.4.4 Proceso infeccioso de aislados sobre la superficie de tallos y vainas de arroz

Para la descripcion del proceso de infeccion de los aislados se implementd la escala diagramatica
de severidad en hojas y tallos elaborada por Salazar (2014) que se presenta en el Cuadro 4 y
Figuras 2 y 3. A su vez se registrd fotograficamente el proceso de desarrollo de lesiones a nivel
visual de los aislados sobre los tallos inoculados. Se realizaron observaciones a los 3, 5, 9, 12,
17, 21, 27, 33 y 44 dias después de la inoculacion (ddi).

4.4.5 Sensibilidad de aislados a fungicidas comerciales

Para la evaluacion de los tratamientos establecidos con la técnica de medio envenenado se midio
el crecimiento radial de los aislados utilizando la misma metodologia descrita en la
caracterizacion morfologica. En el tratamiento evaluado por cultivo dual, se midio el avance del
micelio sobre una linea trazada a la mitad del plato Petri. Tomando las mediciones a los seis

dias después de establecido el ensayo.

La sensibilidad de los aislados se determing a partir del porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial (ICM), utilizando las medidas de los testigos y los tratamientos y calculado mediante
la formula empleada por Michereff et al. (1994) que se detalla a continuacion.

CMT — CMTr

1CM (%) = ( CMT

)X 100

Donde, ICM (%) es el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, CMT corresponde a la
longitud media del crecimiento micelial testigo y CMTr es la longitud media del crecimiento

micelial en los tratamientos.

4.5 Andlisis de datos

Los datos fueron organizados en una base de datos en el programa Microsoft Excel® version
2019. Los datos de la caracterizacién morfolégica y sobre el proceso infeccioso se analizaron
de forma descriptiva.

Los datos del ensayo de sensibilidad fueron analizados mediante un Analisis de Varianza

(ANDEVA) y al encontrarse diferencias significativas se procedio a realizar una separacion de

medias por Tukey (o = 0.05) con el software Infostat (2017).
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Cuadro 3. Escala de severidad de Gaeumannomyces en hojas y tallos de arroz (Salazar, 2014).

Grado Sintomatologia
~ Comienza la aparicion de un color naranja en el apice de la hoja y empieza a
Hojas  extenderse por un costado de esta hacia la parte basal, hasta un 10% de la
lamina foliar.
1
Comienza la aparicién del micelio del hongo de color gris verdoso hifas
Tallo delgadas, que se asemejan a raices diminutas que empiezan a crecer en tallo
de la planta, que pasan casi imperceptibles al ojo humano.
) La coloracién naranja se extiende por el borde de la hoja hacia la nervadura
Hojas  central y empieza a descender hacia la base de la hoja. Hasta un 20% de la
5 lamina foliar.
Tallo El micelio se empieza a ver a simple vista y adquiere una tonalidad mas
oscura y avanza envolviendo el tallo de la planta.
Hojas La coloracion naranja avanza hacia la parte basal de la hoja y empieza a
afectar la nervadura central, hasta un 30% de la lamina foliar.
3
Tallo El'micelio del hongo ya ha envuelto la totalidad el tallo de la planta y empieza
a la vaina de la hoja a tomar una coloracion café clara.
Hojas El extremo de la hoja ya presenta una coloracion naranja intensa y abarca
4 hasta un 40% de la 1d&mina foliar.
Tallo | 4 pase del tallo adquiere un color café oscuro con pequerfias vetas negras.
Hojas El extremo apical de la hoja empieza a doblarse hacia el haz y la coloracion
naranja abarca hasta un 50% de la lamina foliar.
5
En la base del tallo la lesion se encuentra en los primeros 5 a 10 cm del suelo,
Tallo |3 base del tallo se empieza a debilitar y se empiezan a evidenciar muerte de
macollos.
Hojas La hoja presenta un color anaranjado intenso y se extiende a lo largo de la
hoja esta coloracion abarca por encima del 51% de la hoja.
6
Tall La base del tallo estd completamente de color café oscuro y negro, la planta
allo

en su base esta totalmente blanda se empiezan a observar gran cantidad de
micelio.
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Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5 Grado 6

Figura 2. Escala diagramatica de severidad Gaeumannomyces spp en hojas (Salazar, 2014).

21



Grado 1 Grado _ Grado3

Grado 4 Grado 5 Grado 6

Figura 3. Escala diagramatica de severidad en tallos (Salazar, 2014).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas morfoldgicas de los aislados

5.1.1 Caracteristicas macroscépicas de los aislados

a) Colory textura de la colonia

En el medio PDA-SM-S-A la coloracién de la colonia de los aislados AMSA, AV y ASI fue
inicialmente hialina a blanca en su centro. Conforme su envejecimiento las colonias empezaron
a tomar una coloracién grisacea oscura desde el centro hacia los bordes donde el micelio era
mas joven. Posteriormente las hifas que se desarrollaban sobre la base del micelio, mientras que

las que presentaron un crecimiento aéreo presentaron una coloracion blanca (Figura 4).

La textura de los bordes de crecimiento fue lisa inicialmente para los aislados AMSA, AV y
ASI, conforme su envejecimiento cambi6 a algodonosa. Las hifas mantuvieron forma de hebras

individuales y agrupadas, al agruparse tomaban un color mas oscuro.

En el medio SM-A la coloracién de los aislados AMSA, AV y ASI fue inicialmente hialina,
color café oscuro, hasta tomar una apariencia gris oscuro a negro. La textura fue lanosa, sin
embargo, posterior al dia 12, los aislados generaron micelio aéreo de color blanco y textura
algodonosa. A pesar de ser medios diferentes a los utilizados por Peixoto et al. (2013) y
Hernandez-Restrepo et al. (2016), estas caracteristicas de color y textura fueron relacionadas a
las especies Gaeumannomyces graminis var. graminis (Sacc) Von Arx & Olivier y

Gaeumannomyces oryzinus Sacc.

El reconocimiento de estas caracteristicas resulta muy importante, pues otros hongos como
Rhizoctonia y Nakataea pueden presentarse en la misma zona de la planta y al aislarlos para

determinar con exactitud la especie presente se requiere tener claras estas caracteristicas.

b) Forma de crecimiento o colonizacion del medio

Las colonias de los tres aislados tuvieron un crecimiento de tipo circular, con bordes filiformes
por la presencia de hifas en forma de hebras individuales y agrupadas. Los aislados AV, AMSA
y ASI tuvieron la capacidad de colonizar los bordes de los platos que tuviesen una ligera capa
de medio, e incluso crecer sobre el Parafilm utilizado para sellar los platos Petri. Los tres

aislados tuvieron un crecimiento superficial, ya que no colonizaron el fondo de la placa Petri.
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Este tipo de colonizacion fue reportado también por Peixoto et al. (2013), lo que indica la
capacidad de crecimiento del hongo al tener minimas condiciones para su nutricion. Este
crecimiento sobre los bordes de los platos y el Parafilm es muy similar al encontrado en tallos
de arroz, cuando Gaeumannomyces infecta vainas de hojas maduras y alcanza vainas mas

jévenes (Figura 5), tal y como lo describe Saccardo (1916).

Lo anterior confirma la gran capacidad de colonizacion de este patdgeno, que es capaz de
colonizar raices desde etapas iniciales del cultivo y posteriormente ubicarse en la base de la

planta aun en condiciones de inundacion.

Figura 4. Aislados de Gaeumannomyces spp seis dias después de iniciar su proceso de
incubacion en medio PDA-SM-S-A. A. Aislado AV. B. Aislado AMSA. C. Aislado ASI.
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Figura 5. Cultivo de arroz con lesiones a nivel de tallo ocasionadas por Gaeumannomyces spp
en Arrocera Venllano, Malacatoya, Granada.

c) Diéametro de colonia

En el medio PDA-SM-S-A los tres aislados se comportaron de forma similar en cuanto a su
crecimiento radial en los dos medios de cultivos utilizados, puesto que colonizaron la totalidad
del plato en seis dias. Las lecturas indican que el aislado ASI registr6 un crecimiento radial de
6.33 mm dia! y un didmetro de 75.9 mm a los seis dias de establecido. Para el aislado AMSA
fue de 5.54 mm dia! y un diametro de 66.5 mm al dia seis de incubado, mientras que el aislado
AV logr6 un crecimiento radial de 6.49 mm dia? y un didmetro de 77.9 mm, todas en
condiciones de incubadora a 25°C y cero horas luz. Hernandez-Restrepo et al. (2016) reporta
que el didmetro a los seis dias en medio PDA para varias especies de Gaeumannomyces oscila
entre los 75 mm y 80 mm, coincidiendo con lo reportado en este estudio.

A continuacion, en el Cuadro 4 se resumen las caracteristicas macroscopicas de los aislados
estudiados:
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Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas de los aislados AMSA, AV y ASI en medio de cultivo
PDA-SM-S-A.

Caracteristica de la Aislado
colonia AMSA AV ASI
Color Hialino a gris oscuro  Hialino a gris oscuro  Hialino a gris oscuro
Textura Lanosa a algodonosa Lanosa a algodonosa Lanosa a algodonosa
al envejecer al envejecer al envejecer
Forma de . . .
o Circular Circular Circular
colonizacion
Forma del borde Filamentoso Filamentoso Filamentoso
Diametro (mm) a los
(mm) 66.5 77.9 75.9

6 dias de incubacioén

d) Formacidn de estructuras reproductivas

Durante el crecimiento de los aislados de Gaeumannomyces, se observo que estos en el medio
PDA-SM-S-A solamente generaron hifas septadas, de color hialino a oscuro en sus paredes. Se
distinguieron claramente dos tipos de hifas, unas agrupadas y con paredes gruesas y oscuras, y
otras mas finas, con paredes delgadas, con coloracion hialina. Peixoto et al. (2013) y Hawerroth
et al. (2017) las definen como macro hifas corredoras o colonizadoras y micro hifas infecciosas,

estas Ultimas encargadas de invadir internamente los tejidos del hospedero.

En el medio de cultivo SM-A, un medio con menor contenido de nutrientes que el medio PDA-
SM-S-A, los aislados si generaron estructuras reproductivas. De los tres aislados en estudio,
unicamente ASI formé hifopodios después del dia 15, inicialmente tuvieron un color hialino y

al madurar su coloracion fue més oscura. Este aislado no formo peritecios.

Solamente los aislados AMSA y AV, después de tres semanas en incubacion, desarrollaron
peritecios inmaduros, de forma globosa y paredes color café oscuro. Los peritecios tardaron de
cinco a ocho dias en madurar, cambiando su coloracion a negro, aumentando su tamafio y

generando un cuello, de longitud y ancho variable, con presencia de ostiolo (Figura 6).
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Los peritecios se encontraban rodeados de hifas hialinas con paredes oscuras, debido a las

concentraciones de melanina que este patogeno sintetiza (Money et al., 1998).

En el amplio estudio descriptivo que hace Herndndez-Restrepo et al. (2016), Unicamente
detallan dos especies que generan peritecios y ascosporas en condiciones in vitro (medio Agar-
Extracto de Malta-MEA), las cuales corresponden a Gaeumannomyces oryzicola M. Hern.-

Restr. & Crous y Gaeumannomyces oryzinus Sacc.

Figura 6. Peritecios de aislados de AMSA y AV desarrollados en el medio SM-A. A. Peritecio
inmaduro (Vista 4X) AV. B. Peritecio maduro (vista 6.3X) AV. C. Ostiolo presente en peritecios
(vista 6.3X) AV. D. Conglomerado de peritecios desarrollados en el fondo del plato Petri. (Vista
4X) AMSA.

En los peritecios del aislado AMSA no fue posible diferenciar las ascas, Unicamente las
ascosporas, mientras que en el aislado AV si fue posible observar la presencia de ascas hialinas,
alargadas y clavadas, con pared celular bien definida. Las ascas contenian de seis a ocho

ascosporas. Estas estructuras para los aislados AMSA y AV fueron de forma alargada sinuosa,
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con terminaciones redondeadas, de coloracién oscura en sus bordes y vacuoladas. Estas en masa
tenian una coloracion amarillenta. En las ascosporas no pudo diferenciarse la presencia de
septos. En las examinaciones de los tres aislados no se observaron células conidiégenas. Las
estructuras y sus caracteristicas descritas coinciden nuevamente para las especies anteriormente

mencionadas, con la excepcion de que estas si produjeron células conidiégenas en MEA.

5.1.2 Caracteristicas microscopicas de los aislados

Las caracteristicas microscopicas de los aislados AMSA, AV y ASI se detallan en el Cuadro 5
y 6. Al no generar estructuras reproductivas, del aislado ASI Unicamente se midié el ancho de
sus hifas que oscilo de 2.8 a 5.3 um. Para los aislados AMSA y AV el ancho de hifas fue de 2.5
a 6.3 um. El ancho y largo de los peritecios fue muy variable. Los de AMSA tuvieron
dimensiones de 114-267 um x 252-696 um y AV expuso dimensiones de 239-346 x 321-558
um. Las ascas del aislado AV fueron de 97-163 x 12.7-15.3, mientras que las ascosporas

presentaron dimensiones de 94-114 x5.1 'y las ascosporas de AMSA fueron de 92-117 x5.1.

Las medidas expuestas anteriormente son muy similares a las reportadas para las especies G.
oryzicolay G. oryzinus detalladas por Hernandez-Restrepo et al. (2016), las que se incluyen en
los Cuadros 5y 6 para facilitar su comparacion.

5.2 Identificacidn de especies a partir de las caracteristicas de los aislados

No fue posible determinar a qué especie de Gaeumannomyces corresponde el aislado ASI, dado
que a nivel microscépico no se logré comparar las dimensiones de sus estructuras. Por su parte
los aislados AV y AMSA, presentan caracteristicas claves como el largo de sus ascas y
ascosporas que coincide con las reportadas por Hérnandez-Restrepo et al. (2016) para la especie
Gaeumannomyces oryzinus Sacc (Cuadro 5). Acorde con Walker (1972), el largo de las
ascosporas es una de las principales diferencias entre G. oryzicola y G. oryzinus, siendo estas

mas largas para la primera especie.

Gaeumannomyces oryzinus fue introducida como Ophiobolus oryzinus por Saccardo en 1916,
aislada de tallos de arroz en Los Bafios, Filipinas. Walker (1972) describe a detalle la morfologia
de esta especie, asistiéndose de descripciones que multiples autores reportaron y que se

muestran en el Cuadro 7. Este mismo la reporta como un sindnimo de G. graminis var. graminis
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al estudiar ambos holotipos y concluye que son la misma especie. Sin embargo, Hernandez-
Restrepo et al. (2016) determinan a través de andlisis filogenético que G. graminisy G. oryzinus

(O. oryzinys) son especies distintas.

Con las evidencias morfologicas encontradas en este estudio se determina que los aislados
AMSA y AV corresponden a la especie G. oryzinus, siendo la primera caracterizacion de esta
especie en Nicaragua, la cual ya habia sido reportada en el listado oficial de plagas publicado
por el IPSA (2019), donde se reporta a Ophiobolus oryzinus. No obstante, se desconoce el

método utilizado para su identificacion.

Cuadro 5. Resumen de los aislados identificados en el estudio.

Aislado Procedencia Hospedero Especie
ASI Sébaco, Matagalpa Arroz Gaeumannomyces spp
AMSA San Lorenzo, Boaco Arroz Gaeumannomyces oryzinus Sacc
AV Malacatoya, Granada Arroz Gaeumannomyces oryzinus Sacc
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Cuadro 6. Caracteristicas microscopicas de las especies G. oryzinus y G. Oryzicola reportadas por Hernandez-Restrepo et al. (2016).

Largo de Ancho de
Aislado / Especie Hifa (um) A:ncr_\o et L.argo b LEMEDER E8En  ATB1DER FEee ascospora ascospora Fuente
peritecio (um) peritecio (nm) (nm) (nm)
(um) (um)
ASI 2.8-5.3 Este estudio
AMSA 2.5-6.3 114-267 252-696 92 - 117 5.1 Este estudio
AV 2.5-6.3 239-346 321-558 97-163 12.7-15.3 94 -114 51 Este estudio
G. oryzinus 1.5-6.0 113-173.5 14.5-24 96-116 3.5-55 Herndndez-Restrepo et al. (2016)
G. oryzicola 2.0-6.0 110-413 112-525 118-148 14-16 92.5-120 4-6 Hernandez-Restrepo et al. (2016)

Cuadro 7. Caracteristicas microscopicas de estructuras reproductivas de G. oryzinus recopiladas por Walker 1972, Hernandez-Restrepo

et al. (2016) y aislados AMSA 'y AV.

Peritecio Asca Ascospora
Autor
Cuerpo (pm) Cuello (pm) Largo (nm) Ancho (pm) Largo (num) Ancho (um)
Saccardo (1916) 95-110 7.0-11 86-100
Tullis (1933) 187-375 125-375 96-111 12.5-14.5 79-112
Padwick (1950) 300-350 95-110 7.0-11 3.0-5.0
Sprague (1950) 187-375 96-115 12.5-145 79-112 3.0-5.0
Chevaugeon (1952) 187-405 87-116 11-145 79-112 3.0-5.0
Saccas & Fernier (1954) 115-415 72-123 10.5-14.5 70-115
Veeraraghavan (1962) 266-392 140-280 92.8-128 12.8-16 71.4-95.2
Walker (1972) 250-350 100-200 75-130 11.0-15 75-105 3.0-5.0
Hernandez - Restrepo et al. (2016) 113-1735 14.5-24 96-116 3.5-55
AMSA (este estudio) * 200-462 91-306 92-117 51
AV (este estudio) * 291-437 96-266 97-163 12.7-15.3 94-114 5.1

*Se detallan valores promedios para cuerpo y cuello de peritecios.
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5.3 Proceso infeccioso de los aislados sobre tallos y hojas de arroz

Los aislados AMSA, AV y ASI lograron desarrollar procesos infecciosos sobre el cultivo de
arroz var. INTA DORADO en condiciones de invernadero. A continuacion, se describe el

proceso de infeccion registrado:

Los aislados inicialmente colonizaron la zona del tallo e insercién de la vaina donde fueron
ubicados. Generando un alto nimero de hifas de color oscuro (Figura 7) a los tres dias después
de inoculados (ddi).

Se observo necrosis en tallos y vainas a los cinco ddi. Las lesiones que se ubicaban en las vainas
presentaron bordes oscuros y centros decolorados, que permitian ver a través de la vaina
afectada. Las lesiones tuvieron dimensiones de cuatro a seis milimetreos de largo por dos a tres
mm de ancho. Con presencia de micelio en sus bordes que continuaron la colonizacion de la

planta (Figura 8).

Las lesiones duplicaron su tamafio, tomando una forma ligeramente ovalada a los nueve ddi.
Las hojas de la planta tomaron un color amarillo-naranja en su base avanzando hacia la parte

superior de la misma (Figura 8).

A los 13 ddi, las zonas de las vainas que presentaron las lesiones empezaron a secarse y a tomar
una coloracién amarilla hacia la base de la planta, de igual forma las bases de las hojas que se
mostraron cloréticas a los nueve ddi (Figura 8).

La presencia de micelio aumentd sobre el lado interno de la vaina y avanzé la marchitez a nivel
de vainas. No asi las hojas cuya clorosis no continu6 avanzando hacia el apice y
consecuentemente se concentrd en la zona media y baja de la planta. En el lado interno de estas
vainas secas pudo notarse la presencia de micelio en forma de abanico muy caracteristico de
Gaeumannomyces. La infeccion avanzo hacia el centro del tallo. Estos eventos se observaron a
los 17 ddi (Figura 8).

A los 21 ddi, la marchitez sobre vainas mantuvo su avance hacia zonas mas bajas del cultivo
(Figura 9) y a los 27 ddi, se observo la presencia de peritecios que emergieron desde el centro
de la vaina hacia el haz, en conglomerados de cuatro o mas peritecios (Figura 9).
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Transcurridos 33 ddi, el nimero de peritecios incrementd, observandose conglomerados de méas
de 20 peritecios en las vainas. Se not6 que los tallos estaban propensos a doblarse (acame), su

estabilidad o firmeza era sumamente inferior a la de los testigos no infectados (Figura 9).

A los 44 ddi, los conglomerados de peritecios continuaron apareciendo en otras vainas de las
hojas y se observé la inclinacién en angulos aproximados a 45° de tallos inoculados con el
aislado AV (Figura 9).

N
K ?"\’1‘;

O

* N

3 ddi

!

Figura 7. Infeccion de los aislads ASI AV y AMSA sobre tallos de arroz de 6‘a3 ddi.
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13 ddi

Figura 8. Infeccidn de los aislados ASI, AV y AMSA sobre tallos de arroz de 5 a 17 ddi.
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Figura 9. Infeccidn de los aislados ASI, AV y AMSA sobre tallos de arroz de 21 a 44 ddi.
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Las observaciones realizadas a nivel de tallos coinciden con las reportadas por Salazar (2014),
quien detalla que a los 17 ddi en la etapa R1, el patégeno desarrollé un alto grado de afectacion.

Conforme la escala diagramatica a nivel de tallos de Salazar (2014) los aislados ASI, AV y
AMSA alcanzaron el grado 2 de infeccion al dia tres, grado 3 al dia cinco, grado 4 al dia 13,
grado 5 al dia 21 y grado 6 al dia 27 después de la inoculacion. Lo que implicaria que en una
variedad como INTA DORADO el mayor grado de infeccidn coincide con el periodo de llenado

de granos, una etapa de gran importancia donde se define la cosecha.

En variedades de ciclo de vida medio (120-125 dias) que alcanzan la floracion (R3) entre los 76
a 80 dias después de germinacion (ddg), este tipo de afectaciones sobre el tallo pueden resultar
severas, pues se compromete el transporte de agua y nutrientes, la transpiracion, el soporte de
la planta misma, poniendo en peligro el llenado de la panicula.

Aunque en el presente ensayo no se valoraron variables relacionadas al rendimiento, Briones
(2014), analizo la influencia de Gaeumannomyces sobre componentes de rendimiento en el
cultivo de arroz, encontrando que la incidencia de 24.94% fueron capaces de reducir
significativamente el nimero de espigas, numero de granos llenos, el peso de estos y por
supuesto el rendimiento. Sin embargo, seria importante considerarlas en futuros estudios en las

condiciones de nuestro pais.

Las observaciones de este estudio también coinciden con las de Peixoto et al. (2013), quien
también registré una mayor severidad de la enfermedad en plantas inoculadas a los 60 ddg. A
su vez, estos mismos autores encontraron diferencias significativas en la cantidad de in6culo
utilizado en las plantas. Peixoto et al. (2013) tal como en este estudio documentaron la aparicion

de micelio en forma de abanico en el lado interno de las vainas.

Ademas del abundante micelio se identificd la presencia de hifopodios lobados para los aislados
AMSA, AV y ASI. Los hifopodios tuvieron una coloracion hialina en su centro y mas tefiida de
oscuro en los bordes. Walker (1975) detalla que los hifopodios tienen una funcion fijadora y de
penetracion. El color oscuro de esta estructura es dado por la melanina, sustancia relacionada a
la rigidez y a la penetracion en estructuras como apresorios. Sin embargo, la presencia de

melanina en los hifopodios de Gaeumannomyces no es determinante para que la estructura
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penetre los tejidos de la planta y tampoco es necesaria la presencia de hifopodios para que el
patégeno logre la infeccidn de las plantas de arroz (Money, 1998; Frederick et al., 1998).

La formacion de peritecios en plantas inoculadas es reportada por Prabhu y Filippi (2002),
Peixoto et al. (2013), Hawerroth et al. (2017) y en este estudio donde fueron observados 27 ddi
(Figura 10). Este periodo también coincide con el tiempo que requirieron los aislados AV y
AMSA para generar peritecios en condiciones de laboratorio. El aislado ASI Gnicamente generd

peritecios en condiciones de invernadero (Figura 10).

A nivel foliar las plantas no presentaron la coloracion naranja, por lo tanto, no se utilizo la escala

diagramatica a nivel de hojas de Salazar (2014).

Lo descrito anteriormente confirma la necesidad de que en las empresas arroceras consideradas
en el estudio se mantengan estrategias de manejo de la enfermedad. en etapas vegetativas previas
al cambio de primordio (etapa RO segun Counce et al. 2000). A la fecha han venido
implementando una serie de medidas culturales y de controles botanicos, biol6gicos y quimicos
que han permitido disminuir las afectaciones de este patdgeno.
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Figura 10. Estructuras obtenidas de la prueba de infeccién de tres aislados de Gaeumannomyces
spp. A. Hifas e hifopodios sobre vaina de hoja (Vista 10X). B. Conglomerado de peritecios
vistos desde el lado interno de la vaina (Vista 2X). C. Peritecio maduro con alto nimero de ascas
(20X). D. Ascas conteniendo ascosporas (Vista 40X).

37



5.4 Sensibilidad de aislados a fungicidas comerciales

Los aislados ASI, AV y AMSA mostraron sensibilidad al ser inhibidos por los fungicidas
comerciales ensayados. El analisis de varianza determino diferencias significativas entre los
aislados (p<0.0001), fungicidas comerciales (p<0.0001) y en la interaccion de ambos
(p<0.0001).

La separacion de medias por Tukey ubico a los aislados en tres categorias estadisticas, siendo
el aislado AMSA el menos sensible a los cinco fungicidas comerciales evaluados, al inhibir en
68% su crecimiento micelial, seguido de ASI con 70% y AV resultd el mas sensible con un
porcentaje de inhibicion de 77% (Figura 11).

En cuanto a los fungicidas comerciales Tacre Bacillus Plus® y Amistar 50WG®, fueron los que
menor porcentaje de inhibicion micelial tuvieron con 24% y 34% respectivamente. Mientras
que las formulaciones Funibiol-K®, Alto 10SL® y Amistar Xtra 28SC® lograron 100% de
inhibicién (Figura 12).
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Figura 12. Inhibicion micelial promedio lograda por fungicidas comerciales sobre aislados de
Gaeumannomyces spp.

El fungicida biolégico Tacre Bacillus Plus® mostré un efecto fungistatico, al detener el
crecimiento de los aislados una vez ambas colonias tuvieron contacto al transcurrir seis dias
desde la incubacion (Figura 12 y 14). En ensayos anteriores las bacterias del género Bacillus
lograron inhibir mas del 50% el crecimiento micelial (Yang et al. 2015; Yang et al. 2018; Liu
et al. 2009; Zhang et al. 2017a; Zhang et al. 2017b), no obstante, es importante mencionar que
el medio utilizado en estos estudios fue PDA y ademas el antagonista se establecia de tres a

cuatro dias antes que el patégeno.

Mientras que en el presente estudio se utilizd un medio que ademés de PDA contenia semolina
de arroz, sacarosa y agar, un medio mas nutritivo y similar a la planta de arroz durante la
formacion de la panicula. Sumado a lo anterior, la inoculacion en los platos Petri fue el mismo
dia para ambos microorganismos, lo que igualé las condiciones de crecimiento para ambos

microorganismaos.

En las empresas arroceras de donde provienen los aislados, las aplicaciones de este fungicida
comercial se realizan al area foliar cuando el cultivo llega a la etapa de cambio de primordio (Ro
a R1 — 53 a 58 ddg), momento en que ya se identifican estructuras del hongo en la base de la
planta, sin embargo, se desconoce si estas son capaces de entrar a la planta de arroz a inhibir el

crecimiento de Gaeumannomyces.
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Para el caso de Amistar 50WG® fungicida quimico sintético compuesto por la molécula
azoxistrobina (ubicado en la segunda categoria estadistica) alcanz6 un promedio de inhibicion
menor al 35% (Figura 12 y 15). Estos resultados coinciden con estudios a nivel de campo en el
cultivo de trigo con Azoxistrobina y otras estrobirulinas sobre G. graminis var. tritici, logrando
controlar de 20% a més del 80% la incidencia del patogeno (Jenkyn et al. 2000; Jenkyn y
Gutteridge, 2002). A pesar de esto, los controles fueron inconsistentes y sugirieron valorar este
ingrediente activo como una molécula que tiene mejor comportamiento sobre otros patégenos

en el cultivo de trigo.

Segun la ficha técnica del producto, Amistar 50WG® actia como inhibidor de la respiracion
mitocondrial mediante la union del sitio Qo del citocromo b, interrumpiendo el ciclo de energia
dentro del microorganismo, lo que hace interferir en su ciclo de vida, principalmente durante la
germinacion de las esporas y la penetracion del tejido. Considerando las caracteristicas
morfolégicas de Gaeumannomyces, el mecanismo de infeccion que se basa en la abundante
produccién de micelio y en los resultados de este estudio, azoxistrobina puede considerarse

como una molécula secundaria en los planes de manejo especificos para la enfermedad.

Por su parte, el tratamiento Alto 10SL®, que contiene ciproconazol, logré inhibir 100% el
desarrollo de micelio de los aislados (Figura 12 y 15). Yun et al. (2012) comprobd la inhibicién
micelial in vitro de 66 aislados de G. graminis var. tritici con dos moléculas de la misma familia
quimica (Tebuconazol y Difenoconazol), posteriormente en plantas de arroz establecidas en
condiciones de campo, Briones (2014) encontr6 que tratamientos que contenian Tebuconazol +
Carbendazin y Difenoconazol + Propiconazol lograron 5.6% y 36.0 % menos incidencia de
Gaeumannomyces que el testigo absoluto que registrd incidencia de 24.94%. A pesar de ello,
fue lo suficiente como para encontrar diferencias significativas en el rendimiento del cultivo y

Sus componentes.

Alto 10SL®, es un fungicida que ejerce su efecto a través de la inhibicion de la biosintesis del
ergosterol, lo que desencadena una serie de procesos que terminan deteniendo el crecimiento
del micelio del hongo y siendo Gaeumannomyces un patégeno que genera abundante micelio
para desarrollar su proceso infectivo, resulta ser muy especifico y una de las principales

moléculas para el manejo de la enfermedad.
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El fungicida comercial Amistar Xtra 28SC® que contiene las moléculas azoxistrobina y
ciproconazol inhibié el 100%, aun teniendo 20 g menos de ciproconazol que Alto 10SL® y 300
g menos de azoxistrobin que Amistar 50WG® (Figura 11 y 16). Sin embargo, seria importante

valorar las concentraciones minimas inhibitoria de estos fungicidas quimicos.

El fungicida botanico Funibiol-K®, elaborado a partir del extracto botanico de la planta
Eucalyptus globulus logro inhibir 100% del crecimiento de los aislados de Gaeumannomyces
considerados en este estudio, logrando un desempefio igual a Alto 10SL® y Amistar Xtra 28SC®
(Figura 12 y 16). En las empresas arroceras es aplicado cuando el cultivo alcanza la etapa
fenoldgica V6-V7 (macollamiento intermedio).

En Chile, Zapata et al., (2011) también registraron 100% de inhibicion de este ascomicete al
incorporar cuatro gramos de corteza molida de la especie Drimys winteri al medio de cultivo.
En Asia, Yang et al. (2019) evaluaron 17 plantas medicinales contra varios hongos patdgenos,
incluido Gaeumannomyces, a nivel in vitro, logrando porcentajes de inhibicién maximos de

58.7% con la especie Syzygium aromaticum (L.).

Para el caso especifico de la planta Eucalyptus globulus, Rakotonirainy y Lavédrine (2005)
detallan que de su hoja se extraen los compuestos 1-8 cineole o Eucaliptol, el cual es un
monoterpeno con accion fangica. Posteriormente Zorzi et al. (2017) determinaron que E.
globulus, puede contener hasta 69.32% del monoterpeno 1-8 cineole y lo ensayaron en
condiciones in vitro sobre Alternaria solani (tizon temprano del tomate), encontrando que
concentraciones de 10 pL mL* lograron inhibir entre el 91% y 100% del desarrollo micelial de

este importante patogeno.

Estos resultados soportan los obtenidos en este estudio para el fungicida botanico Funibiol-K®,
la cual es una de las principales herramientas con las que se cuenta en Nicaragua para el manejo

de Gaeumannomyces.

En cuanto a la interaccion entre los tratamientos y aislados (Figura 13), los porcentajes de
inhibicion micelial resultaron iguales para Funibiol-K®, Alto 10 SL® y Amistar Xtra 285C® y
sus interacciones con los tres aislados. Todos ellos se agruparon en una misma categoria
estadistica al lograr 100% de inhibicién. El tratamiento Tacre Bacillus Plus® presentd un

comportamiento similar sobre los aislados AMSA, AV y ASI, al lograr porcentajes de inhibicién
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de 24%, 24% y 25% respectivamente, los cuales se agruparon en una misma categoria
estadistica.

Amistar 50WG®, fue el Unico tratamiento cuyos resultados de inhibicion difirieron entre los
aislados, logrando 17% de inhibicién para AMSA, 27% con ASI y 60% para AV. Coincidiendo
con los resultados inconsistentes obtenidos por Jenkyn et al. (2000) y Jenkyn y Gutteridge
(2002). La azoxistrobina es uno de los ingredientes activos con accién fingica mas reciente en
el mundo (Morton y Staub, 2008), sin embargo, el comité de accidon de resistencia a los
fungicidas (FRAC, por sus siglas en inglés) ha reportado el alto riesgo de desarrollar resistencia

a esta molécula.
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Figura 13. Inhibicion micelial que resulté de la interaccion fungicidas y aislados de
Gaeumannomyces spp.
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Figura 14. Inhibicion micelial de aislados de Gaeumannomyces spp por Tacre Bacillus Plus®
(izquierda) y aislados sin tratamiento (derecha).

43



Figura 15. Inhibicion micelial de aislados de Gaeumannomyces spp por Amistar 50WG®
(izquierda) y aislados sin tratamiento (derecha).
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Figura 16. Inhibicion micelial de aislados de Gaeumannomyces spp por Funibiol-K® (izquierda)
y aislados sin tratamiento (derecha).
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Figura 17. Inhibicion micelial de aislados de Gaeumannomyces spp por Alto 10SL® (izquierda)
y aislados sin tratamiento (derecha).
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Figura 18. Inhibicion micelial de aislados de Gaeumannomyces spp por Amistar Xtra 285C®
(izquierda) y aislados sin tratamiento (derecha).
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VI. CONCLUSIONES

Los aislados ASI, AV y AMSA presentaron coloracion grisacea oscura, textura lanosa con hifas
en forma de hebras individuales y agrupadas, con colonizacion de tipo circular, borde filiforme,

diametro de colonia de 66 mm a 78 mm, capaces de generar peritecios con ascas y ascosporas.

Se identifica como Gaeumannomyces spp el aislado de ASI proveniente de Sébaco, Matagalpa
y Gaeumannomyces oryzinus Sacc. como la especie de los aislados de AV y AMSA

provenientes de Malacatoya, Granada y San Lorenzo, Boaco respectivamente.

En condiciones de invernadero, los aislados AV, AMSA y ASI generaron abundante micelio
para iniciar su infeccion a nivel de tallos y vainas de las hojas, provocando lesiones hasta
alcanzar la base del tallo, reduciendo su firmeza y estabilidad, predisponiendo el cultivo al

acame.

Los tres aislados de Gaeumannomyces spp fueron sensibles a los fungicidas comerciales
evaluados, logrando la mayor inhibicién micelial los productos Funibiol-K®, Alto 10SL® y
Amistar Xtra 28SC®.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas PCR para confirmar la identificacion de Gaeumannomyces oryzinus.

Iniciar estudios que permitan valorar la relacion sobre la incidencia y severidad de
Gaeumannomyces con el rendimiento y la calidad del cultivo de arroz en las condiciones

agrocliméticas de Nicaragua.

Evaluar los fungicidas Tacre Bacillus Plus, Amistar 50WG, Funibiol-K, Alto 10SL y Amistar
Xtra 28SC sobre plantas de arroz.

Realizar pruebas con diferentes dosis del ingrediente activo azoxystrobina (Amistar 50WG) y

los aislados de Gaeumannomyces para determinar si hay resistencia hacia esta molécula.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Afectaciones por Gaeumannomyces spp en Agricola Santa Isabella S.A. Sébaco,
Matagalpa. Nicaragua.

Anexo 2. Recoleccion de plantas de arroz afectadas por Gaeumannomyces spp en las fincas
arroceras consideradas en el estudio.
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Anexo 3. Etapas del arroz para la obtencion de semolina, ingrediente utilizado en los medios de
cultivo en el presente estudio.

Anexo 4. Peritecios de Gaeumannomyces spp. germinados en el medio de cultivo PDS-SM-S-
A'y colonizacién en medio SM-A.
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Anexo 5. Gaeumannomyces spp. en medio SM-A con abundante produccién de peritecios.

Anexo 6. Peritecio maduro con presencia de ascosporas (vista 20X).
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Anexo 7. Ascas y ascosporas vacuoladas obtenidas de aislados AV y AMSA.
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Anexo 8. Fungicidas comerciales evaluados sobre los aislados de Gaeumannomyces spp.

Anexo 9. Evaluacién de crecimiento micelial durante ensayo de sensibilidad a fungicidas
comerciales.
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Anexo 10. Diluciones seriadas realizadas para obtener colonias del fungicida biol

Bacillus Plus®



Anexo 11. Andlisis de varianza del estudio de inhibicion micelial y separaciones de medias por
Tukey (00=0.05) (Infostat Ver. 2017)

Variable N R2 R2Aj] CV

Inhibicion 90 099 097 3.79
F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 115648.73 19 6086.78 826.9 <0.0001
Tratamientos 109356.78 4 27339.19 3714.08 <0.0001
Repeticiones 93.73 5 18.75 2.55 0.0356
Aislados 1210.47 2 605.23 82.22  <0.0001
Tratamientos*Aislados  4987.76 8 623.47 84.7 <0.0001
Error 515.27 70 7.36
Total 116164 89

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=5.50651 Error: 7.3610 gl: 70

Aislado Medias n E.E.

AMSA 68.07 30 05 A

ASI 70.23 30 05 B
AVSA 76.7 30 05 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (o < 0.05)

Tratamiento Medias n E.E.

TacreBac 23.94 18 0.64 A
Am50WG 34.39 18 0.64

Funibiol 100 18 0.64 C
Amxtra 100 18 0.64 C
Alto10SL 100 18 0.64 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (a < 0.05)

Tratamiento Aislado Medias n E.E.

Am50WG AMSA 16.67 6 111 A
TacreBac AV 23.5 6 111 B
TacreBac AMSA 23.67 6 111 B
TacreBac ASI 24.67 6 111 B
Am50WG ASI 26.5 6 1.11 B
Am50WG AV 60 6 1.11

Funibiol AMSA 100 6 1.11 D
Funibiol ASI 100 6 1.11 D
Funibiol AV 100 6 1.11 D
Alto10SL AV 100 6 1.11 D
Alto10SL ASI 100 6 1.11 D
Alto10SL AMSA 100 6 1.11 D
Amxtra AV 100 9 111 D
Amxtra ASI 100 6 1.11 D
Amxtra AMSA 100 6 1.11 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (a« < 0.05)
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