ITOZ

Transferencia Tecnoldgica

Relacion entre los hongos de la semilla de
arroz y el establecimiento de planta
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En los dltimos afios la dosis de semilla de arroz utilizada en el delta del Ebro ha ido aumentando
de forma continuada; pero lo mas significativo es que alrededor del 75% de las semillas
sembradas no llegan a planta adulta. Existen varios factores que afectan al establecimiento
del cultivo del arroz, entre ellos la presencia de hongos fitopatégenos en la semilla. Trabajos
previos demostraron que el tratamiento fungicida de la semilla de arroz es necesario solamente
cuando el nivel de patégenos es muy elevado. El presente trabajo se centra en el estudio del
efecto de la presencia de hongos en la semilla de arroz sobre el desarrollo de las plantas
en campo durante la fase de nascencia y establecimiento del cultivo. Los resultados han
indicado que, antes de la siembra la presencia de hongos en la semilla tratada ha sido muy
baja e inferior al de la semilla no tratada, sin embargo, a los pocos dias después de la siembra
el nivel de hongos en los dos tipos de semillas (tratada y no tratada) ha sido el mismo. Por
lo tanto, segun las condiciones del ensayo, la presencia de hongos en la semilla antes de la
siembra no ha afectado al establecimiento de las plantas durante la fase de nascencia.

INTRODUCCION

Los hongos asociados a las semillas de arroz pueden reducir la germinacidn y el vigor en la nascencia (Rauman ef al., 2000) debido a que éstos
absorben el material almacenado en las semillas y secretan micotoxinas que dafian el embridn (Wasace ef al., 2010). Los hongos infectan las
semillas en condiciones de elevada humedad desde la floracidn hasta la maduracién, afectando negativamente la germinacion y el vigor de
las plantas en la fase de nascencia (Tripathi y Jain, 2005).
Los restos de la cosecha, junto con la infeccion de las semillas, son las fuentes de indculo que tienen una mayor importancia al inicio de las
epidemias de los principales patogenos del arroz (Marin, 1987; Aierti, 2003). Pocos dias después de la siembra, en los arrozales inundados,
la accion de los hongos de la semilla pertenecientes a los géneros Alternaria, Bipolaris, Nigrospora, Fusarium, Curvularia, Pyricularia,
Cladosporium, Trichothecium, Epicoccum, efc., que junto con la de los hongos del suelo (Rhizoctonia, Fusarium y Pythium) puede llegar
a destruir pléntulas o a favorecer su debilitamiento dando mayor disposicion al ataque de infecciones futuras. Los sintomas consisten en
necrosis de la semilla, pudiéndose ver en algunos casos un halo de filamentos (micelio) (Carreres, 2005).
El tratamiento fungicida de la semilla es la aplicacion mas utilizada para proteger las semillas y las plantulas contra los patdgenos de la semilla
y del suelo. El tratamiento de la semilla pretende asumir distintas acciones de profilaxis: en primer lugar, inactiva los 6rganos de reproduccion
de los parasitos micéticos que se encuentran en las glumillas; en segundo lugar, la semilla tratada hace de portadora del producto que debera
actuar sobre los hongos que se encuentran en el suelo del cultivo. La tercera funcion se refiere a la inhibicion, durante las fases iniciales, de
la germinacion de las esporas y del desarrollo de las algas que pueden afectar al desarrollo de la planta embrionaria (TiraneLLi, 1989).
En muchos paises el abastecimiento de semilla de arroz certificada esta extremadamente limitado. Mas del 95% de la semilla utilizada
en estos paises se produce por los mismos agricultores. En algunos casos, este tipo de semilla presenta una baja germinacién en campo
- (MatHur et al., 2004). En el delta del Ebro la produccion propia de semilla no certificada esta permitida, y aproximadamente el 20% de los
agricultores siguen esta practica (Caraa ef al., 2011).
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La dosis de semilla utilizada en el delta del Ebro ha ido aumentando de forma continuada estos iiltimos afios. Actualmente los agricultores
siembran a una dosis media de 215 kg/ha; pero lo mas significativo es que linicamente el 25% de la semilla llega a planta adulta (CataLa et
al., 2008). Durante las campaiias 2006 y 2007 en la Estacién Experimental del IRTA en Amposta se realizd un estudio sobre los factores que
afectan a la germinacion y nascencia en los arrozales del delta del Ebro (CataLA ef al., 2008) y se determind que mantener un nivel de agua
de 3-5 cm durante la fase de nascencia, utilizar semilla pregerminada y evitar poblaciones elevadas de quironémidos en campo favorecia el
establecimiento del cultivo. Aln asi se continiia perdiendo un porcentaje elevado de plantulas en campo.

El objetivo de este estudio es conocer el efecto de la presencia de hongos en la semilla de arroz sobre el desarrollo de las plantas en la fase

de nascencia y establecimiento del cultivo.

Material y métodos
Disefio del ensayo

Se realizaron 2 experimentos durante los afios
2009y 2010.

El Experimento 1 se realiz6 durante la
campafia 2009 en una parcela experimental del
IRTA en Amposta. El disefio experimental fue de
bloques al azar con cuatro repeticiones. Cada
parcela elemental media 25 m? (2,5x10 m) y los
tratamientos a estudiar fueron, por una parte,
semilla certificada de la variedad Gleva, tratada con
el fungicida Vitavax Flow (Carboxina 20% + Tiram
20% p/v) (T) y, por otra parte, semilla certificada
de dicha variedad, sin tratamiento fungicida (NT).

El Experimento 2 también se ubic6 en una
parcela del IRTA en Amposta durante la campafia
2010 y el disefio fue de bloques al azar con 3
repeticiones. Cada parcela elemental media 35 m?
(7x5 m). En este caso, los tratamientos estudiados
fueron seis, y consistieron en sembrar 3 lotes de
semilla no certificada (producida por 3 agricultores
diferentes de la zona) de la variedad Gleva (G1,
G2 y G3) diferenciando la semilla que se habfa
tratado con el fungicida Vitavax Flow® (Carboxina
20% + Tiram 20% p/v) (T) de la semilla que no
habia recibido ningn tratamiento fungicida (NT).

En los dos experimentos se eligio la variedad
Gleva por ser la variedad més cultivada en el delta
del Ebro en los (ltimos 5 afios (CatatA et al.,, 2010).

Tratamiento fungicida de la semilla

Actualmente los formulados autorizados para el
tratamiento fungicida de la semilla de arroz son
el Himexazol 70% p/p (Tachigaren 70 wp®) y
Carboxina 20% +Tiram 20% (Vitavax Flow®)
(MARM, 2011). En los dos experimentos del
ensayo se decidio utilizar el fungicida Vitavax Flow®
ya que combina la accion sistémica de la Carboxina
con la accion de contacto del Tiram mientras que
la accion del Himexazol es Gnicamente sistémica
(Carreres, 2005).

Foto 1. Germinacidn de las semillas de arroz en placa.

La aplicacién del producto se realizd mediante
pulverizacion manual a dosis de 3,5 cc/kg de
semilla. El tratamiento de la semilla se realiz6 2
dias antes de la siembra en el experimento 1y 9
dias antes de la siembra en el experimento 2.

Datos del cultivo

El manejo del cultivo fue el que habitualmente
siguen los agricultores de la zona en los dos
experimentos. Se sembraron 500 semillas viables/
m? (200 kg/ha) y permanecieron 12 horas en
remojo antes de la siembra en el Experimento
1y 36 horas en el Experimento 2. En cuanto
al abonado, se aplicaron un total de 150 kg N/
ha, 50 Kg P,0./ha y 50 kg k,0/ha. Durante todo
el cultivo se realizaron los tratamientos herbicidas
e insecticidas necesarios aplicando las dosis
indicadas por el fabricante.

Evaluacion de la presencia de hongos en
la semilla

En el Experimento 1 el método utilizado para

incubar las muestras de semilla para la identificacion
de especies fue el de camara himeda o ‘blotter test”
(Mew y Misra, 1994): se sembraron 500 semillas por
tratamiento a razon de 25 semillas por placa, sobre
papel de filtro himedo (ambos estériles). Las placas
se incubaron durante 5-7 dias a 25°C y 12 horas/
dia bajo luz blanca proxima a la ultravioleta. Para
la lectura de las placas inicialmente se utilizo una
lupa binocular de 90 aumentos. Posteriormente se
realizaron montajes para observacion microscopica
con microscopio de luz transmitida y se identificaron
|as especies segun sus caracteristicas morfométricas
y de autogénesis conidial (ELus, 1971, 1976; Von
Arx, 1981). En caso de Fusarium sp. se realizaron
replicados a PDA y se identificaron sus caracteristicas
morfométricas y de la colonia (Booth, 1977).

En el Experimento 2 se incubaron 750
semillas a razon de 25 semillas por placa sobre
medio de Rosa Bengala y Agar de Patata y Dextrosa
(PDA). Durante 7-10 dias se determind la presencia
de hongos. La identificacion de las especies se
realizd segun la morfologia de la colonia en PDA
y observacidn de estructuras al microscopio Gptico
para su confirmacion.



En los dos experimentos, la incidencia de
cada patégeno en la muestra es el cociente entre el
ntimero de semillas de cada muestra que presentan
como minimo una estructura identificable del
pat6geno y el tamafio total de la muestra, expresado
en tanto por ciento.

Evaluacion de la presencia de hongos en
las plantulas

En el Experimento 1 alos 5, 12y 20 dias después
de la siembra (dds) se muestrearon todas las
plantulas que se encontraban en una superficie
total de 0,16 m?/parcela elemental. Estas plantas
se limpiaron y secaron con papel de filtro y para la
identificacion de la presencia de hongos se sigui6
el mismo método utilizado en la incubacién de
hongos en la semilla.

En el Experimento 2 a los 5, 14 y 24 dds
se muestrearon todas las plantas presentes en
una superficie de 0,08 m?/parcela elemental. Estas
plantas se limpiaron y secaron con papel de filtro.
La identificacidn de los hongos se realizd mediante
observacion directa en las plantas e incubacién en
cdmara himeda (100% HR a 20-25°C) durante 3
dias. En algunos casos, en los que la identificacion
lo requeria, se realizaron siembras en medio PDA
para confirmar la identificacion de los hongos, que se
llevd a cabo de la misma forma que en las semillas.

En ambos experimentos se evaluo la presencia
de plagas que resultd negativa durante la fase de
establecimiento del cultivo.

Germinacion de la semilla en condiciones
controladas

Para evaluar la capacidad germinativa de las
semillas, en el Experimento 1 se contaron el
nimero de semillas germinadas respecto al total
sembrado en las mismas placas que se incubaron
para la identificacion de los hongos en la semilla.

En el Experimento 2 se incubaron a 25°C 4
placas por tratamiento con 25 semillas cada una
y a los 5 dias se contaron el ndmero de semillas
germinadas respecto al total sembrado en las placas.

Evaluacion de la nascencia de las plantulas
en campo

Para evaluar el desarrollo de las plantulas durante
la fase de establecimiento del cultivo se midi6 la
longitud de la parte aérea y de la parte radicular
de las mismas plantulas muestreadas para la
gvaluacion de la presencia de hongos.
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Foto 3. Plantas de arroz en el estadio fenolégico de 4 hojas verdaderas.

Finalmente, para la determinacion de la
densidad de planta, en el estadio fenoldgico de
4 hojas verdaderas, codigo 14 segun codificacion
BBCH de los estadios fenolégicos de desarrollo
del arroz (LancasHire 6t al., 1991) se contaron las
plantas que quedaban dentro de 6 cuadros de 0,25
m? por parcela elemental.

Andlisis estadistico

Se ha realizado el analisis de la varianza (ANOVA)
aplicando el procedimiento GLM y la separacion de
medias mediante el test de Duncan (SAS Institute, 2009).
Los resultados presentados en los Gréficos 1-12
expresan la incidencia de distintas especies



ITOZ

Transferencia Tecnoldgica

Resultados y discusion de hongos aislados de las semillas antes de la
EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 siembra y de las pléntulas en campo. La incidencia
Altwrriaria 3p. Alorrasis 3p. muestra el porcentaje de semillas y/o plantulas que
""" N T — T presentan algun conidio. El cultivo del arroz es
00 100 . ., .
? E . A ? 0 N atacado por diferentes agentes fingicos que se
o B &0 X encuentran en la semilla, por ejemplo Bipolaris
Fpa -~ B fg o . ) ) ) )
§d o 8 Y sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Rhizoctonia
*t o ®F o - sp., Nigrospora sp., Curvularia sp., Aspergillus
a8 (.11 13 s 21 dds as 5ads 14 dods 24 dds ~
sp. (THounLuEPoP, 2009). En los dos afios de
ensayo las especies que se han presentado con
- - una |n0|.den0|a mayor en las s'em|||as han sido
..... wr T — ' Alternaria sp. (10-80%) y Fusarium sp. (10-70%).
8 L g 100 En cambio, Nigrospora sp. (0-20%), Aspergillus
i $ i 2 sp. (0-20%) y Bipolaris sp. (0-10%) han mostrado
Fpa fpao niveles bajos de incidenciay Pyricularia sp. no se
LD ) = a . .
L I e g sf e ha presentado en ninguno de los dos experimentos
s Gdds  13ed  Zidds 2 Sad  4dds  Dddds (Gréficos 1-12). Este resultado coincide con otro
trabajo realizado por Lanzaco (2003) en el que
la incidencia de Pyricularia oryzae era nula en
Bipolaris sp. Bipalaris &p. . - . .
_____ . - . semillas de distintas variedades cultivadas en el
100 E 100 delta del Ebro.
# 2 i : Aunque la semilla analizada en los dos
Toaw fp o experimentos era de procedencia distinta (en
1E o, 15 21, el experimento 1 se utilizé semilla certificada y
pEEE T . B ——— p—— X X .

’ s Go 3ok Zidds ’ s ok l4dds  B4dds en el experimento 2 semilla producida por los
mismos agricultores), la presencia de la mayoria
de especies de hongos en las semillas y plantulas

Fusarium 4p. Fusarim p. no tratadas ha sido similar en las dos campafias.
----- HT T L T .
w0 0 En este sentido, los resultados muestran que la
? 80 a e . semilla no certificada utilizada en el experimento 2
= = e era de buena calidad ya que no se ha diferenciado
r A r &€ "\‘ . o .
i 20 o e i . de la semilla certificada en cuanto a la presencia
0 e hes 0 de patdgenos. En cambio, Mathur et al. (2004),
s Gdde  13dde  21dds a8 God  lddds  Mdde ) ) i
en su estudio realizado en Bangladesh, afirma
Nigrospors £, Nigrospora sp. que la semilla producida por los agricultores es
""" e T de baja calidad
ﬁ 100 100 . : o )
i 8 a 80 El tratamiento fungicida de la semilla de arroz
= ® con el producto Vitavax Flow® ha disminuido
i fpa . e
1 W e L 0 2 la presencia de hongos ya que en los Graficos
LT e - | I ‘
o T * o Cl 1-12 se observa que, en la mayoria de los casos,
s Gad  13dds  2Mdds a5 Sods lddds Mo ) o )
las semillas tratadas presentan una incidencia
menor que las semillas no tratadas antes de la
Pyvicularia sp. Pyriculars sp. siembra. Este resultado coincide con los de Bagga
----- L T U T y Sharma (2006) y Rebull y Saltor (2004) que
E ': n ': observaron que el tratamiento de la semilla de
p &0 fee arroz con Vitavax Flow® reduce los patdgenos
E 40 fpo de la semilla.
w ig = . .
ol S 'Y Cuando ya se ha realizado la siembra, en
8 GBom o os 2o e e condiciones de Idmina continua de agua, la
Graficos 1-12. Evolucin de la presencia de hongos en la semilla y en la planta de arroz desde antes semilla tratada y a no tratada con fungicida
de la siembra (as), a los 6 dds, a los 13 dds y a los 21 dds. en el experimento 1 (2009) y antes de la presentan la misma incidencia de hongos en
siembra (as), a los 5 dds, a los 14 dds y a los 24 dds en el experimento 2. dds: dias después de la la mayorfa de los casos (Gréficos 1-12). En el
siembra. Separacion de medias segiin test de Duncan. Niveles de significacién < 5% en el analisis experimento 2 se observa que el porcentaje de
ANOVA establecen diferencias significativas entre tratamientos. semillas afectadas por hongos se iguala en Ty




en NT porque disminuye la incidencia de semillas
afectadas en NT cuando la semilla se encuentra en
condiciones de inundacion. Todo parece indicar
que las condiciones en las que se encuentra
la semilla en campo afectan al desarrollo de
los hongos, patdgenos o no, que presenta la
semilla antes de la siembra. Esta tendencia no
se observo en el experimento 1 aunque el nivel
de afectacion entre NT y T también se igual6. En
trabajos realizados por Sah y Bonman (1991)
ya se observé que la inundacion del campo
combinada con una baja densidad de siembra
disminuia el nivel de pyriculariosis.

Respecto al porcentaje de germinacién en
condiciones controladas (tabla 1), la semilla no
tratada (NT) presenta mayor germinacion que
la semilla tratada (T), presentando diferencias
significativas en el experimento 2. Este resultado
coincide con los obtenidos por Zambrano éf al.
(2006) que indican que las semillas de arroz
tratadas con Carboxina/Tiram presentan una tasa
de germinacion inferior a las no tratadas.

La reduccion en la germinacion de las
semillas tratadas se atribuye al posible efecto
fitotoxico del producto fungicida, ya constatado
en trabajos anteriores (ResuLL y SaLor, 2009).
Segln estos autores, el efecto fitotdxico de
Vitavax Flow sobre la capacidad germinativa de
las semillas disminuye cuanto mayor es el periodo
de almacenamiento.

La longitud de la parte aérea y radicular
de las plantulas a los pocos dias después de la
siembra nos indica el desarrollo de las plantas
durante la fase de nascencia o establecimiento del
cultivo. En el presente trabajo no se han apreciado
diferencias significativas en el desarrollo de la
parte aérea entre NT y T (Tabla 1). En cambio,
el desarrollo de la parte radicular ha sido mayor
en las semillas no tratadas que en las semillas
tratadas (Tabla 1). Teniendo en cuenta que las
semillas presentaban una incidencia distinta de
hongos antes de la siembra (siendo superior en
NT), se puede afirmar que los hongos no han
afectado al desarrollo de la parte aérea y radicular
de las plantulas durante el establecimiento del
cultivo. En cambio, el producto fungicida sf que
ha tenido un efecto negativo sobre el desarrollo
de las raices que se atribuye, una vez mds, a la
fitotoxicidad del fungicida.

Finalmente, el nimero de plantas por metro
cuadrado ha sido el mismo en NT que en T (Tabla
1), lo que nos indica que la presencia de hongos
en la semilla antes de la siembra (la semilla
NT presentaba niveles de hongos superior a la
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o L longitud de la parte longitud de la parte
leeEEien aérea (mm) radicular (mm) piantas i
Tratamiento Exp.
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp.2  Exp.1 2
T 90,2 86,0b 28,5 58,7 39,9b 56,3b 1913 2173
NT 92,6 91,7a 38,4 68,8 50,5a 73,82 2413 2344
N.S. - 1,26 - - 372 2,69 - -

Tabla 1. Porcentaje de germinacion en placa, longitud de la parte aérea y longitud de la parte radicular
de las plantulas a los 13 dias después de la siembra (dds) en el experimento 1y a los 14 dds en el
experimento 2. Densidad de plantas al estadio fenoldgico de 4 hojas verdaderas, estadio nimero 14
segun codificacion BBCH de los estadios fenoldgicos de desarrollo del arroz (Lancashire et al., 1991).
Exp. 1: experimento 1 (2009), Exp. 2: experimento 2 (2010), T: semilla tratada con fungicida, NT:
semilla sin tratamiento fungicida, N.S.: nivel de significacién (%). Separacion de medias segiin test
de Duncan. Niveles de significacion < 5% en el analisis ANOVA establecen diferencias significativas

entre tratamientos.

semilla T) no ha afectado a la densidad final de
planta. Teniendo en cuenta que se sembraron
500 semillas/m? y que la densidad media de
plantas en T ha sido de 204 plantas/m?, se ha
obtenido un establecimiento del 40%, el resto
de semillas sembradas (60%) no ha llegado a
planta. Las causas de la pérdida de plantulas en
el ensayo no se pueden atribuir a la presencia de
hongos en la semilla (ya que la semilla tratada (T)
presentaba niveles cercanos a cero en la mayoria
de los casos) ni al efecto de quirondmidos (no
hubo presencia de esta plaga durante la fase de
gstablecimiento (datos no presentados)).

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en los dos
experimentos, en primer lugar se ha podido
constatar que la incidencia de diferentes especies
de hongos en la semilla es distinta. En este
sentido, cabe destacar que los hongos que causan
las enfermedades mas importantes en el delta
del Ebro (Pyricularia griseay Bipolaris oryzae)
(Gaumany et al., 2006), presentan incidencias
muy bajas tanto en la semilla certificada como
en la no certificada. En segundo lugar, se ha
comprobado que el tratamiento fungicida de la
semilla con el producto Vitavax Flow® reduce
la presencia de hongos pero a su vez produce
cierto efecto fitotdxico sobre la germinacion de
las semillas y el desarrollo de las raices durante
la fase de establecimiento del cultivo. El efecto
del tratamiento de la semilla se pierde cuando
ésta se encuentra en condiciones de inundacion
y la semilla tratada y la no tratada terminan

presentando la misma incidencia de hongos
(que en la mayoria de los casos es menor a
la que presentaban antes de la siembra). Por
lo tanto, segln las condiciones que se han
dado en el ensayo, la presencia de hongos en
la semilla no ha tenido ningln efecto sobre el
desarrollo de las plantas en la fase de nascencia
y el establecimiento del cultivo. Sin embargo
el establecimiento de planta obtenido ha sido
del 40%, por lo que seria interesante continuar
trabajando en esta linea. Finalmente, teniendo en
cuenta el nivel de hongos que presentaban las
semillas del ensayo, el tratamiento fungicida de la
semilla de arroz no se ve justificado, aunque cabe
recordar que en presencia de elevados niveles de
hongos en la semilla de arroz se recomienda el
tratamiento fungicida de ésta (ALmaceLLAS et al.,
2008).
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