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RESUMEN

En Ecuador el manchado y vaneamiento del grano de arroz es considerado actualmente un
problema fitosanitario de importancia. Los sintomas de esta enfermedad se presentan en etapas
fenoldgicas donde el grano esta formado, resultando dificil identificar la presencia del patégeno
en las fases tempranas del cultivo para realizar el control. El objetivo de este trabajo fue disefiar
una metodologia de evaluacion preliminar, en las tres primeras etapas de formacion del grano,
para el manejo de la enfermedad, Afublo Bacterial de la Panicula del Arroz, dado que sus
sintomas no se observan en estas etapas. La metodologia del trabajo se ejecut6é en dos fases:
1) Fase de campo, en donde se realizé un muestreo aleatorio de tallos de arroz en las etapas de
desarrollo primordio floral, embuchamiento y floracién, en lotes de cultivos del canton Montalvo;
se registro la informacion del area de estudio con respecto al nimero y superficie del lote, la
variedad y etapa del arroz; y 2) Fase de laboratorio, en donde se aisl6 el complejo bacteriano
procedente del tejido de arroz sembrado en medio de cultivo selectivo; posteriormente, se realizé
una caracterizacion morfolégica y bioquimica, con las que se identificaron las bacterias
causantes de la enfermedad. Los resultados indicaron que, en la primera etapa de formacién del
grano, se encontraron 8 tipos de bacterias, de las cuales, 2 fueron identificadas como
Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli; en la segunda y tercera etapa se obtuvieron 3 y 2
tipos de bacterias respectivamente, en las cuales se identific6 a B. gladioli. En base a la
informacion obtenida, se esquematizé un protocolo para la toma de muestras y el analisis de
laboratorio, con el cual los productores contaran con una herramienta para identificar la presencia
temprana del patdgeno causante del Afiublo Bacterial de la Panicula y realizar un manejo

preventivo.

Palabras clave: Afiublo Bacterial, Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli, arroz, muestreo.



ABSTRACT

In Ecuador, stained and blight grain rice is currently considered a phytosanitary problem of
importance. The symptoms of this disease are presented in phenological stages where the grain
is formed, making it difficult to identify the presence of the pathogen in the early stages of
cultivation in order to carry out control. The aim of this study was to design a methodology for
preliminary assessment, in the first three stages of grain formation, for disease management
Bacterial Panicle Blight of Rice in Ecuador, because its symptoms are not observed in these
stages. The methodology of work was made in two phases: 1) Field phase, which consisted of a
random sampling of rice stems in the stages of floral primordia development, booting stage and
flowering, in batches of crops in the canton Montalvo, for this it was necessary to record the
information of the study area regarding the number and size of the batch, variety and stage of
rice; and 2) laboratory phase, where the bacterial complex was isolated from tissue rice sown in
selective culture medium; subsequently, a morphological characterization and biochemical tests
was made, with which the bacteria causing the disease are identified. The results indicated that,
in the first stage of grain formation, 8 types of bacteria were found, of which two were identified
as Burkholderia glumae and Burkholderia gladioli; in the second and third stages 3 and 2 types
of bacteria respectively were obtained, in which B. gladioli was identified. Finally, based on the
information obtained, a protocol for sampling and laboratory analysis was schematized, with
which rice producers will have a tool to check the presence of the pathogen causing the Bacterial

Panicle Blight and carry out preventive management.

Keywords: Bacterial Panicle Blight, Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli, rice, sampling.
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INTRODUCCION

El cultivo arroz (Oryza sativa L.) constituye uno de los principales cereales en el mundo, siendo
considerado como un recurso primario de alimentacién [1]. Es el alimento primordial de dos mil
millones de personas, con una produccion a nivel mundial de 618 millones de toneladas [2]. En
Ecuador, el arroz ostenta una importante posicion dentro de los cultivos del pais, con una

superficie sembrada para el afio 2012 de 411.459 hectareas y un rendimiento de 4,22 Tm/Ha. [3]

El arroz, es un cultivo al que afectan problemas abidticos como: humedad, temperatura,
velocidad del viento, radiacion solar, tipos de suelo, escases de agua, entre otras; y bidticos
como es el caso de las enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos.
Referente a las de origen bacteriano, como es el caso del Afiublo Bacterial de la Panicula del
Arroz (ABPA), también conocida como manchado y vaneamiento del grano, se atribuye a
bacterias del género Pseudomonas y actualmente del género Burkholderia [4].

A este respecto, de las cinco especies pertenecientes a este género que atacan a plantas, se
reporta que Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli son las causantes de la enfermedad. En
Colombia, se registra la presencia de ambas bacterias; sin embargo, es la primera la que aparece

con mayor intensidad [5].

Los sintomas de la enfermedad se presentan como un vaneamiento de la panicula, las espiguillas
son de color pajizo con una decoloracion en el grano, manteniéndose erecta y la hoja bandera
es de color verde. En dependencia de la severidad con que esté presente la enfermedad, la
afectacién se puede dar en algunas o en todas las espigas. Ademas, se la puede encontrar con

asociacion a hongos que causan manchado del grano [6].

En Ecuador, para el afio 2013, se han reportado sintomas similares de la enfermedad Afiublo
Bacterial de la Panicula, cuyos agentes causales son las bacterias Burkholderia glumae y
Burkholderia gladioli, presenciandose paniculas erectas con granos manchados y vanos en
plantaciones de arroz de Palestina, provincia del Guayas. Investigaciones realizadas utilizando
técnicas moleculares en aislados bacterianos de muestras de arroz de esta zona, evidenciaron

la existencia del patégeno [7].

La enfermedad tiene una importancia relevante en las variedades de semillas de arroz, las cuales
constituyen la base de la produccion del cereal, dado a las afectaciones que causa en la calidad
del material a sembrar; no obstante, esta importancia no debe ser un impedimento para una

evaluacién precisa de las caracteristicas que tenga cada variedad [8].



CAPITULO 1

1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En Ecuador, el manchado y vaneamiento del grano de arroz ha causado pérdidas en el cultivo
de este cereal, reportandose desde hace seis afios en diferentes zonas del pais [9]. Los sintomas
de esta enfermedad se presentan en etapas fenoldgicas donde el grano esta formado, resultando
dificil observar la presencia del patdgeno en las primeras etapas. Este problema ha ocasionado
gue se desconozca la etapa critica inicial de aparicién del agente causal, permitiendo que la
panicula se desarrolle conjuntamente con la enfermedad en su interior, impidiendo que se realice

un manejo preventivo para el control del patégeno en las primeras etapas de formacion del grano.

El presente trabajo establece una metodologia de evaluacion preliminar que permita a los
productores de semillas de arroz, determinar la etapa critica de formacién del grano en la cual
se evidencia la presencia del agente causal de la enfermedad y poder realizar el control. Este
procedimiento implica un beneficio en la produccion y calidad de la semilla, asi como en los

rendimientos del cultivo.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Disefiar una metodologia de evaluacion preliminar, mediante el muestreo y andlisis en
laboratorio de paniculas de arroz en las primeras etapas de formacion del grano, para el

manejo del Afiublo Bacterial de la Panicula de Arroz en el Ecuador.

1.1.2 Objetivos especificos

e Establecer las etapas fenoldgicas de formacién del grano a colectar utilizando un
sistema de muestreo aleatorio simple de tallos de arroz.

e ldentificar mediante caracterizacion morfolégica y pruebas bioquimicas bacterias del
género Burkholderia causantes del Afiublo Bacterial de la Panicula.

e Estructurar el disefio de una metodologia de evaluacion preliminar para el manejo de la

enfermedad.



1.2 Marco teérico
1.2.1 Generalidades del arroz

La planta de arroz es una especie semi-acudtica, de tipo transitorio con un ciclo promedio
de 120 dias [10].

Los 6rganos de la planta de arroz se han clasificado en dos grupos: 6rganos vegetativos y

6rganos reproductivos.

De acuerdo al desarrollo de la planta, el arroz tiene etapas fenoldgicas bien marcadas y
estan definidas por los cambios fisiolégicos que se producen durante el crecimiento del

cultivo [10]. Las principales fases del cultivo son:

Fase vegetativa: esta fase comprende desde la germinacion hasta la diferenciacion del
primordio floral; siendo la Unica que posee una duracion variable, la cual depende
basicamente de la variedad que se siembre; por ejemplo, si se cultiva una planta con un ciclo
de 120 dias, esta etapa dura 55 dias; pero si el ciclo es de 130 dias, la etapa dura 65 dias
[10].

Fase reproductiva: esta etapa abarca desde el inicio de formacién de la panicula hasta la
floracién, se caracteriza por la aparicion de los érganos reproductivos de la planta. La
duracion de esta etapa es la misma en todas las variedades y en promedio dura 35 dias. En

esta fase se determina el nimero de espiguillas y granos que tendra la planta de arroz [10].

Fase de maduracion: comprende desde la floraciébn hasta la madurez fisiol6gica de los
granos. Se caracteriza por la formacion y el llenado total de los granos; la duracion de esta

fase también es constante con un ciclo promedio de 30 dias [10].

A lo largo de estas 3 fases, esta implicito el desarrollo de 10 etapas del crecimiento de la
planta de arroz, que son facilmente identificables (Tabla 1). Dentro de ellas ocurren
fendmenos que son de mucha importancia; y las labores que se realizan en cada una

influyen directamente en el rendimiento del cultivo [10].



Tabla 1. Etapas fenoldgicas del arroz.

Fase Etapas Estado Dias después de
germinadas
Germinacién a emergencia 0 0-5
Plantula 1 6-12
. Macollamiento 2 13-18
Vegetativa
Maximo Macollamiento 2a 19-30
Elongacion del tallo 3 30-40
Maxima elongacion del tallo 3a 41-60
Iniciacién de la panicula 4 61-70
Reproductiva Desarrollo de la panicula 5 71-93
Floracién 6 94-100
Estado lechoso del grano 7 101-118
Estado pastoso del grano 8 108-118
Madurez _
Madurez fisioldgica del 9 119-135

grano

Fuente: [11].

1.2.2 Principales patdgenos y enfermedades del arroz

Las enfermedades, al igual que las malezas, causan pérdidas en el rendimiento del cultivo;
sin embargo, los patégenos y enfermedades atacan de forma directa a los 6rganos de la
planta de arroz, estos atagues se presentan durante cualquier etapa de desarrollo del cultivo,
siendo el monitoreo continuo de la plantacion, una actividad necesaria durante todo el ciclo
(Mogquete, 2010). En este sentido, las principales enfermedades provocadas por patbgenos
como hongos son: quemazon o piricularea, causada por el hongo Pyricularea orizae Calv.,
Mancha parda o helmintosporiosis causado por el hongo Helminthosporium orizae, mancha
lineal o cercosporiosis cuyo agente causal es Cercospora orizae, afiublo de la vaina causado

por Rhizoctonia solanni [10].

Por otra parte, dentro de las enfermedades ocasionadas por bacterias, se encuentra el
complejo de manchado del grano, causado por colonias bacterianas del género

Burkholderia, siendo las mas comunes B. glumae, B. avenae, B. syringae [10].



1.2.3 Burkholderia glumae

Esta bacteria es considerada el patbgeno mas importante en el cultivo de arroz, esta
asociada a pérdidas de rendimiento mayores al 75% de la produccion del cultivo. Fue
descubierta en el distrito de Kiushu en Japon, en el afio de 1950, descrita inicialmente como
el agente causal de la pudricién de la vaina bajo el nombre de Pseudomona glumae Kurita
& Tabei [12].

En la década de los 90’s se registraron pérdidas del 40% en el estado de Luisiana en USA,
y es desde esa época que se han registrado dafios causados por este patdgeno en paises
de Centro y Sur América, aunque en estos paises se habla de un complejo Hongo-Acaro-

Bacteria, los cuales han mermado considerablemente las producciones de la graminea [12].

Esta bacteria se caracteriza por presentar flagelos Gramnegativos con 1 a 7 flagelos polares,
sin esporas, mide 1.5 a 2.5 um de largo por 0.5 a 0.7 um de diametro; entre las
caracteristicas bioquimicas mas importantes estan: su capacidad de reducir el nitrato,
hidrolizar la gelatina, degradar el almidén y degradar la pectina, ademas no produce
pigmento fluorescente sobre el medio de cultivo King B. Las colonias son de crecimientos

lento, circulares, elevadas y con margenes liso [13].

La enfermedad del afiublo bacterial de la panicula de arroz causado por Burkholderia
glumae, es favorecida por temperatura y humedad relativa alta, principalmente en las
noches. Temperaturas por encima de la del aire, por cinco dias, durante la etapa de
embuchamiento, sumado de precipitaciones, aumenta la probabilidad de que se manifieste
la enfermedad. Se considera que los periodos mas susceptibles para la inoculacién del
patégeno son cuando emerge la panicula y empieza a florecer. Ademas en floracién es

donde se registra una tasa mas alta de infeccion [12].

1.2.4 Afublo Bacterial de la Panicula del Arroz

El machado del grano es una enfermedad distribuida ampliamente a nivel mundial, causando
grandes pérdidas economicas en paises productores de la graminea. En nuestro pais,
durante los ultimos afios esta enfermedad ha causado pérdidas de hasta un 30% en la

produccion [14].

Los dafios que causa la enfermedad son: deterioro de la calidad del grano, desmejoramiento
del aspecto del grano, bajo indice molinero, pérdida de vigor germinativo, menor nimero de

granos por espigas, entre otros [15].



Durante la emergencia de la panicula no se observa sintoma alguno, después de 48 horas
de haber emergido la espiga se observan los primeros sintomas. En el grano, el manchado
se inicia en el 4pice, generalmente en el lemma y en la parte media de las glumas. La
mancha inicial es irregular de color pardo imperceptible, que con el pasar de los dias se va
tornando méas oscura. En el interior del grano los érganos florales se necrosan por una

pudricién acuosa [15].

El principal agente causal del afiublo bacteria de la panicula de arroz es la bacteria
Burkholderia glumae, con una alta importancia debido a que presenta mayor virulencia en
este cultivo [16]; sin embargo, otra de las especies del género Burkholderia se reportan como
responsable de la enfermedad, es el caso de B. gladioli, gue en comparacion con B. glumae,
es aislada con menos frecuencia en el arroz infectado y con menor grado de virulencia [17],
[18]. En Ecuador, se reporta la presencia de esta bacteria en plantaciones de arroz a partir
del afio 2013 [19].

1.2.5 Arroz en el Ecuador

En Ecuador, el arroz constituye uno de los cultivos con mayor importancia tanto en area
sembrada, como en produccion. Durante los Gltimos afios el arroz se a posesionado como
uno de los cultivos con mayor superficie cosechada después del cacao, y cuarto producto

con mayor produccién después de la cafa de azlcar, banano y palma africana [9].

Adicionalmente el arroz constituye uno de los alimentos de la dieta basica de los
ecuatorianos con un consumo anual de aproximadamente 50 kg por persona [20].
Anualmente se siembran alrededor de 400 mil hectareas lo que registra una produccion de

1.448.392 toneladas métricas de arroz [9].

En Ecuador se reporta la presencia del patdgeno causante del vaneamiento del arroz o
afublo bacterial en el afio 2014, vinculada con una disminuciéon en los rendimientos del

cultivo, de acuerdo con informacion de producciones anuales de la graminea (Figura 1.1)

[9]
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Figura 1.1: Rendimiento nacional de arroz en cascara durante el periodo 2002 a 2014.
Fuente: [9].

Uno de los problemas para enfrentar esta nueva enfermedad es que en el pais adn no existe
informacion necesaria para poder realizar medidas de control; las casas comerciales de
productos agroquimicos estan probando cudl de sus productos podria controlar la
enfermedad [14].

1.2.6 Variedades y semillas de arroz

En el cultivo de arroz, una variedad constituye un conjunto de individuos genotipicamente
estables, que presentan caracteristicas de interés tanto para productores e
industrializadores de la graminea. Las semillas representan la parte fundamental de
cualquier produccién agricola, debido a que con semillas de buena calidad y de la mano con

un adecuado manejo del cultivo se obtienen buenos rendimientos [21].

Una semilla de arroz de buena calidad debe poseer un alto porcentaje de germinacion,
excelente vigor en las plantulas, que se representa con una resistencia al acame, tolerancia

a plagas y enfermedades, resistente al desgrane y buena calidad de molienda [21].

La tecnologia de multiplicacién de semilla de arroz tiene como objetivo producir semillas que
expresen todo su potencial genético en el campo, que estén libres de patégenos e impurezas
[21].

Actualmente en Ecuador se cultivan aproximadamente 400 mil hectareas de arroz, pero tan
solo el 30% de esta area se siembra con semilla certificada. En el resto de area se utiliza
semilla reciclada, lo que representa un problema que incide directamente en la productividad

de los campos [22].



En Ecuador, las variedades de arroz que se encuentran disponibles para los agricultores son
generadas tanto por centros de investigacion publicos como también empresas privadas[22]
[24]. Las variedades que se encuentran presentes y sus caracteristicas se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Principales caracteristicas de las variedades cultivadas en el Ecuador.

INIAP 14 INIAP 15 INIAP-FL-01 SFL-09 SFL-11 SFL-12
Rendimiento en 5.8-11 5.1-9.0 6.0-10.5 6.0-8.0 6.0-8.0 6.0-8.0
Riego (t/ha) 1/
Rendimiento en 4.8-6 45-59 5.8-9.4
secano (t/ha) 1/
Ciclo vegetativo 113-117 117-128 120-140 115-125 127-131 126-135
(Dias)
Altura de plantas 99-107 89-108 94-115 125 126 124
(cm)
Longitud de Largo Extra largo Extra Largo Largo Largo Largo
granos 2/
indice depilado 66 67 64 62 67 62
% 3/
Desgrane Intermedio Intermedio Intermedio Intermedio Intermedio Intermedio

Fuente: [24]; [25].

Y'Rendimiento de arroz en cascara con 14% de humedad y 0% de impureza
Z'Grano largo de 6.6 a 7.5mm y extra largo > 7.5 mm

¥ Comprende granos enteros mas %



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA DE DISENO

FASE DE CAMPO

Area de estudio }

Muestreo de arroz

e 9

Montalvo Etapas de desarrollo
del grano

L 4
Lotes muestreados

L 4
Toma de muestras

FASE DE

LABORATORIO

Preparacion
de las
muestras

Aislamiento Identificacion

bacteriano ’ del patégeno

Figura 2.1: Esquema de la metodologia del trabajo.

Fuente: Elaboracién propia.

2.1 FASE DE CAMPO
2.1.1 Areade muestreo

El &rea de muestreo seleccionada fue el cantdon Montalvo, conocida por ser una de las zonas
de produccién arrocera del pais, en la cual se llevd a cabo la recoleccion de muestras de
arroz.

El cantén Montalvo se encuentra localizado en la provincia de Los Rios (Figura 2.2), con una
extension total de 362 Km?, se encuentra a una altitud de 72 msnm; en una zona de

produccion agricola donde sobresalen los cultivos de cacao, arroz, soja entre otros [26].
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Los suelos de Montalvo son de depdésitos aluviales, profundos, arcillosos, de bacines,
meandros y causes abandonados, con problemas de hidromorfologia, inundados parte o
todo el afio; la mayoria de llanura plana con pendiente entre 0-2%. De la superficie total del

cantén Montalvo, el 44% corresponde a suelos de produccion agropecuaria [26].

De acuerdo a la clasificacion climéatica de Koppen, el Cantén Montalvo se encuentra dentro
del clima tropical Monzon. Con una precipitacion media anual de 1250 mm, el periodo de
lluvias comprende desde diciembre a mayo, y la época seca de junio a noviembre. Con una
temperatura promedio de 25 °C [26].
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Figura 2.2: Ubicacion del canton Montalvo.
Fuente: Elaboracion propia.

2.1.2 Muestreo de arroz
Etapas de formacion del grano

Las actividades iniciaron realizando un reconocimiento y diferenciacion de los estados
fenoldgicos de formacion del grano de arroz [10], con lo cual se establecieron las etapas de
interés a muestrear dentro de este estudio. Para la seleccion de las etapas se consideraron
criterios como por ejemplo la dificultad de observacion de los sintomas de la enfermedad en
los primeros estados de formacion del grano y las ventajas de realizar un diagnéstico en

fases tempranas para realizar un manejo preventivo.
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Lotes muestreados

Dentro del &rea de muestreo se seleccionaron lotes individuales de cultivo de arroz para
cada una de las etapas de desarrollo del grano establecidas, con una superficie de
aproximadamente 3 hectéreas, los cuales fueron identificados como: L1, L2 y L3. La variedad
de arroz muestreada en cada lote para las tres etapas fue SFL 011, siendo ésta las mas

sembrada en el &rea de muestreo (Figura 2.4).

Toma de muestras

Para cada lote, se tomaron cinco muestras compuestas por dos tallos de arroz cada una,
utilizando la metodologia de muestreo aleatorio simple (Figura 2.3). Para el muestreo se
debe considerar que cada lote debe tener una superficie menor o igual a 10 hectareas, para

gue las muestras sean representativas [27].

Figura 2.3: Esquema de los cinco puntos de muestreo dentro del area.

Fuente: Elaboracién propia.

Los materiales utilizados durante el procedimiento fueron: GPS, tijeras, guantes, fundas de
polietileno herméticas (25 cm x 35 cm), alcohol al 70% y marcadores. Fue necesario lavar y
desinfectar las manos previamente a la toma de muestras, ademas se utilizaron guantes

durante el proceso de muestreo [28].

Se cortaron los tallos con tijeras desinfectadas con alcohol y entre cada corte evitando una
posible contaminacion de las muestras, las cuales se almacenaron en las fundas

etiqguetandolas [28] y llevando un registro de acuerdo a la codificacion de la Tabla 3:



Tabla 3. Etiquetado de las muestras.

Area de estudio M: Montalvo

Lote L1 L2 L3
Superficie del lote 3 Ha 3 Ha 3 Ha

Etapa E1: Primordio floral E2: Embuchamiento E3: Floracion
Variedad SFL 011 SFL 011 SFL 011
Muestra M1-M2-M3-M4-M5 | M1-M2-M3-M4-M5 |M1-M2-M3-M4-M5

Fuente: Elaboracion propia.

Se registraron las coordenadas UTM de cada lote muestreado utilizando un GPS (Global
Positioning System, siglas en inglés), las cuales se procesaron en un software SIG de acceso

libre para representar la ubicacién de los lotes dentro del area muestreada (Figura 2.4) [28].

Googleearth
C

n altojo 446m

Figura 2.4: Ubicacion de los lotes muestreados en Montalvo.
Fuente: Elaboracion propia.

Las fundas con las muestras colectadas se almacenaron en refrigeracion a temperatura de

4°C, hasta ser trasladadas al laboratorio para su procesamiento [28].

2.2 FASE DE LABORATORIO
2.2.1 Preparacion de las muestras

Las cinco muestras de tallos de arroz colectadas en campo fueron llevadas al laboratorio
para su procesamiento. El procedimiento se realizé en condiciones de asepsia en camara

de flujo laminar. Se seleccionaron tres muestras segun las etapas de desarrollo del grano,



13

etiguetdndolas como M1, M2 y M3, de las cuales se escogieron de tres a cuatro paniculas
de arroz para la etapa uno, una panicula para la etapa dos, cortandolas en segmentos
pequefios con bisturi estéril, y 20 granos de arroz para la etapa tres, luego se realizé una
desinfeccion del tejido con hipoclorito de sodio, alcohol y lavados con agua destilada estéril.

Se dej6 secar el tejido a temperatura ambiente [4].

2.2.2 Aislamiento bacteriano

Para el aislamiento de las bacterias, los tejidos desinfectados fueron macerados en un
mortero con agua destilada estéril, hasta obtener un extracto homogéneo. Se sembraron
tres réplicas de cada tejido macerado en cajas Petri con medio de cultivo Agar Nutritivo
mediante el método de rayado con asa bacteriologica. Las cajas se dejaron incubar durante

3 dias a una temperatura de 30°C [4].

2.2.3 Identificacion del patogeno

Luego del periodo de incubacién, se realizaron la caracterizacion morfol6gica junto con la
purificaciéon de las colonias bacterianas que crecieron en el medio de cultivo y una serie de
pruebas bioguimicas [29], con el objetivo de identificar bacterias del género Burkholderia,
consideradas como agente causal de la enfermedad, en las tres primeras etapas de
desarrollo del grano muestreadas. Se utiliz6 una hoja de célculo para tabular los datos
obtenidos con respecto a los tipos de bacterias en las tres etapas y la presencia de las

bacterias causantes de la enfermedad.

La caracterizacion morfoldgica de las colonias bacterianas en estudio consistié en identificar
y comparar las caracteristicas macroscépicas que presentaron en el medio de cultivo,
mediante observaciones en el estereoscopio, con las reportadas en otros estudios [2], [30],

[13], [31], como se indica en la Tabla 4:

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de B. glumae y B. gladioli

Tamafio Forma Elevacién Borde Pigmento*
Grande Circular Convexa Continuo Amarillo
Blanco

*Pigmentacion amarilla por la presencia de la toxoflavina que las vuelve virulentas, o blancas por
ausencia de la toxina siendo no virulentas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Por otra parte, las pruebas bioquimicas realizadas fueron Tincion de Gram, prueba KOH,
catalasa, hidrolisis del almidon, dihidrdlisis de la arginina e hidrdlisis de la gelatina [32], los

resultados esperados para estas pruebas se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados esperados de las pruebas bioquimicas en B. glumae y B. gladioli.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

BACTERIAS Tincion Gram KOH Catalasa Almidén Arginina Gelatina
Burkholderia glumae - + + - + +
Burkholderia gladioli - + + - - \%

+, 80% 0 mas cepas positivas; V, entre 21-79% de cepas positivas; -, 80% o mas de cepas negativas
Fuente: Adaptado de Shaad, Jones, & Chun (2013).
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS

3.1 Establecimiento de las primeras etapas fenoldgicas de formacién del grano y muestreo
de tallos de arroz.

Se establecieron las etapas fenoldgicas de formacion del grano como se describe a
continuacion (Figura 3.1):

Etapa de primordio floral E1: la panicula est& en formacion, es un botén mindsculo de unos
2 mm que se puede observar haciendo un corte longitudinal en el tallo.

Etapa de embuchamiento E2: se caracteriza por el ensanchamiento del tallo, la espiga se
encuentra completamente formada en el interior de éste y se nota la presencia de la hoja

bandera.

Etapa de floracién E3: la panicula se observa en el exterior, en esta etapa ocurre la
polinizacion.

Eret)
i T
"

a) - Y]

Figura 3.1. Primeras etapas de formacién del grano de arroz muestreadas a) E1, b) E2 y c)
E3.

Se obtuvieron 15 muestras de tallos de arroz de la variedad SFL 011, provenientes de los

tres lotes de muestreados que corresponden a cada etapa de formacion del grano.
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3.2 Bacterias del género Burkholderia causantes de la enfermedad.

Las pruebas bioquimicas y caracterizacion morfolégica de las colonias bacterianas dieron
como resultado un total de diez tipos de bacterias para las tres etapas de formacion del
grano, dos bacterias aparecieron repetidas en las dos primeras etapas (B1 y B4) y una se
repitié en todas las etapas (B4) (Tabla 6). En E1 se obtuvieron ocho tipos de bacterias, en
E2 tres tipos y en E3 dos tipos de bacterias (Figura 3.2).

Tabla 6. Cddigo de bacterias aisladas de las tres etapas de formacién del grano.

Etapas Cédigo
de
bacterias
Bl

B2

B3

B4
E1l

BS

B6
B8
B9

Bl

E2 B4
B10
B4

E3 B11

NUmero de bacterias
OFRP NWMHMOUIO N

El E2 E3
Etapas de formacion del grano

Figura 3.2: Complejo bacteriano en las tres primeras etapas de formacion del grano de
Montalvo.
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La identificacion de las bacterias pertenecientes al género Burkholderia sp. causantes de la
enfermedad, mostr6 que B. glumae aparecié en E1 y B. gladioli en las tres etapas. Se
identificaron bacterias de otros géneros en todas las etapas, las cuales pueden ser endofitas
del arroz u otras bacterias patégenas (Figura 3.3) [33].

1 1 1 1
0 O
- ]
Burkholderia Burkholderia Otros géneros
glumae gladioli bacterianos
Especies de bacterias

NUmero de bacterias
O P N W H 01 ON ©

EE]l mE2 ©ES

Figura 3.3: Presencia de B. glumae y B. gladioli en E1, E2 y E3 de Montalvo.

3.3 Disefo del protocolo de evaluacién preliminar para el Afiiblo Bacterial de la Panicula

del Arroz.

Se obtuvo un protocolo que permita a productores de semillas de arroz, detectar el agente
causal de la enfermedad en etapas tempranas de formacion del grano (Figura 3.4). El
protocolo consta de dos fases:

Fase de campo: en donde se establecen los pasos para realizar el muestreo de tallos de
arroz. El primer paso consiste en la seleccion del lote a muestrear, considerando los
siguientes criterios: la fecha de siembra, que permite identificar la etapa en la que se
encuentra el arroz segun la variedad y la superficie del lote, la cual no debe sobrepasar las
10 hectéreas. A continuacion, el paso dos describe el método de muestreo aleatorio simple
que se debe aplicar en los lotes para colectar los tallos de arroz. El paso tres contiene los
items de etiquetado que deben llevar cada una de las muestras una vez colectadas. El cuarto
y ultimo paso de esta fase indica las condiciones en las que se deben almacenar las

muestras hasta ser ingresadas al laboratorio, en donde comienza la segunda fase.

Fase de laboratorio: que consta de cuatro pasos que se deben realizar en condiciones de

asepsia en cadmara de flujo laminar. El paso uno describe el procedimiento de preparacion



18

de las muestras realizando una seleccién y limpieza del tejido vegetal. En el paso dos se
lleva a cabo la siembra del tejido en medio de cultivo especifico para el aislamiento de
colonias bacterianas. En el paso tres se realiza la determinacion de la presencia del agente
causal de la enfermedad mediante la caracterizacion morfolégica y pruebas bioquimicas
mencionadas en este estudio. El cuarto paso hace referencia a la entrega de resultados
emitida por el laboratorio en un tiempo méaximo de diez dias, lo que permite al productor
realizar los controles preventivos.

\

1 SELECCION DEL LOTE A MUESTREAR

Criterios de seleccion del lote:
* Fecha de siembra
* Variedad
* Superficie: Los lotes deben ser menores o igual
2 10 hectareas.

TOMA DE MUESTRAS

Se toman 5 muestras por cada lote usando el
siguiente esquema:

Tomando en cada punto 5
tallos y almacenandolos
en fundas tipo Ziploc.

. A~
¢ % .

ETIQUETADO

* Numero del lote

* Superficie

*Variedad

* Fecha de siembra

* Fecha de colecta

* Coordenadas geogréficas UTM

ALMACENAMIENTO
Mantener las muestras en ambiente frio, hasta el
ingreso del laboratorio.

1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

* Seleccion del material & sembrar
* Limpieza y desinfeccién

FASE DE CAMPO

SIEMBRA EN MEDIO DE CULTIVO
ESPECIFICO

DETERMINACION DE LA PRESENCIA
DEL AGENTE CAUSAL

Se evidencia la presencia del patégeno causante de la
enfermedad, mediante caracterizacién morfolégica y
pruebas bioquimicas.

o
FASE DE LABORATORIO

4 ENTREGA DE RESULTADOS

/ Tiempo maximo de entrega de resultados 10 dias.

Figura 3.4: Protocolo de evaluacion preliminar para el Afiublo Bacterial de la Panicula del

Arroz.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. Se establecieron las tres etapas fenoldgicas de formacion del grano de arroz, de interés para
este estudio, con lo cual se consigui6 colectar muestras de tallos para cada fase utilizando

un sistema de muestreo aleatorio simple.

2. Se aislaron e identificaron las dos bacterias causantes de la enfermedad Burkholderia
glumae y Burkholderia gladioli, en las tres primeras etapas de formacion del grano.

3. Se estructuré el disefio de una metodologia de evaluacién preliminar para el manejo de la

enfermedad, en forma de protocolo sistematizado.

Recomendaciones

1. Se recomienda realizar muestreos en las dos primeras etapas de formaciéon del grano para
determinar la presencia del agente causal de la enfermedad, debido a que es necesario
realizar los controles cuando la panicula alin no esté emergida, como es el caso de la etapa
de floracién, en la cual se comienzan a notar los sintomas de la enfermedad, en donde los

controles no ayudarian a contrarrestar el dafio.

2. Es necesario realizar desinfecciones en las semillas al momento de la siembra para eliminar
al patégeno. La siembra de material contaminado es una de las vias mas conocidas de

transmisién a nuevas areas.
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APENDICES

APENDICE A

Fase de campo

Foto 2. Muestras de tallos de arroz en El, E2yES.
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APENDICE B

Fase de laboratorio

Foto 3. Preparacién y seleccién del material a sembrar de las tres etapas de formacién del
grano.

Foto 5. Lavado y desinfeccién del tejido.
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Foto 7. Siembra del tejido en medio de cultivo selectivo.

Foto 8. Crecimiento de colonias bacterianas
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Foto 11. Prueba bioquimica: Hidrdlisis del almidén
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