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Resumen

Pyricularia oryzae Cav. es el agente causal de la piriculariosis, enfermedad mas importante en el cultivo del
arroz. La presencia de sus propagulos en el aire, asi como la incidencia de la enfermedad se han relacionado con la
temperatura ambiental. En esta investigacion se caracterizaron morfo-fisiologicamente las cepas de P, oryzae, reco-
lectadas de la atmdsfera de un agroecosistema arrocero del occidente cubano. Se evaluaron los caracteres culturales
en diferentes medios y condiciones de cultivo, asi como la esporulacion y crecimiento en PDA a 30°C. Todas las
cepas presentaron caracteristicas culturales y micromorfoldgicas propias de la especie, pero pueden agruparse en
cuatro conjuntos lo que evidencia su variabilidad, relacionada especialmente con la temperatura.
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Abstract

Pyricularia oryzae Cav. is the causal agent of rice blast, the most important disease in the rice crop. The presence
of its propagules in the air, as well as the incidence of the disease have been related to the ambient temperature. In
this investigation, strains of P. oryzae, collected from the atmosphere of a rice agroecosystem in western Cuba, were
morphophysiologically characterized. Cultural characters were evaluated in different culture media and conditions, as
well as sporulation and growth in PDA at 30°C. All strains presented cultural and micromorphological characteristics
of the species, but can be grouped into four sets, which shows their variability, especially related to temperature.
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades fungicas que pueden
afectar al arroz (Oryza sativa L.) destaca la piri-
culariosis, causada por Pyricularia oryzae Cav.
Su presencia se ha descrito en la mayoria de los
paises altamente productores de este cereal y en
Cuba se presenta con elevada incidencia en la re-
gion occidental. Es la enfermedad mas difundida
y destructiva de este cultivo, debido a su dificil
manejo y la potencialidad patogénica de su agente
causal (CARDENAS et al., 2007). Los sintomas se
manifiestan en las partes aéreas de la planta en
varias etapas de desarrollo del cultivo y el aire es la
principal via de propagacion (CorDERO & RIVERO,
2001; ZHANG et al., 2016).

Se ha planteado la diversidad patogénica de las
poblaciones de P. oryzae y se han desarrollado
cultivares de arroz resistentes a la piriculariosis,
como una de las principales vias de su manejo. Sin
embargo, la infeccion de variedades resistentes
puede deberse a la interaccion con diferentes po-
blaciones del patdégeno o a la aparicion de nuevos
patotipos (Consoro et al., 2008).

Las condiciones ambientales pueden influir
en la aparicion de la enfermedad. En este sentido,
en el estudio de CARDENAS ef al. (2010) se detectod
que la temperatura influy6 sobre la incidencia de
la piriculariosis en zonas arroceras del occidente
de Cuba. Por su parte, ALMAGUER et al. (2012)
aislaron propagulos de este hongo de la atmoésfera
de un agroecosistema arrocero cubano, durante el
ciclo del cultivo, y su presencia en el aire también
estuvo relacionada positivamente con la tempera-
tura ambiental. Por lo que el objetivo dela presente
investigacion fue caracterizar unaserie de cepas de
P, oryzae, enfocado en el efecto de la temperatura
en su crecimiento y germinacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ocho cepas de dicha especie
(AAM-246, AAM-275, AAM-336, AAM-344,
AAM-361, AAM-381, AAM-403 y AAM-425),
previamente recolectadas en el estudio de ALmA-
GUER et al. (2012). Para la caracterizacion cultural
ymorfoldgica, serealizaron cultivos monosporicos
en los medios Agar papa dextrosa (PDA), Agar
extracto de malta (MEA), Agar arroz (AA) y Agar
Czapek (Cz) (ATLAS, 2010), incubados a tem-

peratura ambiente (28 = 3°C) y con ritmo de luz
natural. Se midieron los diametros de las colonias
y se observaron las caracteristicas culturales en un
microscopio estereoscopio (Zoel modelo NTB-
2B, China). Las caracteristicas morfologicas se
constataron en preparaciones en fresco, en un mi-
croscopio optico de campo claro con camara digital
acoplada que permitio tomar fotomicrografias con
el software Motic Images 2000 release 1.2 (Micro
Optic Industrial Group CO, LTD).

De cada cepa pura se sembraron tres réplicas
en PDA y se incubaron a 25°C, 30°C y 35°C. Se
midieron los didmetros de crecimiento a los 7
dias para determinar la influencia de estas tres
temperaturas en el crecimiento. Para caracterizar
la esporulacion, cada cepa se sembro en PDA 'y se
incubaron a 30°C durante siete dias, al cabo de los
cuales se tomaron tres fragmentos circulares de
4mm de diametro que se depositaron en un tubo
con 0,5 ml de suero fisiologico y 0,05% de Tween
80. Se agitaron estas suspensiones, se depositaron
0,2 ml en un portaobjetos excavado y se contaron
los conidios presentes en 10 campos de vision al
microscopio optico de campo claro.

Los datos cumplieron con la normalidad y
homocedasticidad segun las pruebas de Kolmo-
gorov-Smirnov y Bartlett, respectivamente. Para
detectar diferencias significativas en los valores
de crecimiento de cada aislado en las diferentes
temperaturas, se realizé un analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA) que fue completado
con la prueba de Tukey (p<0,05). De igual mane-
ra se efectud para la esporulacion. Se realizé un
agrupamiento de los aislados mediante un analisis
de conglomerado aplicando UPGMA (del inglés
Unweighted pair-group average) y la distancia
euclidiana. Todos los analisis se realizaron en el
programa SATISTICA version 8.0 sobre Windows
(STATSOFT, INC., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las cepas se observaron las caracteristicas
morfologicas descritas por ELLIS (1971). Coni-
dioforos rectos, no ramificados, geniculados hacia
el apice, lisos y pardo claros 114-130 [125,9] x
3-4 [3,5] um; células conididgenas poliblasticas,
integradas, geniculadas y con denticulos (Fig. 1).
Produjeron conidios solitarios, acropleurégenos,
obpiriformes, hialinos, lisos, con dos septos e hilum
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Figura 1. Fotomicrografias de Pyricularia oryzae. A:
Conidios de la cepa AAM-246, B: Conidios de la cepa
AAM-425, C: Conidioforo de la cepa AAM-425, D, E, F:
Observaciones en hojas de Oryza sativa en el agroecosistema
arrocero de aislamiento de las cepas ambientales (1000X).
Barras de escala:—10 pum.

Figure 1. Photomicrographs of Pyricularia oryzae. A:
Conidia of strain AAM-246, B: Conidia of strain AAM-425,
C: Conidiophore of strain AAM-425, D, E, F: Observations
on leaves of Oryza sativa in the rice agroecosystem of
isolation of the airborne strains (1000X). Scale bars:—10 um.

protuberante, con dimensiones de 18-23 [21,9] x
8-9 [8,9] um (Fig. 1 A-C). Aunque P. oryzae y P.
grisea son especies similares en morfologia de
los conidios, difieren sobre la base de secuencia
de ADN en tres /oci diferentes como y-actin, Cal-
modulin (CaM), Beta-tubulin ($-fub) y rango de
hospedante, ya que P. grisea infecta solo Digitaria
spp. (CoucH & Konn, 2002). En este sentido, se
constato la presencia de P. oryzae en hojas de arroz
(Oryza sativa L.) con sintomas de piriculariosis en
el arrozal estudiado (Fig. 1 D-E).

En los medio Cz y AA se observo un escaso
desarrollo del micelio aéreo de color blanco. En
los medio PDA y MEA se obtuvieron colonias de
abundante micelio aéreo, textura lanosa y colora-
cion blanco-grisacea. Al cabo de los diez dias de
incubacion las colonias alcanzaron un didmetro
similar en los medios PDA (61,7-83,7mm), MEA
(55,0-86,0mm)yAA(49,7-78,7mm). Sinembargo,
en el medio Cz fueron significativamente menores
(7,0-31,7mm). En los medios PDA y AM se evi-
denciaron estructuras asexuales de reproduccion

Tabla 1. Crecimiento de las cepas de P oryzae en los
diferentes medios de cultivo a los 4, 7 y 10 dias de
incubacion.

Table 1. Growth of P. oryzae strains in the different culture
media at 4, 7 and 10 days of incubation.

Dias de incubacion

Medio Cepa 4 7 10
PDA AAM-246 283 + 2,1 483 + 1,5 70,5 + 0,7
AAM-275 2477 + 25 500 £ 00 693 £ 0,6
AAM-336 444 + 7,0 457 £ 40 64,7 £ 55
AAM-344 26,7 = 58 53,5 £ 05 73,0 £ 2.6
AAM-361 23,7 + 9,1 575 + 05 83,7 = 32
AAM-381 245 + 0,7 480 + 1,0 715 = 07
AAM-403 240 + 94 56,5 + 1,5 80,0 =+ 0,0
AAM-425 399 + 25 40,7 £ 1,5 61,7 £ 15
Cz AAM-246 73 + 25 11,7 £ 29 180 =+ 1,0
AAM-275 6,0 = 10 103 + 1,5 13,7 £ 1,5
AAM-336 7,7 = 23 157 + 3,1 3L,7 £ 29
AAM-344 80 =+ 26 13,0 £ 26 203 =+ 0,6
AAM-361 103 + 0,6 21,7 £ 1,5 273 =+ 21
AAM-381 3,7 = 12 40 + 1,7 70 = 1,0
AAM-403 10,0 + 50 150 + 50 220 + 1,0
AAM-425 47 = 06 53 £ 06 80 = 10
AA  AAM-246 233 £+ 0,6 31,7 + L5 49,7 + 0,6
AAM-275 19,7 + 1,5 28,0 + 1,0 533 £+ LS5
AAM-336 443 + 12 43,7 £ 32 650 = 0,0
AAM-344 30,3 + 0,6 543 + 12 650 = 44
AAM-361 223 + 38 403 + 06 787 = LS5
AAM-381 23,7 + 32 503 + 25 700 £ 1,0
AAM-403 403 + 0,6 603 + 0,6 78,0 + 1,0
AAM-425 344 + 0,6 37,7 £ 1,5 533 £+ 29
MEA AAM-246 28,0 + 2,6 49,0 £ 52 61,7 £ LS5
AAM-275 34,77 £ 1,5 657 £ 2,1 850 £ 62
AAM-336 473 + 0,0 557 + 12 593 =+ 1.2
AAM-344 633 + 98 0663 + 55 76,7 £ 29
AAM-361 38,7 = 7,0 673 + 7,1 80,0 = 50
AAM-381 350 =+ 3,6 61,0 £ 70 790 = L7
AAM-403 38,0 + 82 723 + 2,1 860 =+ 69
AAM-425 379 + 1,2 430 £ 2,0 550 =+ 0,1

(conidios y conidioforos). La cepa AAM-425
mostré diametros significativamente menores en
todos los medios evaluados, mientras que laA AM-
361 presentd mayor crecimiento, principalmente
en los medios PDA, Cz y AA (Tabla 1).

Se encontraron diferencias en el crecimiento a
los diez dias, entre cepas que fueron aisladas en la
misma fecha (AAM-336,AAM-344y AAM-361).
Esto indica, que en la atmosfera circulan propa-
gulos provenientes de diversas poblaciones, con
diferentes caracteristicas fisioldgicas, aspecto que
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Tabla 2. Crecimiento en PDA de las cepas de P. oryzae a tres temperaturas (25°C, 30°C y 35°C), y esporulacion en PDA a 30°C.
Table 2. Growth in PDA of P. oryzae strains at three temperatures (25°C, 30°C and 35°C), and sporulation in PDA at 30°C.

Crecimiento en PDA Esporulacion
Cepa 25°C 30°C 35°C (Conidios/campo)
AAM-246 48 3,5 48 + 1,5 7 + 0,0 3 1,5
AAM-275 41 + 5,5 50 + 0,0 6 + 0,5 4 + 2,6
AAM-336 49 + 3,2 46 + 6,0 8 + 1,0 1 + 0,0
AAM-344 42 + 32 54 + 0,5 8 + 0,5 1 + 0,6
AAM-361 45 + 1,5 58 + 0,5 10 + 0,5 6 + 4,6
AAM-381 34 + 8,0 48 + 1,0 5 + 2,0 1 + 0,0
AAM-403 41 + 55 57 + 1,5 9 + 1,0 1 + 0,0
AAM-425 35 + 5,0 41 + 1,5 7 + 0,5 30 + 13,6

Figura 2. Dendrograma basado en analisis de conglomerados. Numero de variables: 8. Numero de casos: 19. UPGMA (del
inglés Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic Mean). Distancia métrica: Distancia Euclidiana (no-estandarizada).

G1, G2, G3, G4: Grupo 1, 2, 3 y 4, respectivamente

Figure 2. Dendrogram based on cluster analysis. Number of variables: 8. Number of cases: 19. UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean). Metric distance: Euclidean distance (non-standardized). G1, G2, G3, G4: Group 1, 2,

3 and 4, respectively
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fue planteado por CASTEION-MuRoOZ et al. (2004)
para esta especie fungica.

Ladiferencia morfoldgica de cada cepaen cada
medio de cultivo puede deberse ala variada compo-
sicion nutricional de estos. Varios autores informan
que las caracteristicas culturales de P. oryzae varian
segun el medio de cultivo y los aislados (KHADKA

etal.,2012; Kumar & SINGH, 1995; Leaver et al.,
1947). En este sentido, SRIVASTAVA ef al. (2014) afir-
maron esta variabilidad cultural en varios aislados
de lesiones durante su cultivo in vitro. VANARAJ et
al. (2013) evidencian que el crecimiento es rapido
en PDA, MEA y mas lento en AA.
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Consoro et al. (2008) sugirieron que los me-
dios ricos en compuestos organicos favorecen la
formacion de micelio y la esporulacion, tal como
se constato en PDA. En los habitats naturales
los nutrientes se encuentran entre los factores
ambientales que mas influyen en el desarrollo
de este hongo, y para su manejo y su estudio en
condiciones de laboratorio, es necesario compren-
der el crecimiento vegetativo y la esporulacion
(HosseyNI-MoGHADDAM & SoLtan, 2013).

En Cuba existen monitoreos de P. oryzae en
plantaciones de arroz (CARDENAS et al., 2007) y
la incidencia de la enfermedad se relaciona posi-
tivamente con la temperatura (CARDENAS ef al.,
2010). Al evaluar la influencia de este factor en el
crecimiento se observo que todas las cepas presen-
taron mayor crecimiento a 25°C y 30°C (Tabla 2).

En las cepas estudiadas, las temperaturas de
25°Cy30°C,ylosmedios PDAyAM, favorecieron
el crecimiento y formacion de abundante micelio,
respectivamente. En la literatura se ha planteado
que la temperatura dptima para el crecimiento de
esta especie esta alrededor de los 28°C (CorDERO
& Rivero, 2001). Solo se detectaron diferencias
significativas en los didmetros de las colonias a
30°C, donde los mayores valores se constataron
en las cepas AAM-336, AAM-361 y AAM-403 y
el menor para la cepa AAM-425, lo que evidencia
que tienen una respuesta variada a este factor am-
biental. En las condiciones tropicales de Cuba se
alcanza 30°C facilmente (LEcHA et al., 1994) y esto
puede condicionar la aparicion de la enfermedad si
el patdgeno estd presente (CARDENAS et al., 2010).
Por lo que puede existir un impacto variable en la
severidad segtin larespuesta fisiologicade diversas
poblaciones del hongo a este factor ambiental.

La cepa AAM-425 present6 la mayor esporu-
lacion, destacandose del resto de las cepas, que
mostraron bajos valores (Tabla 2). La temperatura
ambiental se relaciona con la dispersion de este
hongo a través del aire (Picco et al., 2004), por
lo que la diferencia en la capacidad de esporula-
cion de diferentes poblaciones puede influir en su
prevalencia.

Alrealizar el analisis de conglomerado con todos
los caracteres fenotipicos se observa la formacion de
cuatro grupos (Fig. 2). Se destacan las diferencias
de la cepa AAM-425 (G1) del resto de las cepas.

Esta agrupacion sugiere que existe variabilidad
entre los propagulos dispersados por el viento, que

puede estarrelacionada conunaplasticidad genética
y podria influir en la capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales, especialmente
relacionadas a la temperatura. En este sentido,
GARcia-SoLACHE & CASADEVALL (2010) analizan
los posibles riesgos de la adaptacion de los hon-
gos al aumento de las temperaturas, y relacionan
los efectos que tendria el calentamiento global
sobre las poblaciones fungicas. Huo et al. (2012)
plantearon que condiciones mas calidas podrian
alterar la distribucion de especies y la incidencia
de enfermedades fungosas en cultivos de interés
econdmico. Se ha informado que la repuesta
fisiologica de varias poblaciones de esta especie
debe ser estudiada con mas profundidad. La va-
riabilidad encontrada en el presente estudio, entre
cepas aisladas durante un mismo ciclo del cultivo
apoyael planteamiento anterior. De esto se derivan
las perspectivas de los estudios aeromicoldgicos
para la proteccion del cultivo del arroz, o el futuro
analisis el posible impacto del cambio climatico
y la vulnerabilidad de zonas tropicales insulares
como Cuba, en relacion con la influencia en la
poblaciones fingicas.

Por otra parte, segiin plantearon MARIN-FELIX
& Crous (2019), se hace necesaria una investiga-
cién mas profunda para delimitar con precision
la especiacion dentro de lo que actualmente se
circunscribe como P. oryzae. Enun amplio estudio
filogenético, seidentificaron tres clados principales
en esta especie (CASTROAGUDIN ef al., 2016). El
primer clado agrupd los aislados de arroz y co-
rresponde al patogeno P. oryzae patotipo Oryza. El
segundo clado casi exclusivamente alojo aislados
asociados con trigo (P. oryzae patotipo Triticum).
Un tercer clado alojo aislados obtenidos de trigo,
asi como otras poaceas. Este clado era distinto de
P, oryzae y represent6 una nueva especie, Pyricu-
laria graminis-tritici. Esta nueva especie no pudo
distinguirse morfologicamente de P. oryzae, pero
se observo un espectro de patogenicidad distinti-
vo (CASTROAGUDIN et al., 2016). Sin embargo, se
plantea que el clado “oryzae” consiste en varias
poblaciones especificas de diferentes huéspedes de
pasto que parecen estar en proceso de especiacion.
En consecuencia, las especies en el clado “oryzae”
no son comunmente aceptadas, y algunos autores
se refieren a ellas como linajes de P. oryzae (Cas-
TROAGUDIN et al., 2017; MARIN-FELIX et al., 2019).



130 Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 26 (2019)

En la presente investigacion se detectaron
diferencias fisiologicas entre las cepas atmosféri-
cas de P. oryzae aisladas durante un mismo ciclo
del cultivo. La variabilidad estuvo relacionada
con el crecimiento y la produccion de conidios,
en respuesta a la temperatura. Este hecho resulta
de interés, ya que el aire es la principal via de
dispersion de este hongo. La existencia de varias
razas fisiologicas de esta especie puede incidir en
la aparicion de sintomas en las plantas, teniendo
en cuenta que la expresion de estas manifestacio-
nes del proceso de la enfermedad depende de las
plantas (especie, variedad, susceptibilidad), del
patogeno y del ambiente.
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