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Introduccion



En los ultimos afios los productores de arroz comercial y de semillas han
reportado mermas en produccién y pérdidas econémicas asociadas
directamente con el vaneado de espigas decoloractoh manchado de granos y
lesiones en vamnas y hojas Los productores fueron sujetos de descuentos
sustanciales en los molinos por la presencia de granos moderado o severamente
manchados y parctalmente llenos a pesar de haber aspernado fungicidas en los

estadios fenolégicos de maximo embuchamiento y floracion

Las evidencias indican que las aplicaciones de fungictdas ofrecieron muy
poca proteccion y que los incrementos en la incidencia del manchado de grano y
pudncién de la vaina atnbuidos a hongos como Sarocladium spp y Drechslera
spp (Kadote y col 1983) pudieran tener una naturaleza bacteral mas que

fungosa

Investtgadores como Zeigler y col (1987 1988 1989) Tominaga y col (1981)
Miyajma (1983) y Azagami y col (1987) han reportado incrementos en la
inctdencia de enfermedades de ongen bactenal en el arroz afectando tanto a los

granos como a plantulas vainas y hojas



Se han aislado bactenas patogénicas de especies de los generos
Pseudomonas spp fluorescentes y no fluorescentes ast como especies del
género Xanthomonas causando sintomas diversos que limita el empleo de la
sintomatologia como cnteno unico de diagnostico El desarrollo de los sintomas
en los granos parece no depender de la apancién previa de lesiones en las
vainas Las hojas y vamnas pueden permanecer sanos y las florecilias presentar
necrosis decoloractén y estenhdad Los géneros de  FPseudomonas y
Xanthomonas causantes de estos sintomas han sido reportados como
transmitidos por semilla por (Klement 1955 Zeigler y col 1987) y (Janes y col

1989) respectivamente

La alta mncidencia de bactenas en follaje y semillas es un problema de interés
nacional que puede poner en pelgro [a producciéon del cultivo de mayor

importancia econémica del pais El arroz”

A pesar de contar con un programa nacional de certificaciéon de semillas el
incremento en el vaneado de espigas decoloracién y manchado de granos
esta directamente relacionado con ia no realizaciéon de pruebas de deteccién de
bactenas patogénicas transmitidas por semilla a la percepcion de que las
enfermedades bactenales transmitdas por semilla pueden detectarse con
precision en las inspecciones de campo y que los tratamientos quimicos de fas

semillas son altamente efectivo



En Panama existe muy poca informacion y expenencias endégenas sobre la
incidencia de enfermedades bactenales transmitidas por semilla y sobre las

especies bactenales presentes en ellos

Es necesano realizar trabajos de investigacién dingidos a aislar e identdicar

las especies bactenales transmitidas por semillas de arroz



Revision de Literatura






Se sabe que las bactenas patogénicas son trasmitdas en semillas de
cultivares tolerantes ¢ susceptibles y en plantas asintomaticas Los programas
de certificacion basados en inspecciones visuales no garantizan semilias libre de
patégenos de alli que se requiera analizarlas para detectar la presencia de

bactenas patogénicas (Saettler 1989)

B Generalidades de las especies bactenales trasmitidas por semillas

que causan enfermedades en granos plantulas y valnas

Se han aislado Pseudomonas patogénicas fluorescentes y no fluorescentes
de plantas de amoz en Aménca Latna Afnca y Asia Los sintomas
aparentemente causados por estas Pseudomonas spp son similares impidiendo
realtzar un diagnosticé confiable basado solamente en la sintomatologia ya que
se aseme}an a los causados por hongos patdégenos tales como Sarocladium sp

y Drechsiera spp (Kadotay col 1983 Zeigler y col 1987)

En plantulas se desarrolla una decoloracion sistémica de la vaina que alcanza
la vena central y secundanas de las hgjas y pueden llevar a la muerte de la

plantula (Zeigler y col 1987)

En plantas maduras 10s sintomas usualmente aparecen cerca de la floraciéon
y pueden estar imitadas a necrosis cafe en el cuello de la vaina de la hoja

bandera 0 necrosis extensiva de la vaina pobre emergencia de panicula

10



decoloracion y estenhidad de grano Altemativamente las flores se descoloran
necrosan y no se polinizan mientras que las hojas y vainas permanecen sanas

(Zetgler y col 1990)

El desarmrolio de los sintomas en granos no dependen de la presencia de

sintomas en la vaina (Zeigler y col 1987)

Vanas Pseudomonas son causantes de la pudncidn de vainas y granos
mientras que otras bactenas incluyendo a Erwinia spp se han reportado
causando decoloracidn de granos y de manchas lineales en plantulas (De Faira

y col 1984 Goto 1985)

En Japén se han aislados de granos tres Pseudomonas spp Y vanas

bactenas diferentes de Pseudomonas (Goto y col 1987)

Se ha asoclado a la decoloraciéon de granos y pudncion de vainas del arroz
cuatro Pseudomonas tales como P fuscovaginae Miyayma Tann y
Akita P synngae pv synngae Van Hall P avenae Manns y P glumae Kunita y

Faber (Azegamy col 1987 Duvelller y col 1988 Schaad y col 1975)

En Chile se aislé una Pseudomonas spp fluorescente similar a P synngae

pv synngae de vainas de arroz (Zeigler y col 1987)

11



Vanas de los Pseudomonas mencionadas se han asociado con el sindrome
del manchado de granos problema que se ha incrementado y captado la

atencidn de los investigadores (Ou 1985)

Las Pseudomonas que causan estos sintomas son trasmitidas por semillas
(Klement 1955 Tominaga y col 1981) y se recuperan tanto de semillas

decoloradas como de aparentemente sanas

En las areas costeras del golfo de Loursiana se reporté6 en 1955 y 1988
pérdidas en produccidn de 40% causadas por bactenas transmitidas por semillas

de las especies Burkholdena gladioll B plantaniy B cepocia (Mew 1992)

1 Genero Pseudomonas

11 Pseudomona fuscovaginae

Agente causal de la pudricién marron de \a vaina ha sido reportado en Latino
Amenca (Brasi! Colombia Guatemala México Panama Peruy Surinam) Afnca
Central Madagascar Japon (Mew 1992 Agarwal y col 1989) La bactena se ha
encontrado que infecta otras especies de poaceas y hospederos diferentes a

gramineas {(Agarwal y col 1989)
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grupos P fluorescens no es patogénica en arroz y es claramente diferente de P

fuscovaginas (Mew 1992)

Pseudomonas fuscovaginae es una bacilar gram (negativa) que no forma
esporas de 05 -08 x 20 — 35 ym con uno a cuatro flagelos polares (Mew

1992)

Luego de 4 a 5 dias a 28 °C las colomas en agar nutntivo son blanco
cremoso lisas convexas translucidos butirosas y de 3 a 5 um en didmetro La
bactena produce pigmento fluorescente en medio King B y es posittva a Argimina

cdihidrolosa y Oxidosa (Mew 1992 Agarwal y col 1989)

113 Epidemiologia y ciclo de la enfermedad

Pseudomonas fuscovagmae sobrevive en semillas de arroz en baja
poblacién y epifitamente en gramineos en campos arroceros La bactena puede
recuperarse de hojas sanas y vainas de arroz en el campo y el pico de la
poblaciéon epifita de la bactena se detecta en el estadio de maximo

macollamiento (Mew 1892)

114 Control

El empleo de semilla limpia o tratada con calor a 65 °C por 6 dias También el

uso de antibidticos como estreptomicina sola o0 en combinacidn con
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oxitetracichina ayuda a controlar efectivamente la enfermedad si se aplica antes

de la emergencia de panicula (Mew 1992 Zetgler y col 1986)

12 Pseudomonas glumae (Sin Burkholdena glumae)

Causa la pudncidon del grano han swido reportadas en muchos paises
principalmente en Japon Tawan y Aménca Latna Esta bactena causa la
muerte de los ptantones las cuales se pudren en las cajas preparadas para el
transporte También causa esteriidad y pobre maduracion del grano en campo

(Zetgler y col 1990)

121 Sintomas

En plantulas los sintomas consisten de pudncion marrén humeda de la vaina
acompafiado de marchitamiento o pudncion suave de la hoja En la panicula
infecta granos que se deforman con coloracién que pasa de verde palido a
amanllento sucio y seco La porcion infectada de la lema y palea tiene color
marrén purpura a marrén oscuro En infecciones claras solo se decolora la
palea Se desarrolla un margen marrén entre la parte infectada y la sana del
grano No se detectan sintomas en el raquis y ramificaciones de la panicula La
bactena puede causar una pudncién suave de la hoja bandera o el collar de la

vaina de la hoja bandera (Mew 1992)
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12 2 Agente causal

Pseudomonas glumae Kunta y Tabei es una bactena bacilar gram negativa
con dimensiones 05-07x1525 pm con uno a tres flagelos polares Forma
colonias blancas en agar nutntivo y no produce pigmentos fluorescentes en

medio King B utiliza L arginina e Inositol y es lecitina positiva (Mew 1992)

En el medio selectivo S-PG P glumae produce colonias circulares convexas
con margenes lisos color marrén rojizo a opalescente con centro purpura o rojo

purpura (Mew 1992 Agarwal y col 1989)

1 23 Epidemiologia y ciclo de la enfermedad

La bactena es transmitida por semilla e invade los espacios entre las células
de la epidermis externa y el parenquima esponjoso de la lema A partir de la
semilla infestada crece epifiicamente en baja poblacion hasta que lega la
emergencia de panicula cuando la poblacion se incrementa rapidamente en el

grano (Mew 1992)

1 24 Control

El empleo de calor a 65 °C por 6 horas para erradicar la bactena de los lotes
de semila y monttoreo de la semilla para asegurar que estan hbres del

patoégeno (Zeiglery col 1988)
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13 Pseudomonas syringae pv synngae

Agente causal de la pudncién de la vaina similar a los sintomas que causa
Pseudomonas fuscovaginae ha sido reportada en Australa China Hungria
Jap6n y recientemente en Chile (Sur Aménca) (Agarwal y col 1989 Zeigler y col

1987)

Pseudomonas synngae produce pigmento fluorescente en medio King B pero
se diferencia rapidamente de P fuscovaginae por que es negativa para Oxidosa

y Arginina-dehidrolasa (Agarwal y col 1989)

131 Simtomas

La bactena ataca hojas vainas y tallos del arroz se caractenza por causar
lesiones marrén 0 negros en vainas nudos y tallos Las lesiones en las vainas
son elongadas color marrén a rojizo y 1a necrosis causa secamiento de toda la
planta En casos extremos causa decoloracién de grano infecctén de la semiila

y estenlidad (Agarwal y col 1989)

132 Agentes Causal

Pseudomonas syringae pv synngae Van Hall tene como sinénmo

Pseudomonas oryzicola Klement La bactena es un bacilo gram negativo moéwil
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Las caracteristicas fenotipicas empleadas que permiten diferenciar a
Xanthomonas oryzae pv oryzae de Xanthomonas oryzae pv Oryzicola se

presentan en €l Cuadro |

CUADRO | CARACTERISTICAS FENOTIPICAS EMPLEADAS PARA
DIFERENCIAR X oryzae pv oryzae DE X oryzae pv

oryzicola
X oryzae pv
Caracteristicas Fenotipicas | X oryzae pv oryzae oryzicola
1 Produccién de Acetoina +
2 Peptonizacién de la leche +
3 Fenilalanina de aminosa +
4 Utihzacion de Lalonina +
5 Sensibilidad a 0001 % de N
nitrato cupnco { wiv )

a Respuesta positiva en 50 % de la Raza (Mew 1992)

1 Genero Xanthomonas

11 Xanthomonas oryzae pv oryzae

Agente causal del fuego bactenal que es una de las enfermedades mas
sernas y de distnbucién mundial Se ha reportado en Asia Austraha Afnca

Ameénca Latina Canbe y USA (Mew 1992)

Esta enfermedad ha tenido un gran impacto econémico en las ulimas dos

decadas en Asia y Afnca Occidental particularmente en Nigena donde caus6
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Aplicaciones de Streptociclina y Agnmicin (Terramicina) a una dosis de 100

ppm controlan la enfermedad (Agarwal y col 1989 Mew 1992)
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Materiales y Metodos






de productores inscntos en el Programa de Certificacion del CNS — MIDA en las

principales zonas arroceras del pals

Para establecer la incidencia de bactenas patogénicas en semillas se
muestreo al 10% del area total sembrada con las categorias de semillas objeto

de estudio (Cuadro Il)

CUADRO Il TOTAL DE MUESTRAS POR CATEGORIA

Categona Muestras
Basica 24
Registrada 20
Certificada 68
TOTAL 112

En cada parcela y categorla se tomaron al azar cuatro muestras de 100
espigas empleando un patron de muestreo preestablecido semejante a la
figura "W™ que permitid cruzar los campos vanas veces En cada parcela se
registrd el nombre del productor fecha de siembra localidad vanedad y tamafio
de la parcela Las muestras colectadas se colocaron en bolsas plasticas se

etiquetaron sellaron y transportaron al laboratono
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C Procesamiento de muestras

Las espigas colectadas por categoria se desgranaron y secaron en un hormo
hasta lograr 14% de humedad inmediatamente se almacenaron en boisas de

papel manila para su analisis postenor

D Analisis de semilla

Para recuperar y confirmar ia presencia de bactenas en las semilla se
empleo la techica de imbibictén de los granos en agua destilada — esternlizada
por 24 horas Lundsgaard (1976) Truplio y Col (1979) descascarado y siembra

en medio agar nutmtivo (AN) e incubado por 24 horas a 30°C

E Aislamiento de bacterias

El crecimiento bactenal obtenido alrededor de cada grano se estrié en medio
agar nuiritivo (AN) fresco hasta obtener colonias aisladas Las colonias aisladas

se transfineron a medio fresco en viales con tapa de rosca

F ldentificaciéon

Se determinaron las caracteristicas de crecimiento de los aislamientos
Pseudomonas en medio King B (Ziegler y Alvarez 1988) (Cuadro I1l) y de

Xanthomona en medio factor de crecimiento (Mew T W 1992) (Cuadro V)

KX ]



CUADRO lll CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS DE Pseudomonas EN MEDIO KING B

Especie Color Forma de la Apariencia | Flyorescencia Reacclon
colonla de Gram
Pseudomonas fuscovaginae | Blanco a café claro Circular Lisa +
Blanquecino con
Pseudomonas synngae Circular Enteros +
margen traslucido
Enteros
Pseudomonas avenae Crema Circular
elevados
Lisos
Pseudomonas glumae Blanca a gnsacea Circular
elevados




4°1

CUADRO IV CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS DE Xanthomonas oryzae EN MEDIO

FACTOR DE CRECIMIENTO
Especie Color Forma de la Aparlencla | Fluorescencia Reaccion
Colonla de Gram
Xanthomonas oryzae pv Pequefios
Amarilla Mucoides
oryzae y circular
Xanthomonas oryzae pv Blangquecina
oryzicola al pnncipio Circular Mucoides

mas tarde amanlla







CUADRO VI CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE Xanthomonas oryzae
pv oryzae y Xanthomonas oryzae pv oryzicola (Mew T W
{1992) Agarwal y Col (1989)

Prueba X o pv oryzae X o pv oryzicola

Produccion de Acetoina +

Peptonizacion fuerte de leche

Litmus +
Fenll alanina deamudasa +
Utihizacion de L Alanita +2

Sensibikdad al nitrato cupnco

(0 001%) +

Hidrolisis de almidén +
Hidrélisis de gelatina +
Simbolos

+ Reaccion positiva
Reaccion negativa
+a Respuesta posttiva en el 50% de las cepas

G Prueba Inmunoenzimatica

Elisa (Analisis Inmunoabsorbente ligado a enzimas)
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La caractenzacion de los aislamientos de Pseudomonas avenae
Burkholdena giumae y Xanthomonas oryzae pv oryzae se realizo mediante la

prueba inmunoenzimatica (ELISA)

Se empled cultivos puros de 24 horas de crecimiento en caldo nutntivo y el
Kit ELISA Indirecto (Agdia Products) Para la identificacion de las especies se
analiz6 un total de 30 aislamientos 6 de la categoria basica 5 de la registrada y

19 de categonia certificada

H Prueba de Patogenicidad

Se realiz6 la inoculacidon de una suspension de cepas puras de 24 horas de
crecimiento en caldo nutntivo inoculado por infiltracidén en hojas de plantones de

tomate con 21 dlas de germinado

La noculaciétn se considerd6 completa al observarse movimiento de la
solucion infiltrada en la parte intenor del mesdfilo de la hoja Las plantas
inoculadas se colocaron en camara humeda (HR 90%) a una temperatura de 28
- 30 °C la lectura de los resultados de la prueba se realizé a los 15 dias
después de la noculacion Se consideré como positiva las plantas que

mostraron necrosis del tejido foliar
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1 Alternativas quimicas de control

Para evaluar algunas alternatvas quimicas de control se tratd
superficialmente 045 Kg de semilla de cada categona con bactencidas

disponibles en el mercado

CUADRO Vil ALTERNATIVAS QUIMICAS EVALUADAS PARA EL CONTROL

DE BACTERIAS EN ARROZ
Dosis de P C/tonelada de
Tratamlentos
semilla
1 Estreptomicina + oxitetraciclina 300 gr
(Agrimicin 16 5 WP)
2 Extracto de semilla de toronja (Kilol 1000 cc
11SL)
3 AC Ascorbico + AC Citnco + AC Lactico 1000 cc
(Lon Life 20 SL)
4 Extracto de semilla de citnco (Biocto 6 500 cc
84 68 SL)
5 Sulfato de cobre penta hidratado (Phyton 750 cc
al 24 SC)
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Las muestras de semilla de cada categoria se asperjaron con cada uno de
los tratamientos (5 bactencidas) se dejaron secar al ambiente y se almacenaron

en bolsas de papel manila para su uso posterior

Las semilias tratadas se sumergieron en un volumen pequefio de agua esténl

por 24 horas y luego se sembraron en agar nutntivo y se incubaron a 31 °C

La eficacia del control se evalué contando el numero de semillas con y sin

crecimientos bactenal a las 24 48 y 72 horas de sembrados

J Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de la caractenzacion bioquimica y de crecimiento de las
colommas de los aislamientos bactenales se organizaron en cuadros resumen
Los datos de controi de la incidencia bactenal en semillas se procesaron
mediante analisis de vananza y los promedios ordenados mediante la prueba de
rangos multiples de Duncan Empleando el paquete estadistico para

computadoras (SAS - Statistical Analisis System)
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Resultados



Las 112 muestras de semillas de categorias basica registrada y certificada
se sembraron en medio factor de crecimento y King B De este gran total se
detectd crecimiento de 103 muestras en medio diferencial factor de crecimiento y
en King B 6 muestras con cepas fluorescentes y 106 muestras sin produccion

de pigmentos fluorescente

Las caractensticas de color forma apanencia de fas colonias produccion de
pigmentos fluorescentes prueba de gram y forma de la bactena permitid
identificar cepas bactenales del género Xanthomonas oryzae pv oryzae
Burkholdena glumas (antigua Pseudomonas glumae) Pseudomonas avenae

Pseudomonas fuscovaginae y Pseudomonas synngae (Cuadro Viil)

La prueba de patogenicidad realizada a los aislamientos pertenecientes a los
géneros Xanthomonas y Pseudomonas inoculados en hojas de tomate indican

que son patogénicas al mostrar el desarrolto de sintomas en fa prueba

El numero de aistamiento obtemidos por categoria de semilla vanedad
genero y especie bactenal indica que la mayor incidencia detectada pertenecio
al género X oryzae pv oryzae seguido de P avenae B glumae P
fuscovaginae y P synngae También se detectd mas de un género bactenal en

tas semillas de una misma vanedad (Cuadro [X)
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La especie Xanthomonas oryzae pv oryzae P avenae y B glumae se
detectaron en las tres (3) categorias de semilla estudiada mediante la prueba

bioquimica e Inmunoenzimatica (ELISA) (Cuadros No X Xl y Xll)

La especie P fuscovaginae y P synngae se detectaron en la categona

certificada (Cuadro Xill y XiV)
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CUADRO VIl CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS COLONIAS AISLADAS POR ESPECIES

Color de la Forma de la | Aparlencla de Forma de La
Fluorescencia | Gram Especle
Colonia Colonla la Colonia Bacterla
Blanco a Pseudomana
Circular Lisa + Bacilar
Café claro fuscovaginae
Pseudomona
Blanca Circular Entera elevada Bacilar
glumae
Pseudomona
Crema Circular Entera elevada Bacilar
avenae
Blanquecinas
Pseudomona
margenes Crircular Entera + Bacilar
synngae
traslucidos
X oryzae pv
Amanllas Circular Mucoide Bacilar

oryzae
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CUADRO IX NUMERO DE AISLAMIENTOS OBTENIDOS POR CATEGORIA DE SEMILLA VARIEDAD GENERO

Y ESPECIE BACTERIAL

Categoria de Semilla

Variedad

X oryzae pv
oryzae

P
avenae

glumae

P

fuscovaginae

[
syringae

TOTAL

Registrada

P 3621

1

P 1048

1

I 22

| 38

I 2503

Basica

P 3621

I 2503

I 22

| 38

L7

Certificada

P 1048

| -22

| 38

| 2503

— | | e

L7

N = O O

TOTAL

Bl ol &l B B R 2N A 2] e N2 2 MW
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CUADRO X1 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS INMUNOENZIMATICAO DE LOS AISLAMIENTOS DE
Pseudomonas avenae (NO FLUORESCENTE) POR CATEGORIA DE SEMILLA

Categoria de

Semilla Basica L 0
Oxildosa | Sucrosa | Arginine | H.S NO; | Levan | 37°C | 41°C | Elisa
Registraday | Gelatina
Certificada

R P 1048 + + + + +
R 12503 + + + + +
R122 + + + + +
BIL? + + + + +
Bl 38 + + + + +
B P 3621 + + + + +
cl22 + + + + +
Cl22 + + + + +
Cl22 + + + + + +
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CUADRO Xil CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS INMUNOENZIMATICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE
Burkholderia glumae (NO FLUORESCENTES) POR CATEGORIA DE SEMILLA

Categoria de Semilla L
Basica Registraday Golat Oxidasa | Sucrosa | Arginine | Has | NO; | Levan | 37°C | 41°C | Elisa
atina
Certificada

RP 3621 F ¥ PR B R
RP 3621 ¥ ¥ FEE T
BP 3621 + + + + +
BP 3621 ¥ ¥ ¥ ¥ n
Cl 38 + + + + +
CP 1048 ¥ ¥ P B
C1 2503 ¥ n P B
Cli 22 + + + + +
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CUADRO XIll CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS INMUNOENZIMATICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE
Pseudomonas fuscovagmae POR CATEGORIA DE SEMILLA
Categoria de Levan | Arginine| Red NO; | Oxidosa | 37°C 41°c | Sucrosa| His | Gelatina

Semilla Certificada

CP 1048

C P 1048

C I 22

C I 22

C 138

C P 1048
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CUADRO XIV CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS INMUNOEZIMATICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE

Pseudomonas syringae POR CATEGORIA DE SEMILLA

Categoria de

Semitla Certificada

Levan

Arginine

Red NO;

Oxidosa

37°C

41°C

Suclosa

H.S

Gelatina

C 12503

C 12503




El analisis de vananza de la eficacia biolégica de control de los bactencidas
estudiados aplicados superficiaimente a las glumas de las semillas indica que
existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos para las
categorias basica y certificada (Pz 0 0087 y 0 0001) respectivamente (Cuadro

XV)

Los promedios de granos con crecimiento bactenal ordenados mediante la
prueba de rangos muitiples de Duncan indican que la mayor incidencia de
crecimiento bactenal se detectd en el teshgo sin tratamiento y menores niveles

de incidencia entre los bactericidas evaluados (Cuadro XVI)

E! analisis de vananza combinado de las tres categorias de semilia sobre {a
eficacia biolégica de control de los bactencidas indica que existen diferencias

significativas entre los tratamientos (P2 0 0492) (Cuadro XVil)

Los promedios de crecimiento bactenal ordenados mediante la prueba de
rangos multiples de Duncan entre las categorias de semilla indican que la
mayor incidencia de crecimiento se encontrd en la categoria de semilla basica

(Cuadro XVHI)

Los promedios de incidencia de granos con crecimiento bactenal
combinando ias categorias indica que la mayor incidencia de granos infestados

se detecto en el testigo sin tratamiento (Cuadro XIX)
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CUADRO XV ANALISIS DE VARIANZA DE LA EFICACIA BIOLOGICA DE
BACTERICIDAS EN EL CONTROL DE BACTERIAS EN
SEMILLAS CATEGORIAS BASICA REGISTRADA Y

CERTIFICADA 2004
Categona de| Fuente de Suma de Valor
GL P>F
Semilla Vanacion Cuadrados de F
Basica Tratamiento 5 23 833 471 00087
Registrada Tratamiento 5 14 333 187 0 1597ns
Certificada Tratamiento 5 27 375 16 02 0 0001**

* Diferencias Estadisticas Significativas al 5%
= Diferencias Estadisticas Significativas al 1%

ns No existen diferencias estadisticas

CUADRO XVI PROMEDIO DE GRANOS CON CRECIMIENTO BACTERIALES

ORDENADOS MEDIANTE LA PRUEBA DE RANGOS

MULTIPLES DE DUNCAN POR TRATAMIENTO EVALUADOS

A LAS 24 48 Y 72 HORAS DE SEMBRADOS

Tratamientos Categonas de Semilla
Basica Registrada Certificada
Testigo 4000 a 4250 a 4500a
Phyton 3750 ab 2000b 1750 ¢
Agnmicin 2 500 abc 4000 ab 1750 ¢
Lon Life 2250 be 3250ab 1500c¢
Kilol 1750 ¢ 4 000 ab 3000b
Biocto 1250 ¢ 3250 ab 1750 ¢

Los promedios con la misma letra no son estadisticamente diferentes
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CUADRO XVII ANALISIS DE VARIANZA DE LA EFICACIA DEL CONTROL
DE LA BACTERIOSIS COMBINANDO LAS TRES
CATEGORIAS DE SEMILLA DE ARROZ
Fuente de Suma de Valor
Parametro GL P>F
Vanaclén Cuadrados de F
Incidencia de
Tratamiento 5 18 458 238 0 0492
exudado

Diferencias Estadisticas Significativas al 5%
** Diferencias Estadisticas Significativas at 1%
ns No existen diferencias estadisticas

CUADRO XVIlI PROMEDIO DE INCIDENCIA DE EXUDADOS BACTERIALES

ORDENADOS

MEDIANTE LA PRUEBA DE RANGOS

MULTIPLES DE DUNCAN POR CATEGORIA DE SEMILLA

Categoria de Semilla

Incidencia de Exudados

Basica 3417 a
Registrada 2583b
Certificada 2375b

Los promedios con la misma letra no son estadisticamente diferentes

53




CUADRO XIX PROMEDIO DE INCIDENCIA DE GRANOS CON
CRECIMIENTO BACTERIAL COMBINANDO LAS TRES
CATEGORIAS ORDENADOS MEDIANTE LA PRUEBA DE

RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN POR TRATAMIENTO

Tratamiento Crecimiento Bactenal
Testigo 3833a
Kilol 2917 ab
Agnmicin 2750Db
Phyton 2500b
Biocto 2417Db
Lon Life 2333b

Los promedios con ia misma letra no son estadisticamente diferentes



Discusion
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Sin lugar a dudas esta investigacion permite establecer que las Semillas de
las categonas estudiadas (basica registrada y certificada) se encuentran
infectadas con una mezcla de bactenas que crecen en los medios de cultivos
diferenciales Factor de Crecimiento y King8 £n el medio King B unos pocos
aislamientos produjeron pigmentos fluorescentes y la gran mayona no las

produjo

Estos resultados son corroborados por Zeigler y col (1989) quienes
reportaron que la decoloracion de los granos de arroz en Ameénca Latina es
causada por las bactenas Pseudomonas spp fluorescentes (P fuscovaginae) y

no fluorescente (P avenae)

Paralelamente en Japon Goto y col (1987) encontraron asociados a los
granos de amoz tres Pseudomonas spp Yy vanos géneros no identficados

diferentes a Pseudomonas

En este trabajo se detectd la presencia de especles de Pseudomonas y
Xanthomonas en semillas de una misma vanedad (Ver Cuadro N° IX) Este
hecho sugiere que estas bactenas se encuentran formando compiejos tal como
lo establecieron Castafo (1985) Vematsu y col (1976) Zeigler y col (1987)

quienes encontraron varias Pseudomonas asoctadas al sindrome del grano
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machado De acuerdo con Klement (1955) Tominaga y Col (1981) Zeigler y col
(1987) estas Pseudomonas son transmitidas por semilla y se han recuperado

tanto de granos manchados como de granos aparentemente sanos

La especie Xanthomonas oryzae pv oryzae detectada en las tres categorias
de semillas objeto de estudio ha sido identificada como el agente causal detl

fuego bactenal del arroz en Texas y Louisiana (Jones y col 1989)

Xanthomonas oryzae pv oryzae se encontrd en la mayoria de las areas
productoras del mundo incluyendo Asia (Ou 1985) Australia (Aldnck y cot 1973)
Afnca Occidental (Reckhaus 1983) Centro y Sur Aménca (Ou 1977 Lozano y
col 1881) Fang y col (1856) encontraron la bacteria Xanthomona oryzae pv
oryzae dentro de las glumas del grano de amroz Srivastava y Rao (1964)
encontraron entre 50-100% de las semilias infectadas en La india 50% y 100%
Ademas reportan que se encontraba en las glumas sino también en el
endosperma También en la India Durgapal Singh y Pandey (1980) reportaron
fa presencia de la bactena en el 90% de las semillas iInmediatamente después

de fa cosecha

La presencia en semillas de las especies de Pseudomonas reportadas en

este trabajo es corroborado por Azegam y col (1987) al reportar cuatro especies

de Pseudomonas asociadas a la decoloracion de granos y pudncion de la vaina
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a saber P fuscovaginae Miyagima Tam and Akita P synngae pv synngae Van

Hall P avenae Manns y P glumae Kurtta and Tabei

De acuerdo con Zeigler y col (1987) el incremento en el manchado de
granos y pudncién de la vaina en la década antenor a su reporte consistente con
la presencia de bactenas patogémcas transmitidas por semilla dado el tremendo

incremento e intercambio internacional de germoplasma de arroz

La alta incidencia de bactena en las semillas sujetas a estudio quizas se
deba a la poca importancia que se le presta en Panama a las pruebas de
deteccién de bactenas patogénicas como medio para controlar bactenas

transmitidas por semillas

Ofra razén puede ser el asumir que el fratamiento quimico de semillas 6 las
aspersiones de campo controlan efectvamente las bactenas transmitidas por
semilla Sin embrago sabemos que los quimicos controlan algunas
enfermedades fungosas pero tienen un exito imitado con las enfermedades

bactenales

La percepcion de que las enfermedades transmitidas por semilla pueden ser
detectadas con precisidn en las Inspecciones de campo ha mfludo
significativamente en el reconocimiento de la necesidad de desarrollar métodos

confiables de deteccion de bacterias patogénicas en semillas
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Sin lugar a duda las 1nspecciones de campo han ayudado en los programas
de certificacion de semillas a elminar campos altamente infectados pero no

campos con niveles de infeccion bajo

La presencia de plantas enfermas asintomaticas 6 enmascaradas por otras
enfermedades es un factor que reduce significativamente la utiidad de las
inspecciones de campo Ya que no es posible determinar mediante inspecciones
de campo s! una parcela esta libre de semillas infectadas o infestadas pero es
posible certificar que la parcela presenta niveles de incidencia por debajo del

nivel de tolerancia establecido

El control de bactenas transmitidas por semilla con quimicos 6 agua caliente
puede ser mneficiente sino se hacen analsis a la semilla tratada para determinar

su efectwvidad

Al respecto Zeigler y col (1987) encontraron que a pesar de haber erradicado
exitosamente Pseudomonas patogénicas en semilla no observaron reduccion
en los niveles de enfermedad en el campo bajo condiciones favorables para su

expresion

Los pobres resuitados se debieron a que estos géneros bacteriales tienen un

amplio rango de hospederos y pueden residir en las malezas en altos niveles

poblacionales
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En esta investgacion la evaluacion de bactencidas para el control de las
bactenas en semilla nos indicaron que unos son mas efectivos que otros para
supnmir la presencia de las bactenas pero no la emadicaron Quizas sea
necesano evaluar otros métodos de tratamiento de semilla que permitan la

penetracion de los bactencidas al endosperma

En resumen es totalmente preocupante detectar bactenas patogémicas en
semillas asociadas directamente con las pérdidas economicas de los

productores de arroz comercial y de semilla

Es necesano que los bancos de gemmoplasma tanto de semillas del
mejorador como la de los programas de certrficacion de semilla analicen a traves

de pruebas de laboratono las semillas y eliiminen todas las que estén infectadas

Los programas de produccion de semilla sélo deben emplear semillas hbres
de bactena o de patégenos transmitidos por semilla y los laboratonos de analisis

de semillas deben reakzar el proceso en tres pasos prncipales

1 Extraccion de las bactenas de la semilla

2 Identificacién de la bactena extraida

3- Determinacion de la sensibilidad de las pruebas y de los niveles de tolerancia
a los tratamientos Esto busca relacionar los niveles de incidencia de

bactenas en la semilla y las perdidas de rendimiento que causan en campo
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De esta forma se podrian establecer niveles de tolerancia en las semillas

que no causen mermas econémicas en la produccion y calidad de los granos
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Gonclusiones



1 Todas las muestras de las categorias de semillas estudiadas estan

infectadas con una mezcia de especies bacternales patogénicas

2 Las bactenas encontradas pertenecen a especies del género

Pseudomonas y Xanthomonas

3 Los bactencidas evaluados difieren en sus niveles de eficacia biologica

de control pero ninguno logré erradicar las bactenas
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Recomendaciones



1 Emplear cepas de referencia {Amencan type culture collection) de las

especies de Xanthomonas y Pseudormonas encontradas

2 Emplear biotécnicas como PCR para mejorar la precision det diagnostico

3 Comparar los niveles de sensibihdad entre las técnicas de diagnéstico

4 Desarrollar antisueros monoclonales para pruebas de inmunofluorescencia

5 Realizar estudios epidemiologicos para establecer la relacidn entre los

anahsis de laboratonio y niveles de tolerancia en campo

6 Emplear tratamusento térmico a 65 C por 6 horas para erradicar la bactena

de los lotes de semillas en categorta Basicas Registradas y Certificadas
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