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EFECTO DEL FILTRADO OBTENIDO A PARTIR
DE CULTIVOS DEL HONGO Pyricularia grisea Sacc.
EN MEDIO LIiQUIDO, SOBRE PLANTULAS Y SEMILLAS

DE ARROZ (Oryza sativa L.)

Regla M. Cardenas, Maria M. Hernandez y R. Morejon

ABSTRACT. Raw extracts of pure colonies of Pyricularia
grisea fungus, of 60 days of incubation in 200 mL of Czapek
liquid medium were used at different concentrations, on 30-
day-old rice seedlingsof IR-837 var. and in seedsfrom | R-837
and IR-759-54-2-2 cv., with the objective of proving their
toxigenic power. Seedling symptoms consisted of progressive
wilting twelve hours after they were placed in the filtrate and
they were directly related with the concentration. There was
aninhibiting action of thefiltrate and itsdilutionson rice seed
germination in both varieties, whichisin correspondancewith
the concentration, although there were not statistically
significant differencesamong treatments. The different filtrate
concentrations influenced seedling height and root length,
that was inhibited under the action of the pure filtrate, but
increasing with concentration decrement in the susceptible
variety, although there were no statistically significant
differences. Results proved that the fungus produces toxic
substancesin Czapek culture medium.
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INTRODUCCION

Los hongos fitopatégenos producen una amplia y
variada gama de compuestos, entre los cuales se en-
cuentran las toxinas, que son metabolitos que inducen
alteraciones en las reacciones metabolicas en las célu-
las vegetales vivas, lo que produce una desorganizacién
de los procesos fisioldgicos que se llevan a cabo en las
plantas y propician el desarrollo de enfermedades.

A escala mundial se han realizado numerosos tra-
bajos empleando toxinas con especificidad hospedera
producidas por algunos hongos fitopatégenos, con vistas
a la seleccién in vitro de variedades resistentes a las
enfermedades producidas por esos patégenos (Cornide,
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RESUMEN. Extractos crudos de colonias puras del hongo
Pyricularia grisea, de 60 dias de incubacion en 200 mL de
medio liquido Czapek, fueron utilizadas en diferentes concen-
traciones, sobre plantulasde arroz de 30 dias, var. IR-837 y en
semillasdelasvariedades| R-837 eI R-759-54-2-2, con €l obje-
tivo de comprobar su poder toxigénico. Los sintomas en las
plantulas consistieron en marchitamiento progresivo a partir
de las doce horas de colocadas en €l filtrado y estuvieron
directamente rel acionadas con la concentracion. Se manifesto
una accion inhibidora del filtrado y sus diluciones sobre la
germinacion delasemillade arroz en ambasvariedades, lo cud
estuvo en correspondencia con la concentracién, aunque
estadisticamente no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Las diferentes concentraciones del filtrado gjer-
cieroninfluenciasen laaturadelasplantulasy enlalongitud
delasraices, |o cua seinhibid bajolaaccién del filtrado puro,
incrementéndose con ladisminucion delaconcentraciénenla
variedad susceptible, aunque estadisticamente no se presen-
taron diferencias significativas. L os resultados demuestran que
el hongo produce sustancias tdxicas en € medio de cultivo

Czapek.

Palabrasclave: resistenciaalaenfermedad, metabolitos,
toxinas, Pyricularia grisea, arroz, hongo

Lima y Suril, 1993). En Cuba, en lo Ultimos afios se ha
incrementado el nimero de trabajos relacionados con esta
tematica, pudiéndose citar los estudios llevados a cabo
por Veitia et al. (1996) en papa (Solanum tuberosum)
con el hongo Alternaria alternata; en tomate (Lycopersicon
esculentum) se han utilizado las toxinas de Stemphylium
solani (Marquez et al. 1996; Lara et al., 1998). También
en tomate se ha trabajado con las toxinas del hongo
Alternaria solani (Pérez y Martinez, 1996); en cafia de
azucar (Saccharum officinarum) con las del hongo
(Ustilago scitaminea) (Héctor et al. 1998) entre otros.

El hongo Pyricularia grisea, agente causal de la
Piriculariosis, produce diferentes sustancias que al pare-
cer estan implicadas en mayor o menor grado en el pro-
ceso de la patogénesis y en la manifestacion de los sin-
tomas de la enfermedad (Kozaka, 1995), que tiene gran
importancia a nivel mundial por las pérdidas que ocasio-
na al cultivo del arroz (Oryza sativa L.); sin embargo, en
la literatura consultada no aparecen estudios utilizando



las toxinas 0 metabolitos de este hongo en la seleccion
in vitro de formas resistentes.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto se realiz6 el
presente estudio, con el objetivo de comprobar el efecto
toxigénico del filtrado obtenido a partir de cultivos del hongo
Pyricularia grisea sobre plantulas y semillas de arroz,
constituyendo una fase demostrativa de que el aislamiento
del patégeno utilizado produce sustancias téxicas en el
medio de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Experimento 1

Efecto de diferentes concentraciones del filtrado en
plantulas de arroz. Se tomé como base la metodologia
descrita por Hernandez et al. (1991) a la que se le hicie-
ron algunas modificaciones.

El filtrado utilizado se obtuvo a partir de un aisla-
miento monospérico del hongo Pyricularia grisea carac-
terizado por Cardenas y Hernandez (1997), incubado du-
rante 60 dias en 200 mL de medio liquido Czapek a tem-
peratura de 28°C en condiciones de oscuridad y se pasé
a través de un filtro de placa no. 5 al vacio y bajo el flujo
laminar. A partir de aqui se realizaron las siguientes dilu-
ciones:
= una parte delfiltrado: una parte de agua destilada estéril
= una parte delfiltrado: dos partes de agua destilada estéril
= una parte del filtrado: tres partes de agua destilada estéril.

Ademas, se empleé el filtrado puro(FP), un testigo
con agua destilada (H,0d) y otro con medio Czapek (M).

Se utilizaron plantulas de 30 dias de germinada de
la variedad IR-837 susceptible a la piriculariosis, a las
gue se les eliminé previamente la zona de la raiz y se
colocaron cada una en tubos de ensayos conteniendo
20 mL. de las soluciones antes mencionadas, para un
total de 10 tubos por cada tratamiento que corresponden
a las diferentes concentraciones estudiadas.

Las evaluaciones se realizaron cada 12 horas a par-
tir de las 12 horas de iniciado el bioensayo y hasta las
60 horas y consisti6 en registrar el nimero de plantulas
con sintomas. Estas se basaron en el marchitamiento de
la superficie foliar, para lo cual se empled el esquema
gue representa el &rea foliar afectada (AFA) por Piricularia
utilizado por Aricapa y Correa-Victoria (1994), ajustado a
nuestras condiciones experimentales, teniendo en cuen-
ta los dafos en las hojas por encima de 32 % AFA.
Experimento 2
Efecto de las diferentes concentraciones del filtrado en
la germinacion de semillas de arroz, longitud de laraiz y
altura de las plantulas. Se utilizaron semillas de arroz de
las variedades resistente y susceptible a la piriculariosis
IR-759-54-2-2 e IR-837, respectivamente, las cuales fue-
ron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 25 % duran-
te 15 minutos y posteriormente lavadas con abundante
agua destilada. Se colocaron sobre papel de filtro en pla-
cas Petri conteniendo 2 mL de las siguientes soluciones:
= una parte del filtrado: una parte de agua destilada estéril
= una parte delfiltrado: dos partes de agua destilada estéril.
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Ademas, se empled el filtrado puro (FP), un testigo
con agua destilada (H,0d) y otro con medio Czapek (M).

Las evaluaciones se realizaron a las 48y 120 horas,
expresandose en porcentaje de semillas germinadas. A
las 120 horas se determiné el nimero de semillas germi-
nadas y se midié ademas la longitud de las raices y la
altura de las plantulas con ayuda de una regla graduada
en milimetros. Se utiliz6 un Disefio Completamente
Aleatorizado con un arreglo factorial y tres repeticiones.

Se evaluaron 30 semillas por cada tratamiento; los
datos del porcentaje de semillas germinadas se transfor-

maron segln la expresioén: arcosen /o,
Posteriormente se retransformaron para su interpretacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla | se puede apreciar que a partir de las
12 horas de montado el bioensayo, las soluciones con
mayor concentracion del filtrado (FP y 1:1) produjeron
sintomas en las plantulas que consistieron en marchita-
miento, aunque el nimero inicial de plantas afectadas
fue bajo en ambos casos. A partir de las 24 horas éste
se incrementd hasta alrededor de las 60 horas en que
todas las plantulas presentaron sintomas severos. Al res-
pecto, Agrios (1985) refirié que los filtrados obtenidos a
partir de cultivos del hongo contenian la toxina piricularina
y podian producir marchitamiento; por otro lado, Kozaka
(1995) informé que se han aislado mas de 10 tipos de
compuestos fitotéxicos producidos por el patdégeno y entre
ellos un glicopéptido que es una toxina inductora de mar-
chitez.

Tabla I. Nimero de plantulas con sintomas en las
diferentes concentraciones

Plantas con sintomas

Horas HZOd Medio P 1:1 1:2

12
24
36
48
60
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El marchitamiento se manifest6 primeramente a todo
lo largo del borde de las hojas, comenzando por las mas
jovenes y fue avanzando hacia el nervio central hasta cu-
brir la totalidad de ésta y provocar la muerte de la plantula.

Este hecho pone de manifiesto el poder toxigénico
del filtrado y su relacion con la concentracion, lo cual
abre la posibilidad de su empleo en la seleccidn in vitro
de formas resistentes.

Sobre la base de este resultado se procedié al mon-
taje del bioensayo con semillas de arroz; los resultados
se muestran el la Tabla |1. En ésta se observa que a las
48 horas comenzaron a germinar las semillas en la varie-
dad IR-837 con las diferentes concentraciones estudia-
das, alcanzando el mayor porcentaje en la concentracion
1:2 y para el caso de la variedad IR-759-54-2-2 resultd



ser de 3 % a dicha concentracion. A las 120 horas la
variedad IR-837 presentaba los mayores porcentajes de
germinacién con respecto ala IR-759-54-2-2.

Tabla Il. Porcentajes de germinacién en las diferen-
tes concentraciones (datos retransformados)

Porcentajes de germinacion

Tiempo 48 horas 120 horas
Concen- HO Medio AP 1:1 1:2 HO Medio FP 111 1:2
tracion

IRB37 23h 24i 17i 20h 33g 93b 93b 87c 93b 83d
IR759 7] 8 ol ol 3k 97a 97a 60f 70e 73e
ES=0.9354

CV=342%

Medias con letras iguales no difieren significativamente (p< 0.05)

Se puede apreciar un comportamiento un tanto erra-
tico de las variedades estudiadas en cuanto a la
germinacion en las diferentes concentraciones del filtra-
do, destacandose el hecho de que la variedad considera-
da como resistente a la enfermedad mostr6 en todos los
casos valores de germinacion por debajo de la variedad
susceptible, lo cual pudiera atribuirse a la dormancia de
la semilla, que en el caso de esta variedad resulté ser de
mayor duracién que en el caso de la IR-837.

Enla Tabla Il puede observarse que a pesar de los
problemas con la germinacién que aparentemente pre-
sentaron las semillas de la variedad IR-759-54-2-2 'y, en
general, los bajos valores alcanzados en los testigos, se
manifestd una accién inhibidora del filtrado y sus dilucio-
nes sobre la germinacion de las semillas de ambas varie-
dades, estando esta accién en correspondencia con la
concentraciéon, adan cuando no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos ni
con el testigo.

Tabla Ill. Numero de semillas germinadas en las
diferentes variedades
Variedad Concentracién Germinacion
IR837 H,Od 9.333 ab
M 9.333 ab
P 8.666 b
11 9.333 ab
1:2 8.333 bc
IR 759 H,od 9.666 a
M 9.666 a
P 6.000 e
11 7.000 de
1:2 7.333 cd
ES =0.3536
CV=7.46 %

De manera general, en esta experiencia el filtrado y
sus diluciones ejercieron una influencia variable en rela-
cién con la longitud de la raiz, mientras que para el caso
de la altura de las plantas esta influencia no fue significa-
tiva. En la Tabla IV se pueden observar los resultados
obtenidos en cuanto a la longitud radical, pudiéndose apre-
ciar que para el caso de la variedad susceptible, el filtrado
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puro ejercié una accién inhibitoria mayor, aungue esta activi-
dad no fue estadisticamente diferente al resto de los tratamien-
tos usados para esta variedad, mientras que parala variedad
resistente la mayor inhibicién tuvo lugar con el filtrado puro y
la dilucion 1:1, presentandose diferencias significativas con
el resto de los tratamientos empleados en este caso.

Tabla IV. Longitud de laraiz de las plantulas en fun-
cion de la variedad y la concentracion

Variedad Concentracién Longitud raiz
IR 837 H,0d 2.000 abc
M 2.000 abc
==} 1.286 bcd
11 2.193 ab
1:2 2.193 ab
IR 759 H,od 2.803 a
M 2.803 a
23 0.879d
11 1.046 cd
1:2 2.150 ab
ES =0.3210
CV=30.40 %

Enla Tabla V se pueden apreciar los resultados refe-
rentes a la altura de las plantulas. Aqui no se distinguen
diferencias significativas entre los tratamientos; no obs-
tante, los valores mas bajos (mayor inhibicién) corres-
ponden al FP en el caso de la variedad susceptible y al
FP y la dilucién 1:1 para la variedad resistente. O sea,
que este comportamiento tendié a ser similar al observa-
do en el caso de la longitud radical.

Tabla V. Altura de las plantulas en funcién de la
variedad y la concentracion

Variedad Concentracion Altura
IR 837 H,Od 6.696
M 0.696
P 0.153
1:1 0.743
1:2 0.636
IR 759 H,od 1.166
M 1.166
P 0.463
1:1 0.490
1:2 1.066
ES =0.2514 NS
CV=64.32 %

No obstante, haberse encontrado pocas diferencias
entre los tratamientos utilizados, en el caso de la longi-
tud radical y la altura de las plantulas, en el resto de la
experiencia se pudo apreciar actividad deletérea del filtra-
do y sus diluciones, que pudieran ser consecuencia de
los disturbios que ocasionan en el metabolismo hospe-
dero las toxinas o metabolitos contenidos en el filtrado.

Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo, se
recomienda continuar realizando este tipo de estudio y al
mismo tiempo disefiar otros experimentos, usando diferen-
tes variedades que permitan conocer con mas exactitud la
influencia del filtrado y sus diluciones sobre la planta de arroz.
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