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RESUMEN

ABSTRACT

Las frecuentes aplicaciones de fungicidas quimicos establecidas en
las estrategias fitosanitarias en el arroz son cada vez mas dafinas
para el hombre y el medioambiente, y en muchas ocasiones no se
logra el control deseado. De acuerdo con esta problemadtica, en el
presente trabajo se evalud el efecto in vitro de OleoNim 50 CE sobre
el crecimiento y desarrollo de los hongos fitopatdgenos Pyricularia
grisea, Rhizoctonia solani, Sarocladium oryzae, Bipolaris oryzae,
Fusarium sp. y Curvularia lunata, aislados a partir de granos de arroz
manchados. Se comprobé que el OleoNim 50 CE ejercio efecto
inhibidor sobre el crecimiento micelial, la esporulacion y la
germinacion de conidios de los hongos evaluados, lo que brinda
nuevas perspectivas para el control de enfermedades fungicas del
arroz.

Palabras claves: nim, Pyricularia grisea, Rhizoctonia solani,
Sarocladium oryzae, Bipolaris oryzae, Fusarium sp., Curvularia lunata

INTRODUCCION

Entre los principales factores que influyen en los bajos
rendimientos del arroz (Oryza sativa L.) se encuentran
las afectaciones por numerosos y diferentes enemigos
naturales, entre los que se halla un extenso grupo de
agentes infecciosos que causan enfermedades, las cua-
les en determinadas condiciones ambientales constitu-
yen uno de los factores limitantes de mayor importan-
cia en la explotacién de este cultivo. La actividad
desarrollada por estos entes (hongos, bacterias, virus,
etc.) en los 6rganos de las plantas origina disminucio-

nes en la calidad y en los rendimientos del cultivo [Cor-
dero y Rivero, 2001].

Los productores utilizan numerosos fungicidas sin lo-
grar el control deseado, situacion que incrementa los
costos de produccion, disminuye los rendimientos y por
lo tanto reduce los beneficios del productor.

Extractos obtenidos de partes vegetales del arbol nim
(Azadirachta indica A. Juss), mayormente de los fru-

Usual applications of chemical fungicides which are established in
plant health strategies on rice become more harmful for men and the
environment, besides it does not get the expected control in many
instances. Taking this problems into account, in the present work was
evaluated the in vitro effect of OleoNim 50 CE, on the growth and
development of plant pathogen fungi Pyricularia grisea, Rhizoctonia
solani, Sarocladium oryzae, Bipolaris oryzae, Fusarium sp and
Curvularia lunata, isolated from rice spotted grains. It was proved that
OleoNim 50 CE had an inhibitory effect on the mycelial growth,
sporulation and conidial germination of the evaluated fungi, what offers
new perspectives for the rice fungal disease control.

Key words: nim, Pyricularia grisea, Rhizoctonia solani, Sarocladium
oryzae, Bipolaris oryzae, Fusarium sp., Curvularia lunata

tos, asi como productos comerciales elaborados, se han
utilizado en forma experimental para el control de di-
ferentes insectos plaga y hongos [Castiglioni et al., 2002;
Teresa y Estrada, 2005]; sin embargo, son pocas las
evidencias del efecto que pudieran producir sobre hon-
gos fitopatégenos del cultivo del arroz. Sobre la base de
estos antecedentes el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto in vitro del OleoNim 50 CE sobre el
crecimiento y desarrollo de los hongos Pyricularia grisea,
Rhizoctonia solant, Sarocladium oryzae, Bipolaris oryzae,
Fusartum sp. y Curvularia lunata.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Micologia Ve-
getal del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(Censa) en el 2006. Se utilizaron aislamientos de
Pyricularia grisea Sacc, Rhizoctonia solant, Sarocladium
oryzae Sawada, Bipolaris oryzae Breda de Haan,
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Fusarium sp. y Curvularia lunata Wakker, los cuales
fueron obtenidos y conservados en ese laboratorio. Los
aislamientos se obtuvieron a partir de granos de arroz
manchados de la variedad INCA LP-5. El formulado
utilizado es una emulsién del aceite extraido de la se-
milla de nim (OleoNim 50 CE), el cual se obtuvo en los
laboratorios del Instituto Nacional de Investigaciones
Fundamentales de la Agricultura Tropical (Inifat).

Para determinar el efecto de diferentes diluciones de
OleoNim 50 CE sobre el crecimiento micelial de los prin-
cipales hongos fitopatégenos del arroz se empleé el mé-
todo de envenenamiento del medio, para lo cual se pre-
pararon separadamente en enlermeyers medio PDA
(Biocen) estéril y aceite de nim, el cual se esteriliz6 previa-
mente por filtracién en membranas miliporos (0,45 pm).
Las mezclas de aceite de nim y medio PDA se realiza-
ron de manera que se obtuvieron diluciones efectivas
del 50, 25,10y 5%, y se vertieron en placas Petri.

Se sembraron discos de micelio de 0,5 cm de didmetro de
cada aislamiento en el centro de placas con medio envene-
nado, ajustado a pH 5,2 y a razén de un disco por placa
con cuatro repeticiones. Los discos miceliales se obtuvie-
ron de la periferia de las colonias, a partir de cultivos
fungosos puros de cinco dias de edad, en medio PDA, in-
cubado en oscuridad, a una temperatura de 26 £ 2 °C. Se
utiliz6 como control un tratamiento de medio PDA.

Diariamente se midi6 el diametro de las colonias (cm)
hasta el séptimo dia; entonces se le resté el didmetro
del disco sembrado y se determin el porcentaje de in-
hibicién del crecimiento micelial mediante la f6rmula:

e . Didametro de la colonia tratada
% Inhibicion =1-—— - x100
Didmetro de la colonia control

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado y se
hizo un analisis de varianza simple. Las medias se
docimaron mediante la prueba de rangos maltiples de

Duncan (p <0,05).
El efecto de OleoNim 50 CE sobre la esporulacién de

los hongos se determiné transcurridos siete dias del
ensayo de inhibicién del crecimiento micelial. En cada
uno de los tratamientos se anadieron 10 mL de agua
destilada estéril a cada placa de cultivo con cuatro re-
peticiones por tratamiento, y se removieron con una
espatula de vidrio flameada. Posteriormente se deter-
mino la concentracién de conidios mediante la camara
Thomas.
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Los datos obtenidos se transformaron a través de la
expresion V(x + 3/8), se analizaron a través de un Anova
simple y se compararon sus medias por la prueba de
rangos multiples de Duncan (p <0,05).

El efecto de OleoNim 50 CE en la germinacién de
conidios se determiné a partir de cultivos de los hongos
de Curvularia lunata, Fusarium sp. y Sarocladium
oryzae, crecidos sobre medio PDA (control), con los que
se prepararon suspensiones de esporas. Para ello se
afiadieron 10 mL de agua destilada estéril por placay
se agit6 con una espatula de Drigalski flameada. La con-
centracién se determind y se ajust6 a 5 x 10° conidios/m L.
Posteriormente en cada uno de tres portaobjetos se
adicionaron 20 pL. de las suspensiones de conidios de
cada hongo, y se mezclaron con 20 pL de diferentes
soluciones madres de OleoNim 50 CE para obtener
concentraciones efectivas del formulado del 50, 25,10 y
5%, correspondientes a los tratamientos. El control
consisti6 en la mezcla de 20 pLL de las suspensiones de
conidios con igual volumen de agua destilada estéril.
Los portaobjetos se colocaron en condiciones de cama-
ra hiimeda, en oscuridad, a 26 & 1°C durante 36 h. Se
evalué el nimero de conidios germinados por campo a
las 12, 24 y 36 h. Se utilizaron tres portaobjetos por
tratamiento y se observaron cuatro campos por lami-
na, con al menos 50 conidios en cada campo.

Los datos obtenidos se procesaron por el analisis de
varianza de clasificacion simple y las medias se
docimaron a través de la prueba de rangos multiples de

Duncan (p <0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos mostrados en la Tabla 1 evidencian el efecto
inhibitorio de la emulsién de aceite de nim (OleoNim
50 CE) sobre el crecimiento micelial de los principales
hongos fitopatogenos del cultivo del arroz: Rhizoctonia
solant, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Fusartum sp.,
Pyricularia grisea'y Sarocladium oryzae.

En todos los tratamientos con OleoNim 50 CE se ob-
servo reduccion del crecimiento micelial del patégeno
respecto al control. El porcentaje de inhibicion se acen-
tu6 a medida que se incrementé la concentracién del
producto; sin embargo, no presentaron diferencias signi-
ficativas los tratamientos 25 y 50% de OleoNim 50 CE
para los patégenos Rhizoctonia solani, Bipolaris oryzae
y Curvularia lunata (a los cinco, seis y siete dias), y
S. oryzae (a los seis y siete).
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El hongo fitopatégeno Pyricularia grisea fue el que me-
nos se afecté. La mayor inhibicién se obtuvo con las di-
luciones al 50 y 25%. Independientemente de las dosis,
en todos los tratamientos hubo una reduccion del por-
centaje de inhibicién final; pero generalmente siguieron
la misma tendencia de incremento respecto a la concen-
tracion, y mostraron la potencialidad del compuesto de
inhibir el crecimiento micelial de los patégenos.

El uso de formulados de nim en el manejo de las en-
fermedades esta altamente reconocido [Ahmed y
Grainge, 1986]. El efecto inhibitorio de OleoNim 50
CE sobre el crecimiento micelial de los hongos evalua-
dos fue similar al alcanzado por otros autores al eva-
luar el efecto de otros formulados de nim (NO 60 EC
(A), NO 60 EC(C)y NO +PO 60 EC (C)) al 3% sobre
los hongos fitopatégenos, H. oryzae, P. oryzae
[Narasimhan et al., 1998] y S. oryzae [Rajappan et
al.,2001], aunque hay que sefialar que el efecto inhi-
bitorio en el presente trabajo fue inferior. Estos mis-
mos autores demostraron que estos productos no per-
dieron la actividad biolégica después de ser almacenados
durante nueve meses, hecho que facilita su uso en el
manejo fitosanitario del cultivo.

La inhibicion de la pudricion de la vaina por extractos
de hojas de nim, de aceite de semillas de nim y torta de

nim, fue informado por Yesuraja et al. (1995), lo que
conllevé a aumentos en los rendimientos del cultivo.

Govindachari et al. (1998) obtuvieron las fracciones de
aceite de nim —azadiradione, nimbina, salannina y
epoxy-azadiradione— y evaluaron su actividad sobre
Drechslera oryzae, Fusartum oxysporum y Alternaria
tenuis, y demostraron que por separado no tenian acti-
vidad biolégica, mientras que se observaba un efecto
contrario cuando se mezclaban, lo que indica el posible
efecto aditivo y sinérgico de las fracciones.

En la Tabla 2 se observa el efecto del producto OleoNim
50 CE sobre la esporulacién total de los hongos
patégenos del grano de arroz Curvularia lunata,
Fusarium sp.y Sarocladium oryzae.

Al analizar la esporulacién se observé que la mayoria
de los tratamientos, excepto el de la menor dilucién
(5%), diferian significativamente del control. En to-
dos los hongos evaluados se aprecié un marcado efec-
to inhibitorio en la esporulacion, al ser tratados con
las diluciones de OleoNim 50 CE; sin embargo, la
esporulacion decrecié a medida que disminuyé la di-
lucién del producto. La menor concentraciéon de
conidios con respecto al control se observé en el hon-
go S. oryzae.

Tabla 2. Efecto del OleoNim 50 CE sobre la esporulacién
de los principales hongos fitopatogenos del grano de arroz

Hongos Tratamientos Concentracion de conidios
(x 107 conidios/mL )
Control 6,63 a
5% 6,42 a
10% 6,08 a
Curvularia lunata 25% 4,70 ab
50% 3,10 b
ESx 0,107
CV 14.7
Control 7,10 a
5% 6,70 a
10% 4,05 b
Fusarium sp. 25% 1,33 be
50% 2,60 ¢
ESx 0,138
CV 27,9
Control 2,10 a
5% 1,05 b
10% 0,93 b
Sarocladium oryzae 25% 0,75 b
50% 0,65 b
ESx 0,216
CV 32,7

Letras desiguales en columnas difieren para p <0,05.
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Resultados similares obtuvo Molina (2001), en el que demues-
tra el efecto inhibitorio sobre la esporulacién de Alerna-
ria sp., Phytophthora sp. y Botrytis sp. al ser tratados con un
formulado de aceite de nim clarificado, hidrofébico.

El nimero de conidios germinados en todos los trata-
mientos mostroé inhibicién significativa al compararlos
con el tratamiento control, independientemente del
hongo y el momento de la evaluacién (Fig.). La ger-
minacién de conidios fue menor a medida que disminu-
y6 la dilucién del producto; sin embargo, en algunas
evaluaciones no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos.

Cuando se evalué alas 12 h, las mayores afectaciones en la
germinacion de conidios se observoé en las suspensiones de
esporas del hongo C. lunata; pero a las 36 h las mayores
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afectaciones se obtuvieron en el hongo S. oryzae, seguido
por C. lunata y Fusarium sp. Hay que destacar que con el
tiempo disminuy®6 el efecto inhibitorio sobre la germinacion
conidial, criterio que debe tenerse en cuenta para el mane-
jo de estos hongos en condiciones de campo.

Rajappan et al. (2001) demostraron la inhibicién en la
germinacion de esporas y crecimiento micelial del hon-
go Drechslera oryzae al ser tratado con extractos de
hojas de nim; sin embargo, Paul y Sharma (2002), al
tratar el hongo Drechslera graminea con extractos de
hojas de nim, cosecharon resultados diferentes a los
obtenidos en el presente trabajo, lo que pudiera deber-
se a que los metabolitos secundarios presentes en el
aceite de nim (OleoNim 50 CE) ejercen un mayor efecto
inhibitorio sobre la germinacién de esporas.

Control
E5%
B10%
025%
B50%

Horas

36 h
ESx=3,05

Control
E15%
B10%
025%
H50%

24 h Horas

ESx=2,10

36 h

ESx=3,35
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Efecto del OleoNim 50 CE sobre la germinacién
de esporas de hongos fitopatégenos del grano de arroz.

A) C. lunata B) Fusarium sp. C) S. oryzae.

CONCLUSIONES
* Elproducto OleoNim 50 CE ejerce efecto inhibidor

sobre el crecimiento micelial, la esporulacién y
germinacién de conidios de los hongos fitopatégenos
Curvularia lunata, Fusarium sp. y Sarocladium oryzae,
lo que brinda nuevas alternativas de control para la
enfermedad del manchado del grano y la pudriciéon
de la vaina del arroz.
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