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Resumen

El éxito de la seleccion de individuos resistentes a las enfermedades, se basa
en la utilizacion de métodos de inoculacién que induzcan un nivel de incidencia
de laenfermedad cercana al 100%. Con el objeto de determinar un método eficiente
de inoculacion de arroz con R. solani, se llevo a cabo un ensayo durante los afios
2001 y 2002 en Araure, estado Portuguesa. El ensayo se realiz6 en bloques al
azar con cuatro repeticiones, utilizando dos fuentes de in6culo, esclerocios (Es) y
granos de arroz infectados con R. solani (GAI). Los métodos de inoculacion con
GAl difirieron en la dosis, formay época de aplicacion del inéculo. Los resultados
indican que la inoculacion con Es fue mas confiable, con una incidencia superior
al 98%, en ambos afos. Los resultados obtenidos con GAI fueron variables, al ser
afectados por las precipitaciones ocurridas en el periodo post-inoculacion, en el
afo 2002. Durante el afio 2001, sin embargo, se alcanzé una incidencia cercana
al 100%, en las parcelas donde se aplicaron 25 g de arroz infectado, al voleo, 70
dias después de la siembra. Este método es mas practico y puede ser recomendado,
en el caso donde la cantidad de individuos a ser evaluados es elevada, si la
inoculacidn coincide con el periodo de salidas de lluvia.
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Introduccion

El afiublo de la vaina es causado
por un hongo denominado Rhizoctonia
solani AG1-1Ay constituye unade las
enfermedades mas difundidas y
limitantes del rendimiento del arroz a
nivel mundial (7, 12, 17). En
Venezuela, la produccién de arroz
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basada en la utilizacién de tecnologias
agricolas, caracterizadas por la alta
densidad de siembray el elevado uso
de fertilizante nitrogenado, ha
conllevado al aumento en la intensidad
y distribucion de la enfermedad, la
cual origina pérdidas en la calidad y el
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rendimiento del cultivo (6, 15). Uno de
los métodos mas econémicos para
controlar las enfermedades de las
plantas, lo constituye el uso de
materiales resistentes. Todos los
cultivares de arroz son susceptibles a
R. solani, pero el grado de
susceptibilidad es variable (9, 13, 20)
y a pesar de no encontrarse resistencia
completa al hongo en esta especie, esta
resistencia parcial puede aprovecharse
combinada al manejo adecuado de las
practicas culturales, para disminuir
los efectos patoldgicos sobre el
rendimiento, reduciéndose la densidad
y viabilidad de los esclerocios en el
suelo y por ende, su diseminacion e
incidencia (2, 8, 11, 16). Los
mejoradores de plantas comunmente
evalGan cantidades elevadas de
germoplasma y requieren de
metodologias adecuadas para la
evaluacion de las caracteristicas a
seleccionar. En el estudio de la reaccion
a las enfermedades, no solo la
evaluacion sino también la inoculacion

debe realizarse de manera sencilla,
debiéndose garantizar el contacto del
patégeno y la planta en un ambiente
adecuado al desarrollo de la enfermedad
(1), disminuyéndose asi los riesgos de
escape, para que el fitomejorador pueda
estar seguro de que las plantas que esta
seleccionando son realmente
resistentes. Las técnicas de inoculacion
que se han empleado con este hongo,
incluyen la colocacién de esclerocios,
micelio, tallos, palillos o arroz
colonizado con el hongo, sobre hojas y
vainas in vitro o en el campo, cuando
el cultivo se encuentra en el estado de
maximo macollamiento o prefloracién
(3,9, 14, 15,18, 19, 20). Sin embargo,
muchos de estos métodos no son faciles
de emplear y sus resultados han sido
inconsistentes (20). Con el objetivo de
seleccionar el método méas adecuado de
inoculacién de R. solani, para los
requerimientos de los fimejoradores, se
evaluaron siete métodos de inoculacion
con este hongo en arroz.

Materiales y métodos

El experimento se realiz6 en el
campo experimental “Araure” del
Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas, en Araure, estado
Portuguesa, durante los periodos de
lluvia de los afios 2001y 2002, en suelos
conducivos a la enfermedad. EI
primero se sembro el 15 de agosto de
2001 y se inoculd el 23 de octubre,
mientras que el segundo se sembré el
3 de junio y se inocul6 el 9 de agosto.
El disefio experimental que se utilizé
fue el de bloques al azar con cuatro
repeticiones, donde cada parcela
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experimental estuvo constituida por
cuatro hileras de 1,20 m de longitud
separadas a 0,20 m. Las plantas
estuvieron distanciadas a 0,20 m
dentro de la hilera, lo cual result6 en
11 plantas por hileray 44 por parcela
o unidad experimental. Se utilizé la
variedad de arroz Fundarroz PN-1,
susceptible a R. solani. Después del
acondicionamiento del suelo mediante
el batido o fangueo, el ensayo de campo
se instal6 trasplantando plantulas de
20 dias de edad, provenientes de un
semillero. Los métodos, tratamientos
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0 combinacién de factores evaluados
(cuadro 1), se compararon entre si
utilizando la prueba de medias de
Fisher olsd (21), con la idea de conocer
cual combinacidén de factores era el méas
adecuado para inocular germoplasma
de arroz de manera eficiente. De esta
manera, no se realizaron las
comparaciones entre los factores, es
decir entre la aplicacién de in6culo al
voleo o por hilera o voleo, al momento
del transplante o a los 70 ddi, utilizando
esclerocios o arroz colonizado por el
patégeno. El inéculo, utilizado en los
seis primeros tratamientos, consistio
en arroz descascarado colonizado por
el micelio del hongo, preparado
siguiendo la metodologia descrita por
Graterol et al. (9). Las dos proporciones
de arroz colonizado empleadas, se
obtuvieron pesando 25 g del in6culo en
una balanza analitica o vertiendo arroz
colonizado en un cilindro graduado de
500 cc de capacidad, hasta la marca
de 100 cc. Este indculo se aplicé sobre

el suelo drenado, segun la proporcién,
época y forma definida en el
tratamiento correspondiente a cada
parcela. La aplicacion en hileras, se
hizo esparciendo el in6culo en bandas
al lado de la hilera de plantas, sin
llegar a tocarlas, mientras que la
aplicacion al voleo se realiz6 sobre el
suelo cubriendo el area ubicada entre
las hileras de plantas, sin tocar el follaje
de las mismas. Los esclerocios
utilizados en el tratamiento 7, se
produjeron colocando un esclerocio en
el centro de cajas de petri que
contenian medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) al 2%. Después
de 15 dias de incubacion, los esclerocios
formados se desprendieron con la
ayuda de una aguja de diseccion estéril
y se colocaron en papel absorbente para
seleccionar los de tamafio mediano y
homogéneos, descartandose los mas
grandes. Para asegurar la infeccion y
reducir la probabilidad de escape de la
enfermedad, se inocularon dos

Cuadro 1. Métodos de inoculacidon con granos de arroz (pesados y
medidos volumétricamente) colonizados por Rhizoctonia
solani, esclerocios y testigo sin inocular, evaluados en el

campo.
Meétodos Dosis del in6culo Forma de aplicacion Epoca de aplicacion
(dds)
1 25¢ Hilera 20
2 100 cc Hilera 20
3 25¢ Hilera 70
4 100 cc Hilera 70
5 25¢ Voleo 70
6 100 cc Voleo 70
7 Inoculacion con esclerocios, en la 2 y 3 vaina del tallo principal, 70 dds.
8 Testigo sin inocular

dds: dias después de la siembra
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esclerocios insertandolos en la cara
interna de la vaina a la altura del
cuello, uno en la segunda y otro en la
tercera, en sentido ascendente. Todas
las plantas de las dos hileras centrales
de la parcela fueron inoculadas cuando
las plantas se encontraban en el estado
de bota, embuchamiento o prefloracion
(70 dds). Las evaluaciones se realizaron
en las plantas de las dos hileras
centrales de cada parcela a los 7, 14,
21y 28 dias después de la inoculacion
(ddi). A las muestras de suelo tomadas
posterior a la preparacion del mismo,
se les determind la cantidad de indculo
presente mediante la técnica descrita
por Carlingy Summer, 1992. Paraello
se tomaron 10 muestras de suelo de 1
kg cada una, a una profundidad de 5-

10 cmy se secaron al aire por 14 dias.
Luego, se pulverizaron, se colocaron en
un recipiente, se les afiadié agua
destilada hasta cubrirlas y se agitaron.
La mezcla permanecié en reposo
durante la noche al siguiente dia, el
sobrenadante se vertié en dos cribas
de diferentes diametros, una para
separar el material grueso y la otra
(1,7 mm), para retener el material mas
pequefio presente en la mezcla de suelo
obtenida en el primer paso. Este
material se colocé en papel absorbente
para cuantificar, ante el microscopio
esteoroscopico, la cantidad de
esclerocios. EI nimero de esclerocios
se contabiliz6 para cada una de las
muestras de suelo.

Resultados y discusion

La prueba de homogeneidad de
varianza indica que las varianzas del
ensayo en los afios 2001 y 2002 fueron
heterogéneas, por ello los datos no se
pudieron analizar en conjunto y los
resultados se presentan para cada afio.

El ndmero promedio de
esclerocios encontrados en el suelo
donde se desarroll6 el estudio, una vez
preparado el suelo y previo a la
instalacion del ensayo, para ambos
anos, fue de 2 esclerocios por kilogramo
de suelo (escl./kg), resultado que
coincide con el reportado por otros
autores, en experiencias realizadas en
suelos cultivados con arroz (4, 7).
Experimento Afio 2001

La prueba de medias para la
incidencia de la enfermedad, de las
parcelas inoculadas con los diferentes
métodos evaluados y el testigo sin
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inocular, durante las cuatro
evaluaciones semanales realizadas, se
presentaen el cuadro 2. En la primera
evaluaciéon (7 ddi) las parcelas
inoculadas, independientemente del
tratamiento, tuvieron al menos la
mitad de las plantas con los sintomas
tipicos de la enfermedad, mientras que
las parcelas testigos, alcanzaron el
32,9%. La incidencia de la enfermedad
con el método 6, fue la mas alta y
estadisticamente similar a la
inoculacion con esclerocios, pero
diferente del resto de los métodos y del
testigo. En la evaluacion de los 14 ddi,
la incidencia de plantas enfermas en
el testigo también fue inferior al 50,0%,
mientras que con el método 6 ya se
habia alcanzado un 92,1% de plantas
enfermas, resultado estadisticamente
similar (p=0,05) al obtenido en la
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Cuadro 2. Incidencia (%) del afiublo de la vaina (Rhizoctonia solani) en
arroz con diferentes métodos de inoculacion después de 7,
14,21y 28 dias de aplicado el in6culo, en el afio 2001.

Dias después de la inoculacién

Tratamiento 7 14 21 28
1 61,9 cd 76,2 abc 79,4 bc 85,7b
2 51,9d 68,2 cd 82,7 abc 92,8 ab
3 60,6 cd 66,3 cd 79,2 bc 89,9 ab
4 60,9 cd 70,8 bc 82,5 abc 93,5ab
5 60,3 cd 72,2 abc 77,8 ¢ 90,9 ab
6 87,3a 92,1a 95,2 a 100,0 a
7 76,4 ab 89,0 ab 94,3 ab 98,0 a
8 329e 48,7d 59,0d 70,5¢
Mds 19,0 19,9 15,4 10,4

inoculacion con esclerocios. Veintin
dias después de la inoculacién, con
todos los métodos evaluados, la
incidencia de la enfermedad habia
superado el 75,0%, alcanzandose un
95.2% con el método 6, con el cual se
obtuvo una incidencia estadistica-
mente igual a la inoculacion con
esclerocios. Veintiocho dias después de
la inoculacion, todas las plantas en las
parcelas inoculadas con el método 6
mostraron los sintomas tipicos de la
enfermedad, mientras que en las
parcelas no inoculadas se alcanzé una
incidencia promedio de 70,5 %. La
cantidad de esclerocios encontrada en
el suelo no logré que la incidencia de
la enfermedad, en las parcelas no
inoculadas, fuera superior. El valor
promedio de incidencia obtenido
(70,5%) nos indica que un elevado
numero de plantas, aproximadamente
30,0%, escaparon a laenfermedad. Este
hecho incide negativamente en la
adecuada seleccion de los individuos por
su reaccion a esta enfermedad, en
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poblaciones segregantes, donde cada
individuo es genéticamente diferente
el uno del otro.

Experimento Ao 2002

Durante este ano, la inoculacion
con esclerocios (tratamiento 7) produjo
la mayor incidencia de la enfermedad
y el menor escape, cuadro 3. El
porcentaje de plantas enfermas por
parcela, utilizando este método, fue el
mas alto desde la primera evaluacion
alcanzando un valor de 98,8% a los 21
ddi. Las parcelas no inoculadas,
tuvieron la incidencia mas baja de la
enfermedad, con un maximo de 24,6%
a los 28 ddi, lo cual indica que la
cantidad de in6culo naturalmente
presente en el suelo no fue suficiente
para la evaluacion de germoplasma con
fines de seleccion, corriéndose el riesgo
de que una buena parte de los
individuos evaluados (75,0%) escapen
alaenfermedad y su reaccion no pueda
ser evaluada exitosamente. Ambos
resultados coinciden con los del
experimento del afio 2001. Durante las
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Cuadro 3. Incidencia (%) del afiublo de la vaina (Rhizoctonia solani) en
arroz con diferentes métodos de inoculacion después de 7,
14,21y 28 dias de aplicado el in6culo, en el afio 2002.

Dias después de la inoculacion

Tratamiento 7 14 21 28
1 41,4 bc 55,3 bc 57,6 bc 68,1 bc
2 51,4b 66,1 b 66,1 b 64,3 bc
3 29,4 bed 38,5cd 38,5 cde 559¢
4 25,5cd 26,7d 31,2de 50,8 ¢
5 46,8 bc 59,5 bc 62,0 bc 78,2 ab
6 24,2 cd 43,0 bed 46,5 bcd 58,3 bc
7 87,5a 96,5 a 98,8 a 98,8 a
8 11,8d 17,6d 176¢€ 24.6d
Mds 24,1 26,1 25,0 22,0

evaluaciones del afio 2002, el mejor
tratamiento, utilizando arroz
colonizado, consistié en la aplicaciéon
de 25 g de arroz colonizado, al voleo,
70 dias después de la siembra
(tratamiento nimero 5); la incidencia
de la enfermedad en las parcelas
inoculadas con este método fue de
78,2% en la evaluacion final. Este
resultado difiere del encontrado
durante el ensayo del afio 2001, donde
la incidencia de la enfermedad causada
por el método 6 (100 cc de arroz
colonizado, aplicado al voleo, 70 dias
después de la siembra) fue similar ala
causada por la inoculaciéon con
esclerocios y mejor que la obtenida con
el método 5. Las diferencias
encontradas son atribuibles a las
condiciones meteorolégicas de ambos
afnos. Las temperaturas y humedades
relativas maxima y minima diarias,
que ocurrieron en el campo
experimental Araure, desde el dia de
la inoculacién hasta 30 ddi (figuras 1
y 2) fueron similares durante los dos
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afos, a pesar de que el mes en el cual
transcurrio el periodo post-inoculacion
en los ensayos fue diferente, (octubre-
noviembre 2001 y agosto-septiembre
2002). Sin embargo, se observaron
diferencias importantes en la cantidad
de precipitacion ocurrida el dia de la
inoculacion y el periodo inmediata-
mente posterior a él. Durante el afio
2001, no hubo precipitacion el dia de
la inoculaciéon ni en los dos dias
posteriores, mientras que en el afio
2002, el dia de la inoculacidén ocurri6
una precipitaciéon intensade 11,2 mm,
seguida de precipitaciones de menor
intensidad los dos dias posteriores
(figura 3). Es probable que durante el
periodo de inoculacion, sucediera el
lavado del indculo, afectando el éxito
de las inoculaciones realizadas. La
inoculacidén con esclerocios, en cambio,
no se vio afectada por la lluvia, ya que
éstos quedaron protegidos en la cara
interior de las vainas foliares
inoculadas. Los resultados obtenidos en
este trabajo coinciden con los
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Figura 1. Temperaturas maxima (TM) y minima (Tm), humedades
relativas maxima (HRM) y minima (HRm) en el campo
experimental del INIA-Araure-Portuguesa hasta los 35 dias
posterior a la inoculacion de Rhizoctonia solani en arroz

del afio 2001.
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Figura 2. Temperatura maxima (TM) y minima (Tm), humedad relativa
maxima (HRM) y minima (HRm) en el campo experimental de
INIA en Araure, Portuguesa, en el periodo comprendido entre
el 09 de agosto y el 09 de septiembre del afio 2002.
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reportados por otros autores en
inoculaciones realizadas en el
invernadero; por ejemplo, Sharmay
Teng (19), encontraron que la
inoculacién de plantas de arroz con
esclerocios o con arroz colonizado, fue
igualmente eficaz en el desarrollo del

afiublo de la vaina, asi mismo Prabhu
et al. (14) concluyeron que la
inoculacion con granos colonizados
result6 méas adecuada para la
evaluacién de la resistencia de
cultivares de arroz en el invernadero.
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Figura 3. Precipitacion (mm) ocurrida, en el campo experimental del
INIA-Araure-Portuguesa desde cero hasta seis dias después
de lainoculacién de Rhizoctonia solani en arroz del afio 2002

(Ago-02).

Conclusiones

La incidencia de la enfermedad
en el testigo no inoculado, en ambos
afos, fue menor que la observada con
cualquiera de los métodos de
inoculacion evaluados, por lo tanto,
pararealizar la evaluacion eficiente de
germoplasma de arroz en suelos con
una cantidad de iné6culo natural
similar al utilizado en este estudio, es
necesario inocular. La inoculacién con
granos de arroz colonizados por R.
solani, a una proporcién de 25 g por
parcela aplicados al voleo 70 ddi, fue
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efectiva durante el afio 2001, causando
enfermedad en el 100% de las plantas
inoculadas al igual que el método de
inoculacién con esclerocios (98%); sin
embargo, durante el afio 2002, el
primer método fue afectado por la lluvia
dando un resultado diferente e inferior
al obtenido con los esclerocios. La
inoculacién con esclerocios se podria
recomendar para evaluar lineas
avanzadas de arroz, caracterizadas por
la homogeneidad del germoplasma,
cuando la cantidad de lineas a evaluar
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sea manejable e inoculandose una
pequefia muestra de individuos de cada
una. En la evaluacion de poblaciones
y familias segregantes, el mejorador
necesita conocer la reaccion de cada
individuo que conforma la poblacién o
familia para seleccionar los mas
resistentes, en estos casos, la
inoculacion con esclerocios se tornaria
impractica, siendo recomendable la
inoculacion con arroz colonizado
(método 6) teniéndose la precaucion de
que la inoculacion y el periodo post-
inoculaciéon ocurran a salidas de las

lluvias, tal como se hizo en el afio 2001,
esto reduciria la posibilidad de lavado
del ino6culo, disminuyéndose la
probabilidad de escape a la
enfermedad. La inoculacién con
esclerocios dio resultados repetibles y
aunque es menos practica, resulta mas
segura y confiable. En estudios
posteriores se determinara el tamario
de la muestra apropiado, que permita
hacer de la inoculacién con esclerocios,
un método mas facil de utilizar en el
mejoramiento genético del arroz.
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