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Resumen. E| afublo bacterial de la panicula del arroz,
ocasionado por Burkholderia glumae, es una enfermedad
cada vez mas difundida en Colombia. Por tal motivo es
importante implementar un sistema de evaluacion de la infeccion
de este agente fitopatégeno en semilla, ya que ésta es una
de las posibles fuentes de la enfermedad en campo. Semillas
previamente desinfectadas, fueron sumergidas en suspensiones
bacterianas y colocadas en camara humeda por siete dias, luego
de los cuales fueron evaluadas. Este sistema fue validado a través
del andlisis de la severidad de la infeccion en siete variedades
de arroz y tres concentraciones del patdgeno. El analisis revelo
que las variedades F60, Panorama y F174, presentaron la menor
severidad de la infeccion, aunque estadisticamente similar entre
si; mientras que, las variedades F369 y F733 presentaron niveles
de severidad significativamente mayores y similares entre si.
Todas las variedades, con excepcion de F60, presentaron
diferencias entre las concentraciones del patogeno evaluadas,
encontrandose una relacion positiva entre concentracion del
indculo y la severidad, la cual oscilo segtin la variedad en la que
fue estimada. Se concluyé que el modelo de evaluacion de la
infeccion fue exitoso dado que permitio encontrar diferencias en
la severidad de la infeccion entre las variedades de arroz y las
concentraciones de indculo.

Palabras clave: Afiublo bacterial del arroz, cereal, concentracion
indculo, variedades de arroz.

Abstract. The bacterial panicle blight of rice caused by
Burkholderia glumae, is a disease that has gained increasing
distribution in Colombia. Therefore it is important to implement
an assessment system of infection of this phytopathogen in
seeds, since this is one of the possible disease sources on the
field. Thus, previously disinfected seeds were dipped in the
bacterial suspension and placed in a moist chamber for 7 days,
after which they were assessed. This assessment system, was
validated by analyzing the infection severity level on seven
rice varieties and three concentrations of the pathogen. The
analysis revealed that varieties F60, Panorama and F174, had
the lowest severity infection level, although statistically similar to
each other, whereas the varieties F369 and F733 had similar and
significantly higher severity levels. All varieties, except for F60,
showed differences among the tested pathogen concentrations,
found a positive relationship between inoculum concentration
and severity, which varied depending on the rice variety in
which it was evaluated. Taking these results into account, it was
concluded that the assessment model of infection was successful,
because it allowed to find differences in the severity of infection
in rice varieties and concentrations of inoculum.

Key words: Rice panicle blight disease, cereal, inoculum
concentration, rice varieties.

En Colombia, el arroz es el tercer producto agricola en
extension, después del café y el maiz, representando
cerca del 13% del area cosechada en el pais y el
30% de los cultivos transitorios (Espinal et al.,
2005). Segun el DANE-Fedearroz, en los ultimos 10
anos se han sembrado alrededor de 457.934 ha,
para un rendimiento anual promedio de 2°224.219
toneladas (DANE-Fedearroz, 2010). El cultivo de este
cereal, representa el 6% del valor de la produccion
agropecuaria y el 10% de la actividad agricola
colombiana (Espinal et al.,, 2005), lo cual, resalta la
importancia de la cadena productiva del arroz para el
sector agricola nacional. Sin embargo, existen factores
limitantes para la productividad de la misma, tales
como la presencia de enfermedades en el cultivo, lo
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cual se acentta con los nuevos retos que plantean
los efectos del cambio climatico a nivel mundial, que
en el pais se han manifestado con el incremento en
la intensidad de algunas enfermedades que hasta
hace un tiempo presentaban baja importancia, como
son aquellas de origen bacterial (Pérez, 2010).

Dentro de las bacterias patégenas del arroz reportadas
en Colombia, se resalta Burkholderia glumae, la
cual puede producir sintomas que incluyen el tizon
de plantulas y la pudricion de plantulas y granos,
los cuales a menudo son considerados como
manifestaciones de una enfermedad conocida como
afiublo bacterial del arroz (Devescovi et al., 2007).
Esta bacteria es transmitida por semilla y crece
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epifitamente en la planta en los estadios tempranos
del desarrollo; posteriormente infecta flores, generando
lesiones pequefias con margenes de color marrén en
las hojas y espiguillas, trayendo como resultado el
aborto del grano antes de su llenado (Sayler et al.,
2006; Nandakumar et al., 2009).

La enfermedad ocasionada por B. glumae, es un
problema recurrente en areas productoras de arroz,
y es particularmente importante en otros paises como
Japon, Tailandia, Vietnam, Korea del Sur, Malasia,
Filipinas, Sri Lanka y otras naciones del sureste
asiatico. También ha sido registrada en América en
Estados Unidos, Panama, Nicaragua, Costa Rica y
Colombia, lo cual sumado a que la enfermedad se
ha vuelto mas prevalente en los afios recientes,
las pérdidas econdmicas ocasionadas, y la carencia
de métodos efectivos de control y variedades de
arroz resistentes, ha generado gran interés en este
patégeno a nivel mundial (Zhu et al,, 2008; Devescovi
et al, 2007; Lim et al, 2009; Nandakumar et al.,
2007; Ham et al,, 2011). En Colombia la enfermedad
fue observada por primera vez en 1989 en muestras
de granos decolorados (Zeigler y Alvarez, 1989);
posteriormente, en el afio 2007 se identifican campos
infectados (plantas con espiguillas vanas, decoloracion
de las mismas y manchado del grano) con esta bacteria
en el departamento de Cérdoba (Pérez y Saavedra,
2007), por lo cual a partir de alli Fedearroz (Fondo
Nacional del Arroz) comenz6 una serie de monitoreos
fitosanitarios confirmando la presencia del patdgeno
en diferentes zonas arroceras de Colombia (Pérez y
Saavedra, 2011). Dentro de las zonas afectadas, se
destacan departamentos del caribe colombiano como
Cérdoba (La Doctrina, Monteria) y Bolivar (Maria la
Baja) (Diago ef al., 2009; Pérez y Saavedra, 2011), asi
como los departamentos de la region central; Tolima
(Ambalema, Saldafia) y Huila (Campoalegre) (Diago et
al,, 2009). Sin embargo, esta bacteria también ha sido
detectada a través de la técnica de PCR en muestras
de plantas provenientes de los departamentos de
Cesar, Meta, Santander, Sucre y Valle del Cauca,
demostrando que éste es un patdgeno ampliamente
distribuido en el pais (Mosquera, 2010).

Dado que la bacteria se ve favorecida por temperaturas
y humedades relativas altas (Diago et al., 2009), se
considera que esta enfermedad puede ocurrir mas
frecuentemente en paises tropicales y semi-tropicales
durante épocas de siembra con temperaturas mas
altas de lo normal (Ham et al, 2011). En Colombia,
dicha situacion ha sido observada especialmente en
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los distritos de Monteria y Ambalema, los cuales han
registrado temperaturas altas (32,4°C y 37,3°C),
proporcionando un ambiente favorable para el
desarrollo del patégeno. Por tanto, dado que se
propone que el cambio climatico global y el incremento
en la incidencia de esta enfermedad a nivel mundial
presentan una relacion (Ham et al,, 2011), es posible
que los reportes de este patdgeno en las diferentes
zonas de Colombia, no sean consecuencia de un
desplazamiento de la bacteria, sino de un incremento
en la incidencia, como resultado del establecimiento
de condiciones ambientales favorables para su
desarrollo (FEDEARROZ, 2009)

Cabe resaltar, que aunque no se conoce con exactitud
la magnitud de las pérdidas ocasionadas por este
patdégeno, algunos autores han estimado que las
disminuciones en la produccién de arroz pueden
oscilar entre el 15% y el 80% de la produccion (Ham
et al,, 2011; Shahjahan et al., 2000). En Colombia, no
existen informes claros sobre las pérdidas generadas
por este patdgeno, ya que no es facil estimar éstas
a partir de los componentes de rendimiento, debido
entre otras cosas a la diversidad de factores que
concurren en el desarrollo de una enfermedad de
este tipo como variedad, clima, cantidad de indculo y
manejo del cultivo (Diago et al., 2009). Sin embargo,
es evidente que algunos componentes de rendimiento
se afectan conforme aumenta el grado de enfermedad,
tales como el nimero de granos llenos y peso de mil
granos, los cuales combinados pueden llegar a reducir
en un 50% el rendimiento cuando se alcanzan los
mayores niveles de enfermedad (Diago et al., 2009).
Ademas de lo anterior, al visitar las zonas afectadas se
puede evidenciar una gran desinformacion en torno
al mecanismo de dispersion del patdgeno en campo,
incluso de él o los agentes patdgenos relacionados
con esta enfermedad, y por lo tanto los sistemas
de control de la misma. En respuesta a lo anterior,
y considerando que existe un riesgo comprobado
de transmision asociado a la semilla (Sayler et al.,
2006; Goto y Ohata, 1956), el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) reconociendo la importancia de
este patdgeno para el pais, establecid cuarentena
fitosanitaria para la siembra de cultivos de arroz en
los predios o lotes arroceros afectados en el territorio
nacional, por la presencia de la bacteria B. glumae
(ICA, 2009).

Con el proposito de estudiar los factores de

patogenicidad y virulencia de diferentes aislamientos
de B. glumae asi como los aspectos relacionados

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin 64(2): 6093-6104. 2011



Determinacién de la Infeccién de Burkholderia glumae ...

con la enfermedad que genera, se han realizado
evaluaciones a nivel de campo (Pérez, 2010; Diago et
al, 2009), invernadero y laboratorio. Dentro de estos
ultimos, se destacan las pruebas de patogenicidad
hechas mediante la inoculacidon de suspensiones
de la bacteria en paniculas de plantas en estado de
floracion (Devescovi et al, 2007; Kang et al, 2008;
Chun et al., 2009; Suzuki et al., 2004; Kimet al,, 2004;
Kim et al, 2007; Cho et al, 2007), la inyeccion con
suspension bacteriana de hojas de plantas de un mes
de edad (Xiong y Yang, 2003; Sayler et al., 2006), el
corte de hojas de plantulas de un mes de edad con
tijeras previamente sumergidas en la suspension del
patdgeno (Cho et al, 2007), la infeccion de semillas
germinadas y evaluacion de la enfermedad en las
plantulas obtenidas tras dos semanas de desarrollo
(Shingu y Yoneyama, 2004), la capacidad de induccién
de respuesta de hipersensibilidad en hojas de tabaco
infiltradas con la bacteria (Kang et al, 2008; Sayler et
al, 2006) y ensayos de infeccion a través de pruebas
de germinacion en semillas (Devescovi et al., 2007).
Merece destacar este Ultimo sistema de evaluacion
por ser uno de los mas eficientes para el estudio de la
interaccion planta-patdgeno, puesto que no requiere de
una infraestructura especial (invernaderos o camaras
de crecimiento), permite obtener resultados en un
plazo de tiempo corto (7 dias) y permite evidenciar
diferentes niveles de severidad de la enfermedad.

Dada la importancia que ha cobrado B. glumae como
agente fitopatdgeno del arroz en Colombia, asi como
el hecho de que se desconocen factores relevantes
de la biologia de la relacion planta-patdgeno con las
variedades colombianas, comola capacidad del patdgeno
de desarrollar la enfermedad a partir de semillas
infectadas, lo cual puede ser facilmente estudiado a
través de este sistema de infeccion, el objetivo de la
presente investigacién fue evaluar el desarrollo de la
infeccién de B. glumae en siete variedades colombianas
de arroz mediante la adecuacién de un modelo de
infeccion en semillas. La validacion de éste modelo
permitira determinar su utilidad futura en estudios
de la interaccion planta-patégeno, la evaluacion de
alternativas de prevencion y control de la enfermedad,
0 como prueba complementaria para la seleccion de
variedades tolerantes a la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico. Se utilizaron semillas de arroz

provenientes de lotes comerciales certificados y
tratados con el fungicida Vitavax® pertenecientes a
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las variedades Panorama, Fedearroz 733, Fedearroz
369, Fedearroz 174, Fedearroz 50, Fedearroz 60
y Fedearroz 473. Como bacteria patdgena, se
utilizé la cepa 3200-12 de B. glumae, facilitada
por el Laboratorio de Patologia de Arroz del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Obtencion del inoculo bacteriano. El indculo
bacteriano se prepard a partir de cultivos reactivados
de la cepa 3200-12 de B. glumae, que se encontraba
almacenada a -80 °C en caldo King B con glicerol al
15%. La bacteria se sembrd por agotamiento en Agar
King B y posteriormente se incubd por 48 h a 28 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, y verificada
la pureza del aislamiento, una colonia de la bacteria
se sembré en 5 mL de caldo King B, seguida de
incubacioén a 28 °C con agitacién constante (150 rpm)
por 24 h. Luego, la biomasa microbiana se concentro
por centrifugacién (7.500 rpm por 5 min) y se
resuspendio en 20 mL de agua destilada estéril, hasta
obtener una suspension acuosa de la bacteria con una
concentracion equivalente a una absorbancia de 0,2 +
0,05 a 600 nm, la cual corresponde a aproximadamente
1,0 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC) por
mL, segun determinaciones realizadas previamente
por el grupo de investigacion.

Desinfeccion de las semillas de arroz. Las
semillas de arroz fueron previamente lavadas y
desinfectadas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 6% por 6 min, con agitaciéon constante.
Posteriormente, se descarto la solucion desinfectante
y se realizaron tres lavados de las semillas con
agua destilada estéril. Adicionalmente, se hizo un
segundo tratamiento de desinfeccion con etanol al
70% por 6 min y en agitacion constante, seguido
por tres lavados con agua destilada estéril, y en
algunos casos se efectuaron lavados adicionales, con
el propdsito de eliminar restos de las soluciones de
desinfeccion o de los agroquimicos adheridos a la
semilla. Una vez desinfectadas, las semillas fueron
embebidas con agua destilada estéril por 48 h, luego
se lavaron una vez mas con agua destilada estéril
y se transfirieron a cajas de Petri estériles para su
posterior utilizacion.

Inoculacion de las semillas de arroz. Se
realizd un ensayo preliminar de inoculacién utilizando
semillas de la variedad Fedearroz 733, con seis
concentraciones diferentes del patdgeno partiendo
de 1,0 x 108 UFC mL*! y diluciones sucesivas en
base diez de la misma hasta 1,0 x 10®* UFC mL*.
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Posteriormente, las semillas fueron sumergidas en
cada suspension bacteriana por 30 min en agitacion
constante (150 rpm), cumplido el tiempo se retird el
indculo y la semilla de cada tratamiento se depositd
en cajas de Petri estériles. Las cajas de Petri con las
semillas, fueron tratadas con vacio a 20 psi por 10
min en una campana con el objeto de asegurar la
infeccion de las semillas. Finalizado este proceso, la
semilla de cada tratamiento se transfirid a cajas de
Petri estériles con papel absorbente himedo, luego se
incubaron por siete dias en oscuridad a 28 °C y una
humedad relativa del 70% en un cuarto temperado.
La severidad de la enfermedad en la semilla se evalud
al dia siete después de la inoculacién utilizando para
ello un disefio experimental completamente al azar
con tres repeticiones por tratamiento. Cada repeticion
consistié de 20 unidades experimentales (20 semillas).
Como tratamiento testigo, se utilizaron semillas
sometidas al mismo tratamiento de desinfeccion, con
la diferencia de que estas fueron sumergidas en agua
destilada estéril en lugar de la suspension bacteriana.

Evaluacion de la severidad de la infeccion.
Analizados los resultados del ensayo preliminar de
inoculacion de las semillas, se seleccionaron tres
concentraciones diferentes siguiendo diluciones
seriadas en el rango de 1,0 x 10° a 1,0 x 10® UFC
mL!, con el objeto deevaluar la infeccién de B.
glumae en las siete variedades seleccionadas para
el estudio, siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente. La evaluacion de la severidad de la
infeccion se hizo en semillas individuales de cada
tratamiento segun la escala de severidad propuesta
por Devescovi et al. (2007) (Figura 1). Merece
mencionar que previo a este ensayo se realizd una
prueba de germinacion a cada una de las fuentes de
semillas empleadas para verificar su calidad.

- Nivel 1: Plantulas completamente verdes e igual
de vigorosas a las del control no inoculado.

- Nivel 2: Plantulas completamente verdes, pero
con las raices y la parte aérea menos vigorosas en
comparacion con el control no inoculado.

- Nivel 3: Plantulas con desarrollo de la parte aérea
de la planta, con decoloracién parcial en menos de
un 50% de la superficie.

- Nivel 4: Plantulas con desarrollo de la parte aérea
de la planta, con decoloracion parcial en mas de
un 50% de la superficie.

- Nivel 5: Plantulas con desarrollo de la parte aérea de
la planta, con decoloracién completa o con crecimiento
limitado a menos de 1 cm de altura.
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- Nivel 6: Coledptilo y plimula macerados, sin
desarrollo de la planta.

Con el propdsito de confirmar la respuesta de las
plantas al patdgeno, fue necesaria la construccion
de un registro fotografico de las semillas infectadas,
de manera que pudiera ser utilizado como referente
para la asignacion de un valor dentro de la escala de
severidad, para cada semilla evaluada. Cabe resaltar,
que las evaluaciones de los diferentes tratamientos
fueron realizadas el mismo dia por la misma persona,
a fin de evitar sesgos en la adjudicacion del nivel de
severidad. Adicionalmente, se establecid el grado
de infeccién para cada variedad en las diferentes
concentraciones evaluadas, utilizando la metodologia
de Kang et al. (2008) con algunas modificaciones y de
acuerdo a la siguiente formula:

Grado de infeccion = < (nimero de semillas en cada
nivel x nivel)/ndmero total de semillas.

Este ensayo, fue repetido una vez en el tiempo para
todas las variedades evaluadas.

Analisis estadistico. En primer lugar se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis (KW) por pares a un valor
de significancia P=0,05, para comprobar la existencia
de diferencias estadisticamente significativas en la
severidad de la infeccion de las semillas entre las
siete variedades diferentes a cada una de las tres
concentraciones de indculo evaluadas, asi como
entre las tres concentraciones de indculo probadas.
Esta prueba se aplicé ya que el conjunto de datos
no cumplié con el supuesto de normalidad necesario
para realizar comparaciones a través del anlisis
de varianza. Asi mismo, se realizd un analisis de
correlacién entre la concentracion del inéculo y
la severidad de la infeccidon, con el propdsito de
establecer la relacion lineal entre estas dos variables.
Los analisis estadisticos fueron ejecutados en el
programa estadistico STATA 9.0 (Stata Corp, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Adecuacion del modelo de evaluacion de la
infeccion. La Figura 1 muestra semillas en los
seis diferentes niveles de severidad evidenciados y
considerados en el presente estudio, lo cual indica
que el sistema de inoculacidn e infeccién de B. glumae
a nivel de semilla fue exitoso, dado que permitid
mostrar diferencias en la severidad de la enfermedad,
como respuesta a las concentraciones del patdgeno
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A. Nivel 1
B. Nivel 2
C. Nivel 3
D. Nivel 4
E. Nivel 5
F. Nivel 6

Figura 1. Escala de severidad de la infeccién de Burkholderia glumae en semillas de arroz.

utilizadas en las variedades de arroz comerciales
evaluadas.

Los resultados del ensayo realizado en la variedad
Fedearroz 733 (Figura 2) para identificar el rango
de concentracién del inéculo del patdégeno en el
cual se observa desarrollo de la infeccion, indicaron
que no existen diferencias significativas entre
variedades y entre tratamientos cuando se emplean
concentraciones de la bacteria en un rango entre
1,0x108y 1,0x10% UFC mL*). Contrario a esto, cuando

6

Grado de infeccion

—

se utilizaron las concentraciones inferiores, se
observaron diferencias estadisticamente significativas
entre variedad y entre tratamientos, lo que llevo a
seleccionar éstas como los mejores tratamientos
para evaluar la respuesta de todas las variedades
de arroz.

Evaluacion de la severidad de la infeccion en
las diferentes variedades de arroz. De acuerdo
a los resultados descritos arriba, las siete variedades
de arroz fueron evaluadas empleando tres indculos

-
44
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107 108

10° 10* 103

Concentracion

Figura 2. Grado de infeccién del ensayo preliminar con seis concentraciones del patégeno Burkholderia glumae

en la variedad Fedearroz 733.
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bacterianos con concentraciones entre 1,0x10° UFC
mL' y 1,0x10® UFC mL'. Se observd infeccion
en todas las semillas inoculadas; sin embargo, se
detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre las variedades, las cuales son indicadas en la Figura
3y Tabla 1. Estas evaluaciones se hicieron dos veces en
tiempos diferentes y en ambas se obtuvieron resultados
similares y consistentes, por lo tanto se presentan los
datos y andlisis de la segunda evaluacion.

Las semillas de las variedades Fedearroz 60 y
Panorama tratadas con suspensiones bacterianas de
1,0 x 10* UFC mL* (Figura 3) presentaron los niveles
mas bajos de infeccion correspondientes en ambos
casos a un nivel dos de severidad, con porcentajes
de semilla infectada de 5% y 15% respectivamente.

Flérez N.M.V.; Uribe, D.

La variedad Fedearroz 174 presentd también
un bajo nivel de infeccién con Unicamente 15%
de semillas infectadas, la mitad de las cuales se
encontraron en nivel tres de infeccion. En el otro
extremo se encontraron las variedades Fedearroz
369 y Fedearroz 473; la primera presentd un 97%
de las semillas infectadas, 80% de las cuales se
encontraron en nivel tres o superior; ademas, esta
fue la Unica variedad donde se encontraron los seis
niveles de severidad de la enfermedad. La variedad
Fedearroz 473 presentd un 55% de las semillas con
un nivel de infeccidn tres o superior. Mientras que las
variedades Fedearroz 733 y Fedearroz 50 presentan
valores de infeccidn intermedios (superiores a los de
las variedades Panorama, Fedearroz 174 y Fedearroz
60; pero inferiores a los de las variedades Fedearroz

Fe‘jea”"z} I 1
473
Fedearroz
60
Fedearroz m Nivel 1
50 .
Nivel 2
Fedearroz = Nivel 3
174 )
Nivel 4
Fedearroz | || = Nivel 5
369 Nivel 6
Fedearroz
733
Panorama

0 10 20 30 40 50

60 70 80 90 100

Nivel de severidad (%)

Figura 3. Severidad de la infeccién de Burkholderia glumae en las semillas de las diferentes variedades de
arroz evaluadas a una concentracion de indculo de 1,0 x 10* UFC mL™.

369 y Fedearroz 473), con alrededor de un 85%
a 50% de semillas con niveles de severidad tres y
cuatro.

El analisis estadistico mostrd que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las variedades
Panorama, Fedearroz 60 y Fedearroz 174 (P>0,05),
pero éstas son significativamente inferiores a las demas
variedades cuando son tratadas con suspensiones
bacterianas de 1,0 x 10* UFC mL* y 1,0 x 10* UFC
mL! (Tabla 1). La variedad Fedearroz 369 presento los
mayores niveles de severidad cuando es tratada con
suspensiones bacterianas a la maxima concentracion
utilizada (1,0 x 10° UFC mL%). Mientras que a la
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menor concentracion de patégeno, la variedad
Fedearroz 473 presentd el mayor nivel de infeccion.
Las variedades Fedearroz 733 y Fedearroz 50, no
presentaron diferencias significativas en términos de
severidad cuando se inocularon con la menor y mayor
concentracion de indculo.

Al analizar el grado de infeccion para cada variedad
en las diferentes concentraciones de inéculo (Tabla
1), se observa que hay un comportamiento diferencial
en términos del grado de infeccion desarrollado por
cada variedad a las diferentes concentraciones. A
excepciéon de la variedad Fedearroz 473, el grado
de infeccion se incrementa a medida que aumenta
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la concentracion del indculo, siendo generalmente
mayor el crecimiento del grado de infeccion observado
entre las concentraciones de 1,0 x 10* UFC mL!
a 1,0 x 10° UFC mL?, que el verificado entre las
concentraciones de 1,0 x 10* UFC mL! a 1,0 x 10*
UFC mL.

Estudios realizados bajo condiciones de campo por
Diago et al. (2009), en los que se analizo la respuesta
de 19 variedades de arroz (dentro de las cuales se
incluyen las del presente estudio) al afiublo bacteriano
de la panicula del arroz producido por B. glumae,
no mostraron diferencias claras entre variedades

susceptibles y tolerantes, dado que todas presentaron
algun nivel de incidencia de la infeccién. Sin embargo,
segln la escala de incidencia establecida por Pérez y
Saavedra (2011), en funcién de la cual se clasifican las
variedades como tolerante, intermedia y susceptible,
para evaluaciones realizadas en campo, la variedad
Fedearroz 733 presenta un grado de tolerancia alta
al patdgeno (se enferma pero puede producir un
rendimiento normal). Estos resultados no corresponden
con lo observado en el presente estudio (Figuras 2, 3
y Tabla 1), ya que dicha variedad fue clasificada como
uno de los materiales que presentaron mayor nivel de
severidad de la infeccién en semilla. Del mismo modo,

Tabla 1. Grado de infeccion de Burkholderia glumae en las diferentes variedades de arroz en las tres

concentraciones de inoculo evaluadas.

Variedad Inoculo 10° Inoculo 104 Inoculo 103
Fedearroz 369 4,32 Aa 3,16 Ab 2,08 Bc
Fedearroz 733 3,86 Ba 2,93 Ab 1,65 Cc
Fedearroz 473 2,91 Ca 2,57 Bb 2,73 Aab
Fedearroz 50 3,22 Ba 2,19 Cb 1,86 BCb
Fedearroz 174 1,45 DEa 1,20 Da 1,02 Db
Panorama 1,63 Da 1,15 Db 1,00 Dc
Fedearroz 60 1,16 Ea 1,04 Da 1,04 Da

Los datos mostrados con la misma letra no son significativamente diferentes entre si de acuerdo con el test por pares de
Kruskal-Wallis a un valor de significancia P=0,05. Las letras mayusculas, representan las diferencias entre variedades a una
misma concentracion de indculo (columnas), mientras que las letras minusculas representan las diferencias entre indculos

para cada variedad (filas).

la variedad Fedearroz 174 clasificada en condiciones de
campo como susceptible — intermedia (Pérez, 2010), en
el presente estudio presentd un nivel bajo de severidad
de la infeccion.

Segun Diago et al. (2009), el nivel de dafo de la
bacteria en campo esta determinado por una compleja
interrelacion entre clima, variedad, manejo y cantidad
de in6culo. Dado que la evaluacién de la infeccion en
las variedades evaluadas en el presente estudio se
realizd bajo condiciones controladas, las diferencias en
la tolerancia/susceptibilidad observada con relacion a
reportes previos a nivel de campo, es consecuencia de
la nointervencion de dichos factores medioambientales
en el sistema de evaluacién desarrollado en este
estudio. Los resultados aqui mostrados, son un reflejo
de la susceptibilidad intrinseca de cada variedad
para desarrollar la enfermedad independientemente
de los efectos medioambientales y de manejo que
intervienen en el desarrollo de la enfermedad. En este
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sentido, es posible que variedades como Fedearroz
733, que han sido sugeridas en los estudios en campo
como altamente tolerantes a la enfermedad, basen
su resistencia en una respuesta a su tolerancia a
condiciones de altas temperaturas maximas y minimas
(Castilla et al, 2010), que usualmente promueven
el desarrollo de los sintomas de esta enfermedad
en campo, mas que a su capacidad genética para
evitar el desarrollo de esta enfermedad. Por otra
parte, es bien conocido el hecho de que B. glumae
es capaz de desplegar sintomas de la enfermedad
en plantulas de arroz (Saylor et al, 2006), sin
embargo, no hay evidencia de que los pocos QTLs
identificados actualmente que confieren potencial
resistencia contra el desarrollo de los sintomas de esta
enfermedad en el estado de floracion, estén asociados
a resistencia en el estado de plantula de arroz (Pinson
et al, 2010). Esta situacion, resalta la importancia de
buscar modelos alternativos complementarios que
proporcionen informacién acerca de la base genética
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para la evaluacién de la tolerancia/susceptibilidad
a la infeccion con patdgenos que como B. glumae,
representan nuevos retos desde el punto de vista
fitosanitario para el cultivo de arroz en Colombia. En
este contexto, la prueba presentada en este estudio
contribuye a la evaluacion de la base genética de
tolerancia a B. glumae en el estado de plantula, en
variedades colombianas comerciales de arroz, lo cual
es importante para que esta enfermedad que puede
ser transmitida a través de la semilla (Saylor et al.,
2006; Goto y Ohata, 1956). Asi mismo, esta prueba
bajo condiciones controladas, evita la intervencion
de un efecto medioambiental en el desarrollo de la
variedad y la enfermedad, permitiendo observar
comportamientos diferenciales que representan el
potencial genético de tolerancia de la variedad. Esta
informacion cobra importancia toda vez que hasta
donde se sabe, actualmente no se han identificado los
recursos genéticos que confieran resistencia en arroz
a este patdgeno en el estado de plantula, informacion
que podria ser Util para el desarrollo de programas de
fitomejoramiento, esto sin dejar a un lado estudios
en campo que complementen y validen en ultima
instancia los resultados obtenidos a través del sistema
de infeccion propuesto en el presente estudio.

Efecto de la concentracion del inéculo sobre
la severidad de la infeccion. Como se describid
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anteriormente, el modelo presentado en este estudio
permitid observar diferencias en la severidad de la
infeccion a cada nivel de concentracion de indculo
evaluada en las diferentes variedades. En el analisis
estadistico mostré que las variedades Panorama,
Fedearroz 733 y Fedearroz 369, presentan diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) en la severidad
entre las tres concentraciones de indculo; mientras
que las variedades Fedearroz 50 y Fedearroz 473 no
presentan diferencias entre las concentraciones de
indculo de 1,0 x 10° UFC mL!y 1,0 x 10* UFC mL?, asi
como en las concentraciones de 1,0 x 10° UFC mL* y
1,0 x 10*UFC mL?, para la variedad Fedearroz 174. La
variedad Fedearroz 60 por su parte, que presento los
niveles mas bajos de infeccién, no presentd diferencias
significativas en la severidad en ninguna de las tres
concentraciones de indculo evaluadas.

Posteriormente, con el propdsito de determinar que
tan fuerte era el efecto de la concentracion de indculo
sobre la severidad de la infeccion, se realizé un analisis
de correlacion entre estas dos variables, (Figura
4). Al analizar los resultados, se observd que para
todas las variedades (con excepcion de la variedad
Fedearroz 473), se encontraron correlaciones positivas,
estadisticamente significativas entre las dos variables.
Sin embargo, el nivel en que la concentracion de indculo
tiene un efecto sobre la severidad de la infeccion en
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Coeficiente de determinacion (r?)

Figura 4. Coeficiente de determinacion (r?) de la correlacién entre la concentracion de indculo y la severidad
de la infeccidn de Burkholderia glumae para las diferentes variedades de arroz evaluadas.

cada variedad es distinto, destacandose un mayor
efecto sobre las variedades que presentan mayores
niveles de severidad (Fedearroz 369, Fedearroz 733),
y menor para las variedades con menores niveles de
severidad (Fedearroz 60).
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Investigaciones previas en otros patosistemas han
indicado, de forma similar a lo observado en el
presente estudio, una relacidon lineal significativa
entre la concentracién de indculo y la severidad
de la enfermedad (Gray y Achenbach, 1996; Roger
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et al, 1999; Hong y Hwang, 1998), incluso para
patdgenos bacterianos (Christiano et al., 2007). En
este sentido, Chongo y Bernier (2000), manifiestan
que el efecto entre la concentracién de indculo y
la severidad de la enfermedad estd relacionado
con el genotipo de la planta, en la antracnosis de
lenteja. Asi mismo, Chungu ef al. (2001) aprecian
una relacion mas estrecha entre concentracién de
indculo y severidad de la infeccién en cultivares de
trigo susceptibles a Septoria tritici, que en cultivares
resistentes. Lo anterior, es similar a lo obtenido
en este estudio en el que variedades con mayores
indices de severidad, presentan una relacion mas
fuerte entre las variables concentracion de indculo
y severidad. Sin embargo, otros autores observan
que en el patosistema garbanzo Ascochyta rabiei no
hay una relacion significativa entre concentracion de
indculo y severidad para los cultivares susceptibles,
pero si para cultivares moderadamente susceptibles
(Trapero y Kaiser, 1992).

Por otra parte, Warren (1975) sefiala que en
cultivares susceptibles de habas, la relacién entre la
concentracion de inéculo de R. solaniy la severidad
de la enfermedad es curvilinear (a concentraciones
bajas de indculo la relacion es lineal, pero a
concentraciones mayores de indéculo se observan
pocas diferencias), mientras que para cultivares
resistentes dicha relacion es lineal. Este autor,
discute que la relacion curvilinear en los cultivares
susceptibles, indican la disponibilidad y rapida
saturacion de sitios infectables o la limitacion del
huésped de responder a la infeccién, mientras que
en los cultivares resistentes, la relacion lineal podria
indicar una respuesta generalizada del huésped a la
infeccién. Dado que en este estudio, las variedades
que presentaron mayores indices de severidad
poseen una relacion lineal mas fuerte, es posible que
a las concentraciones de inéculo evaluadas aun no
se saturen los sitios infectables o limiten la respuesta
del huésped.

Para B. glumae, la observacion de linealidad entre
concentracion y severidad encontrada en este
estudio recobra mayor importancia, dado que
se ha reportado que muchos de los factores que
determinan su patogenicidad y maxima virulencia,
estan regulados a través de sefales de quoérum
sensing (QS), es decir que dependen de la densidad
de la poblacion para ser expresados. Dentro de
estos estudios, se destacan los hallazgos de Kim et
al. (2004), quienes demostraron que la sefalizacion
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por QS es necesaria para la biosintesis y transporte
de la fitotoxina Toxoflavina, la cual es un factor
critico para la patogenicidad de esta bacteria en las
plantas de arroz. Afios mas tarde, el mismo grupo de
investigacion, también demostrd que la sintesis del
flagelo de B. glumae esta regulada por la accion de
moléculas senal de QS, principalmente por su accion
sobre el regulador transcripcional de la sintesis de
flagelos polares FIhDC, los cuales estan involucrados
en la motilidad que a su vez desempefia un papel
fundamental en su patogenicidad (Kim et al., 2007).
Otros estudios, han identificado que la produccion
de enzimas extracelulares se encuentra igualmente
regulada por QS. En este sentido, Devescovi et al.
(2007), demostraron que la produccién de una lipasa
de un aislamiento clinico, capaz de infectar plantulas
de arroz, esta regulada por mecanismos de QS
siendo este un factor importante en la virulencia de
éste patdgeno en arroz, ya que mutantes para esta
enzima exhibian una sintomatologia atenuada. Estos
hallazgos sugieren entonces que la dosis respuesta
encontrada en este estudio, puede estar determinada
por la expresion de diferentes factores de virulencia
que podrian responder a una regulacion dentro del
sistema de QS, el cual estd presente en la cepa
bacteriana empleada en este estudio (resultados no
mostrados).

Finalmente, es importante mencionar que Ila
evaluacion de la infeccidn a tres concentraciones
diferentes es determinante para lograr evidenciar
las diferencias entre cultivares, ya que segin Warren
(1975), lineas con resistencia intermedia podrian ser
catalogadas como susceptibles cuando son evaluadas
a concentraciones muy altas del agente patdgeno.
De otro lado, Xue y Hall (1992) refieren que una
mayor susceptibilidad se expresa en un rango amplio
de concentraciones del indculo, destacandose que
ésta es mas evidente a concentraciones mas bajas;
ademas, resaltan que las dosis bajas de indculo
podrian ser Utiles para la deteccion de resistencia
cuantitativa entre cultivares.

CONCLUSION

El modelo adaptado para el estudio de la infeccion
de B. glumae permitid identificar diferencias entre
variedades comerciales de arroz en términos del
desarrollo de sintomas de la enfermedad a nivel
de semilla. Es importante llevar a cabo estudios
de validacién de los resultados del presente
estudio, hasta el desarrollo completo de la
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planta a nivel de invernadero y campo y de esta
manera determinar la relacion, (si existe), entre
la tolerancia de las variedades colombianas de
arroz a B. glumae en el estado de plantula y en el
estado de floracién y de esta forma en un futuro
emplear este tipo de pruebas para la seleccion de
cultivares resistentes a B. glumae. Por otra parte,
este modelo podria ser empleado para el desarrollo
de estudios que aborden aspectos relacionados
con la interaccion entre estos dos organismos, la
biusqueda de métodos de prevencidon-control a
nivel de semilla, la determinacion de diferencias en
la virulencia de aislamientos del patdgeno, como
prueba complementaria para la clasificacion de la
susceptibilidad/resistencia de variedades comerciales
de arroz a bacterias patdgenas y la evaluacion de la
diseminacion de la enfermedad a partir de la semilla
entre otros. Lo anterior permite concluir que este
estudio representa un aporte importante en el area
de fitopatologia, considerando la relevancia que ha
tomado este patdgeno en la cadena productiva del
arroz en Colombia.
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