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LA INCIDENCIA Y DISTRIBUCION DE LA NECROSIS
RAYADA DEL ARROZ (RSNV) EN PANAMA. 2000.
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RESUMEN

La incidencia y distribucion de la necrosis rayada del arroz (RSNV) se realizo a
través del andlisis de muestras con sintomas lipicos de la enfermedad durante el
segundo semestre del 2000 en los laboratorios de IDIAP y Sanidad Vegetal del MIDA.
Las muestras obtenidas en zonas productoras de las provincias de Chiriqul, Veraguas,
Herrera, Los Santes, Coclé y Panama, se analizaron mediante la deteccion en las
raices de los cistosoros del honge vectar y la técnica DAS-ELISA, Los resultados
indican que la enfermedad estd presente en todas las provincias muestreadas. La
comparacion de las medias de muestras con presencia en las raices de los cistosoros
del hongo y reaccion positiva a la lécnica ELISA mediante la prueba "" student indica
que no existen diferencias estadisticas entre ellas, al 1% de probabilidad. El diagnos-
tico del RSNV a través de la deteccion de las estructuras de resistencia del hongo vector
es jgual de confiable a la téenica ELISA.
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INCIDENCE AND DISTRIBUTION OF THE RICE STRIPE NECROSIS
VIRUS (RSNV) IN PANAMA. 2000.

The incidence and distribution of the rice Stripe Necrosis Virus (RSNV) has
carried out through the analysis of samples with typical symptoms of the "entorchamiento”
during the second semester of the 2000 in the laboralories of IDIAP and plant protection
of MIDA. The samples obtained in rice producing areas of Chirigui, Veraguas, Herrera,
L.os Santos, Cocle and Panama, were analyzed by detection of cistosores of the fungal
vector and DAS — ELISA test. The results indicate that the disease is present in all rice
growing areas sampled. The comparison of mean samples wilh the presence of
cistosores in the roots and the samples with positive reaction to ELISA test by means of
the “t" student test indicates that statistical differences don't exist among them to 98% of
probability. The diagnosis of the RSNV through the detection of the structures of
resistance of the fungal vector is reliable as the ELISA test.

KEY WORDS: Oryza sativa; rice; plantdiseases; virosis; RSNV.

INTRODUCCION (1983) demostraron la asociacion

de esta enfermedad a un agente
viral y propusieron ncmbrarla como
“Rice stripe necrosis virus" (RSNV).

La enfermedad conocida
como necrosis rayada del arroz, de
origen viral, fue reportada en Pa-
naméa en mayo de 1989 (Von
Chong, 1999). Se caracteriza por
la muerte de plantulas, deforma-

EIRSNV fue incluido en el gru-
po de los Furovirus (Brunt y
Richards, 1989) los cuales son

cion severa, clorosis y rayado
clordtico en la base de las hojas.

La necrosis rayada del arroz
fue descrita por primera vez en
Costa de Marfil (Louvel y Bidaux,
1977) como "Rice crinkling
disease”. Fauquet y Thouvenel

transmitidos por hongos parasitos
obligados del suelo, pertenecientes
al orden de los Plasmodiophorales
(Karling, 1968). Morales y col. (1998)
ubican el RSNV como una nueva
especie del género Benyvirus. El
RSNV es transmitido por el hongo
Polymyxa graminis (Morales y col.,
1995).
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Teakle (1983) indica que los
furovirus son transmitidos por el
honge vector en forma persistente,
debido a que el virus puede sobre-
vivir hasta por 12 anos (PMTV) den-
tro de los cistosoros en suelo seco.
Los cistosoros son cuerpos globu-
lares de resistencia capaces de per-
manecer viables por periodos su-
periores a 10 afos asociados a re-
siduos de cosecha infectados o a
raices de graminea hospederas
(Morales, 1998).

Fauquet y Thouvenel (1983)
también reportaron que el virus es
transmitido por inoculaciéon meca-
nica, pero no por semilla (Morales y
col., 1999). Slykhuis y Barr (1978)
y Nolt y col. (1981) reportaron que
el RSNV se disemina en suelos que
contengan el hongo vector, transpor-
tado en la maquinaria, botas, herra-
mientas, animales, agua deriegoy
escorrentia.

La necrosis rayada del arroz
se puede manifestar tanto en el sis-
tema de arroz de riego como de
secano, pero su incidencia es ma-
yor en suelos franco-arenoso (Mo-
rales, 1998).

Las epidemias del entorcha-
miento se establecen bajo condi-
ciones de periodos cortos de llu-
vias alternados con periodos lar-
gos de sequias y cuando las siem-
bras se suceden una tras ofras
(Fauquety col., 1988).

Morales (1998) reportd que
las pérdidas en produccion, en Co-
lombia, se estimaron entre 20-
40%; sin embargo, éstas pueden
variar de acuerdo al regimen de llu-
vias, siendo mayores en anos con
periodos secos y periodos de lu-
via menores de lo normal.

El diagnbstico del benyvirus
de la necrosis rayada del arroz se
ha realizado mediante la técnica
inmunoenzimatica ELISA, micros-
copio electronico, PCR (DNA
Ribosonal del hongo vector) y de-
teccion de los cistosoros del hon-
go vector en las raices (Morales y
col., 1999) mediante el microsco-
pio de luz.

El entorchamiento del arroz
se reportd por primera vez en las
provincias de Coclé (Antén); Pana-
ma (Pacora, Juan Diaz);, Veraguas
(Mariato) y Los Santos (Tonosi), se
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sospecha que esta presente en
otras zonas productoras de arroz.
Es necesario identificar las locali-
dades afectadas por la enferme-
dad e implementar estrategias de
exclusion en las areas libres.

Este trabajo tiene como ob-
jetivos, determinar la incidencia y
distribucion geografica de la
necrosis rayada del arroz en Pa-
nama y comparar los resultados
del diagnéstico del entorchamiento
mediante la deteccién de
cistosoros del hongo vector en las
raices y la prueba de ELISA. La
hipotesis evaluada planteo la simi-
litud de los resultados entre los
métodos de diagnostico Ho: i, =j.,.

MATERIALES Y METODOS

Esta actividad se realizo du-
rante el segundo semestre del ano
2000, en los Laboratorios de
Fitopatologia del IDIAP, Sanidad Ani-
mal del MIDA en Divisa y Sanidad
Vegetal del MIDA en Tocumen. Las
muestras de plantas con sintomas
tipicos del benyvirus de la necrosis
rayada del arroz se colectaron en
parcelas con estadio fenologico en-
tre estado de plantula vy
macollamiento. Se transportaron en
bolsas plasticas, debidamente iden-
tificadas por localidad y fecha de
colecta. Las muestras analizadas
fueron colectadas en areas produc-
toras de arroz de las provincias de
Chiriqui, Veraguas, Los Santos,
Colon, Panama, Herrera y Coclé.

Las zonas arroceras muestreadas fueron:

Provincia Ubicacion N? Muestras
Chirigui Remedios, Chiriqui 8
Veraguas Sur de Sena, San Francisco, Rio de Jesus 19
Los Santos Tonosi g
Colén Sabanitas 2
Panama Chepo (Torti) 5
Hermrera Santa Maria 2
Coclé El Rosario, El Guineo 4
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Las muestras con sintomas ti-
picos del entorchamiento se proce-
saron de la siguiente forma:

32 Cada muestra fue sometida a
lavado de su sisterna radicular con
abundante agua bajo el grifo.

3% El sistema de raices fue exa-
minado bajo el microscopio de di-
seccion.

% Raices con lesiones fueron
montadas en placas porta objetos
con lactofenol azul para la deteccion
de los cistosoros del hongo vector
bajo el microscopio compuesto.

# Las plantas con presencia de
cistosoros en las raices y sintormas
tipicos de entorchamiento se seca-
ron en Silica gel y se almacenaron
en refrigeracion en bolsas de celo
fan.

3% Las plantas que dieron positi-
vo a la presencia de cistosoros en
las raices, se analizaron mediante
la prueba DAS-ELISA empleando
0.01 g de tejido foliar distorsionado
y gamma globulina preparados por
CIAT-Colombia.

Los datos de incidencia del
entorchamiento se utilizaron para
ubicar por provincias las areas
afectadas por la enfermedad.
Adicionalmente, se compararon
mediante la prueba "t" studentem-
pleando el paquete de analisis es-
tadistico para computadoras SAS
y mediante calculo manual las me-
dias poblacionales de muestras
con presencia de las estructuras
de resistencia del hongo vector
(cistosoros) y las medias
poblacionales de muestras positi-
vas a la prueba de ELISA. Ade-
mas, se efectud un analisis de re-

gresion entre el nimero de mues-

tras detectadas como positivas
empleando ELISAY la presencia de
cistosoros.

RESULTADOS

La investigacion permitio de-
tectar la presencia de |la necrosis
rayada del arroz, en todas las pro-
vincias productoras de arroz me-
canizado con la excepcion de las
provincias de Bocas del Toro y
Darién, que no fueron mues-
treadas (Figura 1).
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En las 47 muestras con sin-
tomas tipicos de la enfermedad,
colectadas en las principales pro-
vincias productoras del pais, se de-
tecto la presencia de las estructu-
ras de resistencia (cistosoros) en
las raices de las plantas. La prue-
ba ELISA permitid comprobar la
presencia del benyvirus de la
necrosis rayada en 66% de las
muestras (Cuadro 1).

La comparacion de la media
de las muestras que dieron positi-
vo a la presencia de cistosoros en
las raices, en relacién a las
muestras detectadas como

positivo a la prueba ELISA,
mediante la "t" student permitid
establecer que no existen
diferencias estadisticas entre
ambos métodos de diagnodstico
[t €y (0.894) <t (1.94) se
acepto Ho:p, = i, (Cuadro 2).

DISCUSION

La deteccion de la necrosis
rayada del arroz en todas las pro-
vincias productoras de arroz, 14
meses después de su reporte ofi-
cial, indica que la enfermedad de-
bié entrar al pais dos a tres anos

CUADRO1. NUMERO DE MUESTRAS COLECTADAS CON PRESENCIADE
CISTOSOROS EN LAS RAICES Y REACCION POSITIVAALA
PRUEBAELISA.

I Total Muestras con Muestras (+)
Provincia Muestras Cistosoros ELISA
Chirigui 6 6 4
Veraguas 19 19 19
Herrera 2 2 2
Coclé 4 4 3
Colon 2 2 1
Panama 5 5 5
Los Santos 9 9 5
Total 47 47 31

47
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CUADRO 2. ANALISIS DE LOS PROMEDIOS POBLACIONES DE LAS
MU_ESTRAS CON PgESENCIA DE CISTOSOROS EN LAS
RAICES Y REACCION POSITIVAALAPRUEBAELISA
MEDIANTE LAPRUEBA “t STUDENT".
P . Reaccion
Provincia bty positiva a 2 2
Cistosoros X ELISA Y X b
Chirigui 6 4 36 16
Veraguas 19 11 361 121
Herrera 2 2 4 4
Caoclé 4 3 16 9
Colén 2 1 4 1
Panama 5 5 25 25
Los Santos 9 5 181 25
Ex 47 3 527 201
X 6.71 442
Ex?= 2114 EY 2= 83.7
Fcak:.ulad = —2114 o 331 Flabu{ada = 428 FC‘: Ftl HO‘ 821 = 822
. 63.7
SDE = 2559 t calculada — _0894
Tiavuizea 1%, 9.1:6 = 1.94 Se acepta Ho; 1= L.
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CUADRO3.  ANALISIS DE REGRESION DE LOS PROMEDIOS DE LAS
MUESTRAS CON PRESENCIA DE CISTOSOROS EN LAS
RAICES Y REACCION POSITIVA A LAPRUEBAELISA,

Provincia Cistosoros X ELISAY X Y* XY
Chiriqui 6 4 36 16 24
Veraguas 19 11 361 121 209
Herrera 2 2 4 4 4
Caclé 4 3 16 g 12
Colén 2 1 4 1 2
Panama 5 5 25 25 25
Los Santos 8 5 181 25 45
Ex 47 31 527 201 321
X 6.71 442

2
Sxx= 527 - -—-@)—' = 211.42

.
2
syv=201- —CW = g371
7
(47 x 31)
sxy=321- —— %1 _ 44285
7

Coeficiente de determinacion: (muestra adecuacion del modelo lineal a
los datos observados).

(112.85) 12735.12
= = = 0.945
(211.42) (63.71) 13469.56

0.972

_.
)
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0.972 V =2 2173

tc = g —1F 13.01
V' 1- 0972 0.167

2.571

—
1]

7-2gl
24l tc > { rechazo Ho

Ho: p=0
Acepta Ha: p#0

2

Existe relacion entre la presencia de cistosoros y los resultados de la
prueba ELISA

Analisis de Reqgresion

(112.85)°

SCregresion = - = 60236
211.42

SCtotal = 63.71

SCresidual =  63.71-60236 = 347

Fc > F,, existe significancia, rechazamos Ho
Ho: B=0

Concluimos que el efecto de la presencia de cistosoros en las raices
sobre la sensibilidad de ELISA es impactante.

Ecuacion de prediccion

Vi = a +b (xi)
o (sxy) -
= V-2 (X)= 442-(0.53) 6.71=0.85
(sxx)
b - SXy _ 112.85 _
Sxy 21142

Yi = 0.85 + 0.53 (xi)
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antes de su reporte oficial. Ademas,
sugiere que su diseminacion, a par-
tir del area de origen, se realizo prin-
cipalmente a través de grano can-
taminado empleado como semilla
y luego, localmente a través de otros
medios como en maquinaria, herra-
mientas, implementos, agua de
escurrimiento, entre otros.

La ausencia de diferencias
estadisticas significativas entre las
medias muestrales de plantas con
sintomas tipicos de entorcha-
miento, con cistosoros en las rai-
ces y las medias muestrales con
reaccion positiva a la prueba
ELISA, sugiere que ambas pruebas
permiten diagnosticar la necrosis ra-
yada del arroz, siempre y cuando
se analicen muestras con los sin-
tomas tipicos de la enfermedad.
Esto se debe, principalmente, a que
la enfermedad es de origen viraly a
que el virus solo puede infectar a
su hospedero en la naturaleza a tra-
vés de su hongo vector; ademas,
tanto el virus como su vector son
parasitos obligados, que sélo pue-
den vivir activamente dentro de cé-
lulas vivas del hospedero.

51

La existencia de un menor
nimero de muestras que dieron
positivo a la prueba ELISA, com-
parada con el numero de muestras
con cistosoros en las raices, se
debe a que ELISA exige la
optimizacion de las concentracio-
nes del anticuerpo de sensibiliza-
cion y del anticuerpo conjugado a
través de una prueba de titulacion
(Converse y Martin, 1990). Suma-
do al hecho de que los virus pue-
den encontrarse irregularmente
distribuidos a través de la planta,
especialmente en plantas peren-
nes (Converse y Martin, 1890).

En nuestro caso, las diferen-
cias en concentracion del virus
RSNV se da entre las mismas
plantas analizadas, debido a que,
para realizar la prueba ELISA se
requiere previamente efectuar una
prueba de titulacion para identificar
la dilucién 6ptima, tanto del anti-
cuerpo de sensibilizacion como del
anticuerpo conjugado, para deter-
minar el valor de absorvancia a
emplearse como referencia positi-
va o negativa. Este valor o rango
de valores se mantiene constan-
te, para discriminar entre muestras
con valores de absorvancia inferio-
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res y los que superan el valor de
referencia.

Este hecho establece que
teda muestra con concentraciones
de virus muy altas o muy bajas
serian consideradas como negati-
vas por la técnica ELISA, condicion
que no ocurre cuando se detecta
la presencia del signo (cistosoros
del hongo vector) en las raices de
la planta con sintomas de entor-
chamiento.

Adicionalmente, Sutula y col.
(1986) indican que los investigado-
res, en su afan de ampliar el rango
de discriminacion de ELISA em-
plean como valores de decision
una, dos y tres medias mas tres
desviaciones estandar (X, 2%, 3x +
3s) practica que es arbitraria y
lleva a cometer errores.

Paralelamente, como la
prueba ELISA se basa en valores
de absorvancia y la relacion
absorvancia — concentracion se
rige por la ley de Bouquer-Beer
(Ayres, 1970), encontramos que
esta prueba presuntiva se ajusta a
los parametros:

52

1. El error es minimo para una
transmitancia cercana a 37%
(absorvancia = 0.434) y crece a un
errar relativo de 2.72% para un 1%
de error fotométrico.

2. El error no es demasiado
grande para valores de trans-
mitancia entre 20% y 60%.

3. El error es inmenso a concen-
traciones muy altas y muy bajas,
acercandose al infinito cuando Ia
transmitancia es de 0% o 100%.

Coincidimos con Sutula y col.
(1986), quienes establecieron que
ninguna prueba y ciertamente ELISA
no puede ser correcta 100% y sus
resultados deben compararse di-
rectamente con otros métodos in-
dependientes que indiquen la pre-
sencia del patégeno.

En resumen, consideramos
que el diagnostico del entorcha-
miento basado en la deteccion de
las estructuras de resistencia del
hongo vector (cistosoros) en las
raices de plantas con los sintomas
caracteristicos de la enfermedad,
representa una herramienta de
campo barata, confiable y eficiente;
sobretodo, en un pais como Pana-
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méa donde ya se reporto oficialmen-
te sl existencia.

CONCLUSIONES

A |a necrosis rayada del arroz
se encuentra distribuida en todas
las provincias productoras de arroz
del pais.

A E| diagnostico de la necrosis
rayada del arroz a traves de |a de-
tencion de las estructuras de resis-
tencia del hongo vector confiable
como la técnica ELISA.
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