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RESUMEN

Durante el segundo semestre de1999 se caracterizaron e identificaron los agentes
causales de la bacteriosis del follaje del arroz en los laboratorios de IDIAP — Divisa.
La gran variabilidad en la intensidad de dafo y en la sintomatologia ha llevado a
confundirlos con las causadas por hongos o deficiencias de nitrdgeno. Las muestras
colectadas en las provincias de Chirlqui, Veraguas, Herrera, Los Sanlos. Coclé y
Panama se clasificaron con base a su sinfomatalogia v se dentificaron las cepas
bacleriales en género y especies de acuerdo a sus caracterfsticas marfoldgicas,
reaceion a pruebas bioquimicas e inmunoenzimaticas (ELISA). La sintomatologia
observada es causada por un complejo de cuatro especies bacteriales del género
Pseudomonas y dos especies del género Xanthomonas. En el follaje, la incidencia de
las especies de Xanthomonas fue superior a la de las especies de Pseudomonasy
ambos géneros se encuentran presentes en todas las areas arroceras del pais. Enla
poblagion bacterlial se detectd la presencia de bacterias gram (-) que ne pertenecen
a |as especies Identificadas. La sintomatologia no representa un buen criterio para
establecer diferencias entre géneros bacteriales. El diagndstico basado en prugbas
de laboratoric es la mejor herramienta para Identificar el genero vy especies bacteriales.
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IDENTIFICATION OF THE ETIOLOGICAL AGENT OF THE FOLIAR
BACTERIAL DISEASES OF RICE IN PANAMA. 1999.

The causal agents of rice foliar bacterial diseases in Panama were identified
based on symptomalogical and morfological characteristics of the bacterium and its
colonies; biochemical reaction and inmuneenzimatic test (ELISA). The rice foliar
bactarial caused a variety of damage and symptoms which were confused with thus
caused by nitrogen deficiency and fungl. The samples were colected in the provinces of
Chirigui, Veraguas, Herrera, Los Santos, Cotle and Panama. The foliar rice bacterial
diseases are caused by a complex of four especies of the genus Pseudomonas and
two species of the genus Xanthomonas. The incidence of isolates belonging to the
genus Xanthomanas were higher than the isolates of Pseudomonas; and both are
present throught the rice producing areas of the country.

KEYWORDS: Oryza sativa; rice; bacterial diseases; Pseudomonas; Xanthomonas;
identification; etiology; Panama.

INTRODUCCION En el arroz la bacieriosis
afecta todos los 6rganos de la plan-

ta granos, espiguillas, hojas, vainas

En el pais, la bacteriosis del
ycorona del tallo.

follaje del arroz se ha convertido
en un problema endémico de
importancia economica, que
causa sintomas diversos y
variabilidad en la intensidad de
dafo.

La bacteriosis del arroz es
causada por tres géneros de bac-
terias: Erwinia, Pseudomonas y
Xanthomonas. La pudricion de la
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corona y el manchado marrén
bacterial de la palea son causa-
dos respectivamente por Erwinia
chaysanthemi (Agarwal y col.,
1989); y Erwinia herbicola (Aze-
gamik y col., 1983).

El fuego bacterial del arroz y
el rayado bacterial son causados
por Xanthomonas oryzae pv
oryzae y Xanthomonas oryzae
pv oryzicola (Agarwal y col., 1988;
Swing ycol., 1990).

La pudricion de la vaina, la
pudricion del grano, el rayado
bacterial vy la pudricion café de la
vaina son causados respectivamen-
te por: Pseudomonas syringae pv
syringae (Van Hall); Pseudomonas
glumae (Kurita; Tabei); Pseudo-
monas avenae (Manns) y Pseu-
domonas fuscovaginae (Miyajima
Tani y Akita) (Ziegler y Alvarez,
1990).

Algunos de los sintomas de |a
bacteriosis pueden asociarse a los
causados por infecciones fungosas
o a deficiencias de nitrogeno. Los
productores y técnicos, guiandose
por esta sintomatologia, han reali-
zado aplicaciones de fungicidas y
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de fertilizantes nitrcgenados sin
lograr la correccion del problema.
Por el contrario, esta practica ha
favorecido no solo el incremento
de los costos de produccion al
aumentar el nUmero de gplicacio-
nes y agroquimicos, sino también
el incremento significativo en las
mermas en calidad y cantidad de
las cosechas.

Se hace necesario el usode
métodos de diagnodsticos rapidos
y confiables, para determinar la
etiologia de |la bacteriosis del folla-
je del arroz.

Esta investigacién tuvo
como objetivo determinar la etio-
logia de la bacteriosis asociada
al follaje del arroz, mediante el
empleo de técnicas inmu-
noenzimaticas (ELISA), pruebas
bioquimicas y caracteristicas
morfologicas.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo
en los meses de julio a diciembre
de 1999, en los laboratorios de
IDIAP, Sanidad Vegetal y Comité
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Nacional de Semilla ubicados en
Divisa.

Las muestras estudiadas se
colectaron en un minimo de seis
(6) y un maximo de nueve (9) fin-
cas de las provincias de Chiriqui
(Guarumal — Alanje) Veraguas
(Suai — Sona — La Candelaria —
Pueblo Nuevo); Los Santos
(Tonosi), Herrera (Rincon de San-
ta Maria - Instituto Nacional de Agri-
cultura — Misién China); Coclé ( El
Cafo— Rio Grande — Las Guabas
- Juan Hombrén — Rio Hato) y
Panama (Juan Diaz — Pacora —
Chepo).

Las muestras se clasificaron
de acuerdo con los sintomas ob-
servados (puntitos cloroticos hi-
medos, amarillamiento, anaran-
jamiento, necrosis de margenes y
puntas, manchas café y tizon cho-
colate. Estos dafios pueden ser
producidos por insectos y por al-
gunos hongos, se descartd esta
posibilidad.

La confirmacion de la pre-
sencia de bacterias en las hojas
colectadas se realizé mediante la
prueba de flujo bacterial bajo el
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microscopio compuesto, Las
muestras foliares se sometieron a
lavado bajo chorro de agua del grifo
por 30 minutos, luego se cortaron
en trozos de 3 mm? y se macera-
ron en morteros con 1ml de agua
estéril.

El exiracto de hojas se estrid
en los medios King B. enmendada
con factor de crecimiento y penicili-
na G y luego se incubaron a 30 °C
por 48 horas (Ziegler y Alvarez,
1988). Las diferentes colonias fue-
ron transferidas a platos nuevos,
para lograr cultivos pures. Las ca-
racteristicas morfolégicas de las
colonias tales como: color, forma,
apariencia, fluorescencia, prueba de
gram y formas de las bacterias se
establecieron para las diferentes
colonias con 24 horas de creci-
miento (Ziegler y Alvarez, 1988).

Se determinaron las caracte-
risticas bioquimicas de los aisla-
mientos empleando los medios di-
ferenciales mas importantes.

Para los patovares de Xan-
thomonas oryzae se recomiendan
las pruebas: utilizacion de almidén
—gelatina, produccion de acetona y



Ciencia Agropecuaria 12/2002

sensibilidad al nitrato cuprico,
(Webstery Gunnel, 1992; Agarwal
y col., 1989). Para identificar las
especies de Pseudomonas se re-
comiendan las pruebas: utilizacion
de arginina, sucrosa, produccion de
H,S y oxidasa (Ziegler y Alvarez,
1988).

La prueba ELISA se utilizo
para caracterizar los aislamientos
de Pseudomonas fuscovaginaey
Xanthomonas oryzae pv oryzae.

Se determiné la patogenicidad
de los aislamientos identificados,
inoculando suspensiones bacteria-
les de los diferentes aislamientos
con 24 horas de crecimiento, me-
diante inyeccion, a una pulgada del
cuello de los plantones de arroz con
21 dias de germinados.

Las lecturas de la prueba de
patogenecidad se realizaron a |os
15 dias después de la inoculacion,
considerandose como positiva la
presencia de sintomas necréticos
partiendo del punto de inyeccion
hacia arriba (Agarwal y col.,1989).

Los aislamientos se clasifica-
ron empleando los resultados de las
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reacciones a las pruebas bioqui-
micas reportados para los géne-
ros y especies de Pseudomonas
y Xanthomonas que afectan al
arroz.

Finalmente, se compararon
los promedios de las poblaciones
de aislamientos identificados como
pertenecientes a los géneros
Xanthomonas y Pseudomonas
mediante la prueba “t" Student.

RESULTADOS

Los aislamientos bacteriales
del follaje obtenidos por provincias
se identificaron clasificaron como:
Pseudomonas fuscovaginae,
Pseudomonas syringae, Pseu-
domonas avenae, y Pseudo-
monas glumae, Xanthomonas
oryzaei pv oryzae, Xanthomonas
oryzae pv oryzicola mediante sus
caracteristicas morfologicas, prue-
bas bioquimicas y ELISA (Cuadros
1y2).

Los aislamientos de Xantho-
monas oryzae pv oryzae se de-
tectaron en 53.91% de las
muesiras, Pseudomonas fusco-
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vaginae en 18.43%; Pseudo-
monas syringae en 7.37%;
Xanthomonas oryzae pv ory-
zicola en 5.06%; Pseudomonas
avenaeen 1.38%,; Pseudomonas
glumae en 0.92% y, ademas, un
12.9% de cepas desconocidas
(Cuadro 3).

En las hojas analizadas con
sintomas descritos como puntos
hiumedos cloréticos, amarilla-
mientos, anaranjamientos, ne-
crosis de margenes y puntas, man-
chas café y tizén chocolate se de-
tectd el complejo de especies re-
portadas de Pseudomonas y
Xanthomonas.

La prueba de patogenicidad
permitid establecer que todos los
aislamientos identificados induje-
ron sintomas necréticos en los ta-
llos inoculadas (Cuadro 4).

La comparacion de los pro-
medios poblacionales de Xantho-
monas y Pseudomonas permitio
detectar que, a nivel nacional y en
las provincias de Chiriqui, Los San-
tos y Herrera predomina en el fo-
liaje el género Xanthomonas al
95% de significancia y que no exis-
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ten diferencias entre los promedios
poblacionales de los Pseudomo-
nas y Xanthomonas en las mues-
tras foliares de las provincias de
Veraguas, Coclé y Panama
(Cuadro 5).

DISCUSION

La caracterizacion de los gé-
neros bacteriales detectados en el
follaje del arroz permitio establecer
que los sintomas observados son
causados por un complejo de es-
pecies de los géneros Pseudo-
monas y Xanthomonas.

La diversidad de sintomas y
la gran variabilidad en la intensidad
de dafios observados puede ser el
resultado directo de la interaccion
entre el complejo de especies de los
géneros reportados, las condicio-
nes ambientales predominantes en
las zonas de produccion y los ma-
teriales genéticos cultivados.

Ademas, el complejo de es-
pecies de Pseudomonas y Xan-
thomona puede actuar en
forma sinergista y reducir signi-
ficativamente el area fotosinté-
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ticamente activa de las plantas y, por
ende, disminuir la capacidad pro-
ductiva.

La mayor incidencia de
Xanthomonas oryzae pv oryzaey
Pseudomonas fuscovaginae en
el follaje indican que estas espe-
cies son las responsables directas
de |os sintomas observados (Mew,
1992, citado por Webster y Gunnel,
1992);, y que las ofras especies
de Pseudomonas y Xanthomo-
nas se encuentran asociadas
epifiticamente al follaje (Agarwal y
col., 1989), ya que éstas se espe-
cializan en inducir sintomas en
plantulas, vainas y granos.

La deteccion de un comple-
jo de especies bacteriales en el
follaje descalifica el empleo de los
sintomas como una herramienta
util para identificar el /o los géne-
ros causales de las bacteriosis.
Estos resultados coinciden con
los reportados por Cottyn y col.
(1996) quienes establecieron que
los sintormas causados por las es-
pecies patogénicas asociados al
complejo de la pudricion de la vai-
na y al sindrome del manchado
del grano son indistinguibles ba-

sados en la sintomatologia sola-
mente.

Paralelamente, la prueba de
patogenecidad permitidé confirmar
los hallazgos de Cottyn y col.
(1996), quienes observaron sola-
mente la generacién de sintomas
necroticos en los tejidos inocula-
dos y no de los diversos sintomas
observados en el follaje y emplea-
dos para realizar los aislamientos.

La presenciade un 12.9% de
aislamientos no identificados, con-
juntamente con los clasificados, es
explicado por Cottyn y col. (1996)
como pertenecientes a otras es-
pecies saprofitas facultativas de
Pseudomonas u otros géneros
de bacterias Gram (-), cuyc papel
no es bien conocido en el desarro-
llo de las enfermedades, pere que
pueden participar junto con cepas
patoegénicas en la induccion de sin-
tomas.

Siguiendo a la identificacion
del o/los agentes etiologicos de la
bacteriosis asociada al follaje del
arroz, asi como la comprobacién
de su amplia distribucion en el pais
podemos decir que los esfuerzos
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en mejoramiento genético se de-
ben dirigir al complejo bacterial re-
portado para el cultivo del arroz, en
vez de solo introducir resistencia
para las especies Xanthomonas
oryzae pv oryzae y Pseudomo-
nas fuscovaginae.

Finalmente, en la certifica-
cion de semilla se deben conside-
rar como patégenos transmitidos
por semilla los patovares de
Xanthomonas oryzae reportados
aqui y las especies de Pseudo-
monas: syringae, avenae Yy
glumae.

CONCLUSIONES

# |Las especies de los géneros
Pseudomonas y Xantho-
monas se encuentran pre-
sentes en todas las areas de
produccion arrocera del pais.

La etiologia de la bacterioisis
del follaje del arroz es cau-
sada por el complejo bacterial
conformado por Pseudomo-
nas fuscovaginae, Pseu-
domonas syringae, Pseu-
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domonas avenae, Pseudo-
monas glumae, Xantho-
monas oryzae pv oryzae,
Xanthomonas oryzae py
oryzicola.

No se puede establecer la
etiologia de la bacteriosis del
follaje del arroz con base en
los sintomas solamente.

La frecuencia de deteccion de
los aislamientos de las espe-
cies del género Xanthomo-
nas en el follaje es mayor com-
parada los de las especies del
género Pseudomonas.

En la poblacion de bacterias
aisladas se detecté la presen-
cia de bacterias Gram -, que
no pertenecen a las especies
y géneros identificados.

RECOMENDACIONES

Emplear biotécnicas como
PCR para corroborar los resultados
obtenidos en esta investigacion.
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