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1. ANTECEDENTES  

El manchado de grano en arroz (Oryza sativa L.) es una enfermedad que provoca deterioro significativo 

en todos los parámetros relacionados con la calidad de semilla.  

En nuestro medio, la enfermedad de manchado de grano se la tiene definida por causas relacionadas a 

organismos de naturaleza fungosa y bacteriana (Paz 2023).  

Este daño en la semilla de arroz ha permitido que los técnicos calificadores del Ministerio de Agricultura 

(MAG) y del mismo Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) no dispongan de 

parámetros de una estadística de probabilidad para la toma de decisiones para aceptar o rechazar 

lote(s) de multiplicación de semilla de arroz.  



 

 

 

El manchado de grano según lo manifestado por Huang et al. (2011) lo causan las especies de hongos 

Fusarium proliferatum, Bipolaris australiensis, Curvularia lunata y Alternaria tenuis originando daños de 

pudrición en la espiga. Estas especies de hongos requieren para su desarrollo y esporulación condiciones 

favorables de temperatura, pH, fuente de carbono y nitrógeno como componentes necesarios que 

inciden en el metabolismo de estos organismos. 

Otro investigador (Halloin, 1986) establece que los hongos Fusarium, Alternaria, Helminthosporium y 

Cladosporium son contaminantes que invaden más a las semillas durante o después de su maduración 

fisiológica; y, durante las operaciones de cosecha.  Este mismo investigador indicó, que algunas especies 

de Fusarium son parásitos facultativos de semillas y que llegan estos a desarrollarse como parásito 

dentro del sistema vascular de la planta pudiendo por esta vía infectar a la semilla.  

Ou (1985) había mencionado que Cochliobolus miyabeanus, Sarocladium oryzae, Pyricularia oryzae y 

Gaeumannomyces graminis son hongos que pueden ser transmitidos por semilla; y, que las especies de 

hongos S. oryzae, Sclerotium oryzae, C. miyabeanus, P. oryzae, G. graminis y Ustilaginoidea virens tienen 

la facultad de poder sobrevivir como propágulos en el suelo y, en los residuos de cosecha de la planta de 

arroz. 

En otra investigación que llevaron Lee et al. (1986) se refieren a que el manchado del grano se lo 

atribuye a un daño ocasionado por el insecto Leptocorisa oratorius y, por los hongos, Drechslera oryzae, 

Curvularia lunata, Trichoconiella padwickii, S. oryzae, A. tenuis y F. solani.   

Otro grupo de organismos que también se lo asocian con el manchado del grano, son las bacterias de los 

géneros Coryneforme spp., Pantoea spp. y Pseudomonas spp. siendo las que más prevalecen en la 

semilla de arroz y, que la especies de Actinomycetes spp., Bacillus pumilus, B. subtilis, Burkholderia 

glumae, Enterobacter cloacae, Paenibacillus polymyxa, Staphylococcus spp. y Xanthomonas spp. son 

detectadas regularmente (Cottyn et al., 2009). Además, Cortesi et al. (2008) hacen referencia que P. 

stutzeri, P. fulva y Acidovorax avenae subsp. avenae incrementan la incidencia de la decoloración de los 

granos en arroz. 

De acuerdo a lo expresado, existe una naturaleza compleja de organismos que se presentan en las 

glumas de las espiguillas del arroz en dependencia a determinados factores abióticos que se presenta 

durante el desarrollo del cultivo.  

Debido a la difícil condición de tener lotes totalmente sanos para los diversos ambientes donde se 

multiplica la semilla de arroz; se requiere disponer de herramientas estadísticas estandarizadas que 

permita inferir la aceptación o rechazo de los lotes afectados con incidencia y daño variable con 

manchado del grano; apoyado adicionalmente de microbiología y epidemiología. 

Un caso de estudio es lo relacionado con el tizón del halo del fréjol causado por Pseudomonas syringae 

pv. phaseolicola que fue investigado durante seis años con semilla comercial; y se llegó a demostrar que, 

de 10.000 semillas de fréjol cinco estuvieron infectadas con este organismo dando como resultado una 



 

 

 

epidemia de esta enfermedad. Una situación opuesta fue, que a partir de 20.000 semillas una de ella 

que resultó estar infectada no llegó a generar una situación de epidemia (Schaad, 1982).  

La enfermedad de la pudrición negra de las crucíferas causada por el patógeno de semilla Xanthomonas 

campestri puede constituirse en fuente de inoculo cuando esta bacteria contamina semillas de col y que 

la detección de esta bacteria utilizando principios microbiológicos de laboratorio puede ayudar a reducir 

la incidencia de esta enfermedad (Schaad et al., 1980). 

Burkholderia glumae es una bacteria que se caracteriza por causar pudrición de los granos de arroz 

incidiendo en la pérdida de rendimiento; además, esta bacteria causa pudrición de plántulas en el 

semillero lo que faculta su detección temprana en los almácigos antes de su trasplante.  El control de 

esta bacteria es dificultoso sólo por medio de una gestión de manejo como el empleo de semillas 

certificadas libre de B. glumae, prácticas culturales adecuadas y cultivares resistentes son aquellas 

estrategias que permiten llegar a mitigar el impacto negativo de esta enfermedad en el cultivo de arroz 

(Kyu et al., 2012).  

Geng et al. (1983) habían propuesto que, para un control de calidad de semillas, es necesario establecer 

el tamaño óptimo de la muestra para que sea permisible la detección del nivel bajo de contaminación de 

semilla enferma y poder así, garantizar el éxito de la probabilidad estadística empleada. 

2. JUSTIFICACIÓN  

Existe la carencia de una metodología de probabilidad estadística para la aceptación de lotes de 

multiplicación de semilla de arroz en ambientes impredecibles para la afectación con el manchado de 

grano.  

Así mismo, existe un desconocimiento del rol de los carbohidratos en la semilla de arroz, el clima, el 

suelo y los químicos (herbicidas e insecticidas quelantes) y su interacción biótica con hongos, bacterias y 

nemátodos (principalmente Aphelenchoides besseyi) que permitan esclarecer el desarrollo de la 

patología del manchado de grano. 

La investigación con los objetivos específicos que se propone es justificada por no disponer de datos e 

información relacionada con el control de calidad de semilla de arroz y de los factores que conllevan a la 

manifestación de la enfermedad del manchado del grano. 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General.  

Generar una metodología de control de calidad de semilla en arroz con procedimientos de biometría 

y microbiología para la selección de lotes de multiplicación de semilla con el límite bajo de nivel de 

contaminación con manchado de grano. 

3.2 Objetivos Específicos.  



 

 

 

1. Determinar el tamaño de muestra óptima que permita la detección del límite bajo de nivel de semilla 

contaminada en un lote de multiplicación de semilla de arroz.  

2. Realizar un análisis de correlación con el tipo de carbohidrato determinado, porcentaje de 

germinación con la incidencia de especies de hongos y bacterias asociadas con la patología de 

manchado de semilla en arroz. 

4. HIPÓTESIS 

4.1. Hipótesis teórica 

¿Es posible con la biometría satisfacer las demandas para el control de calidad de lotes de multiplicación 

de semilla de arroz con incidencia y severidad de manchado de grano dentro de los límites permisibles 

por la Unidad de Beneficio?  

4.2 Hipótesis estadística  

Decisión  
Hipótesis nula 

Verdadera Falsa 

Rechazar Ho 

Error tipo I 

α 

Correcto 

1 – α 

Aceptar Ho 

Correcto 

1 – α 

Error tipo II 

β 

 

Error de tipo I llega a comprometerse si se rechaza la hipótesis nula cuando es verdadera. La 

probabilidad de un error tipo I se lo demuestra como α. 

Error de tipo II llega a comprometerse si se acepta la hipótesis nula cuando es falsa y cuando la hipótesis 

de la investigación es verdadera. La probabilidad de un error tipo II se lo demuestra como β. 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Determinación del tamaño de muestra óptima que permita la detección del límite bajo de nivel de 

semilla contaminada en un lote de multiplicación de semilla de arroz.  

 

1.1. Términos biométricos y fitopatológico utilizados 

 

Técnica de muestreo: Diseño de muestreo específico, tamaño de muestra e intensidad de 

muestreo. 

Tamaño de muestra: Número de plantas o unidades de planta de cada sitio del muestreo. 

Intensidad de la muestra: Porcentaje de plantas muestreada de todo el campo. 

Intensidad de la enfermedad: Expresado como incidencia (o frecuencia) o severidad (daño). 



 

 

 

Incidencia: Porcentaje de plantas enfermas o parte de la planta enferma de la muestra (o de la 

población) independiente de la severidad. 

Severidad:  Porcentaje relevante del tejido del huésped o del órgano de la planta cubierto con 

los síntomas (o lesiones) de la enfermedad. 

La severidad resulta del número y tamaño de las lesiones. Estos dos componentes de la 

severidad pueden cambiar independientemente durante el progreso de la enfermedad. 

Cuando el valor de la intensidad es dividido para 100 ella se convierte en: y (0 < y) para ser 

utilizado como un valor que representa la proporción de la infección. 

1.2 Diseño de muestreo en campo 

Se considerará 12 diseños de muestreos: 1) diagonal con dirección a la derecha, 2) diagonal con 

dirección a la izquierda, 3) diagonal derecha e izquierda, 4) triple diagonal derecha, 5) triple diagonal 

izquierda, 6) W con dirección a la derecha, 7) W con dirección a la izquierda, 8) aleatorización 

estratificada, 9) al azar, 10) siguiendo las manecillas del reloj, 11) alrededor del campo y 12) 

diamante (CIAT, 1981; Delp et al., 1986; Campbell y Madden 1990).  

     1)                                              2)                                               3)  

  

 

 

 

     

 4)                                              5)                                              6)  

 

 

 

 

 

 

          7)                                              8)                                              9) 



 

 

 

 

 

 

 

 

           10)                                                        11)                                                        12) 

 

 

 

 

 

1.3 Tipo de muestra 

El tipo de muestra serán las semillas de arroz (espiguillas) y las espigas como tratamiento 

testigo.  

Es importante indicar el siguiente criterio de evento probabilístico: al considerar las espigas la 

probabilidad de un evento de manchado de semilla será mayor; en relación, a la probabilidad del 

evento si se considera las semillas por muestra.      

1.4 Determinación del tamaño de la muestra 

    i) Media de la muestra  

 

   ii) Varianza de la muestra 

 

  iii) Desviación estándar de la muestra 

 



 

 

 

           iv) Error estándar de la muestra de la muestra 

 

            v) Coeficiente de variación de la muestra o coeficiente de variabilidad de la muestra 

 

 vi) Porcentaje del coeficiente de variación de la muestra o porcentaje del coeficiente de 

variabilidad de la muestra 

 

      1.5 Diseño de un indicador para seleccionar el tamaño de muestra 

            i) Tamaño de muestra 

 

 

             ii)   Tamaño de muestra (x) vs desviación estándar (y) vs media (y´) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

iii) Tamaño de muestra y aceptación o rechazo de lote de multiplicación a través de la 

distribución de Poisson 

Cuando el porcentaje de semilla manchada de arroz es muy bajo, la probabilidad que ocurra 

semillas de arroz manchada en una muestra se ajusta a la distribución de Poisson. 

 

Para la aceptación o, rechazo de un lote de multiplicación de semillas dependerá de los 

siguientes criterios epidemiológicos y biométricos sugeridos por Geng et al., 1983.  

Proporción de enfermedad tolerable (It) 

Proporción de enfermedad no tolerable (Int) 

Probabilidad de aceptar un lote de semilla tolerable (1-α) 

1 5 9 13 17 21 25

1

3

5

7

9

11

13

15

Sample Size

201

203

205

207

209

211

213

215

Desviación estándar Media 

Tamaño de muestra 



 

 

 

Probabilidad de aceptar un lote de semilla no tolerable (β) 

Cuadro 1. Tamaño de muestra para varios niveles de probabilidad para aceptar un lote de semilla con 

proporción de enfermedad tolerable (It) al 0.05 % y proporción de semilla enferma no 

tolerable (Int) al 0.1 %. 

  
 

 

0.80 0.90 0.95 0.99 

0.005 35 947 45 976 53 324 71 267 

0.01 31 846 39 308 47 813 63 231 

0.05 19 443 25 500 31 415 45 266 

0.10 14 206 20 129 24 757 37 199 
a Probabilidad de aceptar un lote de semillas con una incidencia del 0.1% o más de semillas enfermas. 

b Probabilidad de aceptar un lote de semillas con una incidencia del 0.05% o más de semillas enfermas. 

Una norma técnica de análisis es la que ha propuesto el Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG) 

para la certificación de semilla de arroz; sugiriendo, que, para la calificación de lotes de multiplicación de 

semilla de arroz, este sea realizado con la evaluación de la severidad de la espiga como se describe en el 

Cuadro 2. 

La evaluación se refiere al modelo que se detalla en la Figura 1 que no se encuentra diagramado en la 

norma técnica en mención. Esta norma será considerada como testigo. 

  

 

 

 

 

Figura 1. Porcentaje de espiga cubierta con manchado para trigo propuesta 

por James, 1971.  

 

 

  Cuadro 2. Evaluación fitopatológica de la categoría de semilla básica, registrada y 

certificada para variedades e híbridos en condiciones de campo y laboratorio. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medición del manchado de la semilla 

  i)  Incidencia de panículas enfermas (%) 

 

  ii) Índice de severidad de panícula manchada 

     0= Granos no infectados 
     1= 0.1-10 % de granos infectados 
     3= 10.1-25.0 % de granos infectados 
     5= 25.1-50.0 % de granos infectados 
     7= 50.1-75.0 % de granos infectados 
     9= Más del 75.1 % de granos infectados 

(Huang et al., 2011) 

 

Campo - Variedades 

Factores 
Categoría de semilla 

Básica Registrada Certificada 

Enfermedades 

transmitidas por semilla 

% 

0 0 0 

(excepto) 

Ustilaginoidea virens 

0 0 0.2 % 

(excepto) 

Manchado del Grano 

 

0 1(2) % 3 (5) % 

 Laboratorio - Variedades 

Enfermedades 

trasmisibles por semillas 

0 0 0 

Burkholderia 0 0 0.2 % 

 Campo - Híbridos 

Enfermedades 

transmitidas por semilla 

% 

N/A N/A 0 



 

 

 

 

      Donde: 

     P= Número total de panículas observadas 

    Pi= Número de panículas con grado i 

    gi = Valor del grado individual (0 a 9) 

    gmax= Valor del grado máximo 

(Huang et al., 2011) 

 

       iii) Peso de 1000 semillas producidos por panícula (g)  

     iv)  Incidencia del manchado de la semilla (%) 

 

v)  Severidad del manchado de la semilla en 100 g 

    0= Sin síntomas  

    1= Glumas con pequeñas manchas tipo “cabeza de alfiler” 

    2= Manchas alcanzando hasta el 25 % de la superficie de la semilla 

    3= Manchas alcanzando del 26 al 50 % de la superficie de la semilla 

    4= Manchas alcanzando más del 50 % de la superficie de la semilla 

                                                                               (Malavolta et al., 2007) 

 

    vi)  Índice de severidad del manchado de la semilla 

 

    vii)  Reducción del peso de la semilla (%) 

 

    viii). Pérdida de rendimiento (%) 

 



 

 

 

 2. Análisis de correlación con el tipo de carbohidrato e incidencia de especies de hongos y bacterias 

asociadas con el manchado de la semilla en arroz. 

2.1 Incidencia de hongos en semillas 

Se procederá a incubar por el método de cámara húmeda 400 semillas en grupos de 50 semillas/cajas 

Petri (13.5 cm diámetro interno x 2.0 cm de altura externa). La manifestación de desarrollo del micelio, 

presencia de estructuras de hongos y síntomas asociados a daños por este organismo serán indicativos 

para proceder con la identificación taxonómica del hongo con el empleo de las claves de Barnett y 

Hunter (2003) y Carmichael et al. (1980). Para la observación microscópica se utilizará el microscopio 

óptico de luz Zeiss Primostar 3. 

 La información y los datos serán llevados a abundancia relativa para cada especie de hongo identificado 

de acuerdo con el siguiente procedimiento matemático. 

                                       

2.2. Identificación de bacterias en semillas 

Para la identificación de bacterias en semillas se seguirán los siguientes pasos: i) aislamiento de la 

bacteria de la semilla; ii) caracterización de la bacteria aislada de la semilla y iii), ensayos de sensibilidad 

y tolerancia (Schaad, 1982).  

Las bacterias Acidovorax avenae, Burkholderia glumae, Pantoea, Pseudomonas ananatis, P. parafulva, P. 

fulva, P. fuscovaginae, P. putida, P. psychrotolerans, P. straminea, P. stutzeri, y Xanthomonas oryzae 

serán consideradas en el estudio por estar asociadas al daño por manchado, esterilidad (vaneamiento) 

(EPPO (2007); Duveiller et al., 1990; Cortesi et al. (2008); Paz et al. (2018). 

2.3 Análisis de carbohidratos 

                  La semilla de arroz se someterá a un análisis bioquímico para determinar el tipo de azúcar 

constituido como fuente de carbono para el desarrollo de los hongos y bacteria 

6.1 Metodología 

Para el método de muestreo y tamaño de muestra se tomarán como referencia las investigaciones que 

realizaron Karandinos (1976); Lin et al. (1979); Gonzáles y Douglas (1981) y Delp et al. (1986).  

Respecto al control de calidad para aceptar o rechazar lote(s) de multiplicación de semilla de arroz se 

considerará el trabajo de Geng et al., 1983. 

El análisis de los contenidos de carbohidratos como amilosa, azúcares (HPLC), azúcares totales, azúcares 

reductores se realizarán en el Laboratorio de Nutrición y Calidad de Alimentos de la Estación 

Experimental Santa Catalina. 



 

 

 

6.1.1 Características del sitio experimental  

6.1.1.1 Ubicación 

La investigación tendrá como base de trabajo el Laboratorio de Fitopatología de la Estación 

Experimental Litoral Sur del INIAP que se detalla a continuación su información geográfica. 

 

 

 

 

 

 

 

6.1.2 Factores en estudio 

i) Incidencia del manchado del grano en semilla de arroz 

ii) Severidad del manchado del grano en semilla de arroz 

iii) Incidencia del manchado del grano en semilla de arroz por hongos 

iv) Incidencia del manchado del grano en semilla de arroz por bacterias 

v) Incidencia de daño en la espiga por la enfermedad viral de la hoja blanca 

vi) Tipo de carbohidratos en semilla de arroz vs la incidencia de hongos vs la incidencia de 

bacteria 

6.1.3 Unidad experimental  

Como unidad experimental se tomará como referencia una superficie arbitraria del lote de 

multiplicación de semilla de arroz de la Estación Experimental Litoral Sur o, lote(s) de las empresas 

multiplicadoras de semilla para proceder con la aplicabilidad del tipo de diseño de muestreo y con 

la obtención de las respectivas submuestras. 

6.1.4 Tratamientos 

Se definirá como tratamiento los 12 diseños de muestreo. De acuerdo a los diseños de muestreo 

planteados; a cada uno de los muestreos, se procederá a realizar el submuestreo (parada de 

colecta) de semilla de arroz.  

6.1.5 Diseño experimental 

No se empleará diseño experimental por la naturaleza de la investigación a ser ejecutada.  

Provincia Guayas 

Cantón Yaguachi 

Parroquia Virgen de Fátima 

Sitio Estación Experimental Litoral Sur 

Coordenadas 

Geográficas 

S: 02° 15´26.09´´ / O: 079° 38´40.80´´ 



 

 

 

6.1.6 Análisis estadístico 

Para efecto del análisis de los datos se utilizará la probabilidad de la distribución, inferencias de µ, 

inferencias de µ1 - µ2, distribución de frecuencia discreta, inferencia de la varianza de la población 

σ2
x = E(X2) – [E(X)]2 y correlación ρ (X, Y), ρXY.  

6.2 Manejo específico del experimento y métodos de evaluación 

La evaluación para tomar la información y los datos de las variables en los lotes de multiplicación 

de semilla será con las sugerencias y recomendaciones de Ott (1993); Sokal y Rohlf (1995). 

La entrada de la información y los datos serán llevados a un computador que dispone los 

paquetes informáticos para el análisis biométrico de las mismas. 
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1. ACTIVIDAD 2. Identificación por morfología estructuras reproductivas de un hongo asociado a la 
patología de la muerte descente (muerte regresiva) en cacao. 

Responsable:  Paz Carrasco Lenin 

Colaboradores:   Pérsonal Técnico del Programa de Cacao y Fruticultura 

Nombre del proyecto que financió el 

estudio: 

Fondos fiscales 

Institución donante:  INIAP 

Número de memorando:   Se planifica el desarrollo de un protocolo de 

investigación sobre esta enfermedad abarcando varias 

especies de frutales y arbóreos. Es importante 

primero determinar la especie predominante o 

prevaleciente de Botryosphaeriaceae. Esta 

información servirá como punto de partida para 

comprender el estado actual de la enfermedad en 

estas especies y evaluar la necesidad de estudios 

adicionales. 

1.1 ANTECEDENTES  

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en Ecuador es de gran importancia socio-económica y fuente 

de divisas por su exportación. Se tiene estimado que en el país existen 509,179 ha sembradas con una 

producción promedio de 337,149 t (Ministerio de Agricultura y Ganadería, 2022).  

Esta especie vegetal es susceptible a infecciones por Phytophthora spp., Moniliophthora perniciosa, M. 

roreri, Ceratobasidum theobromae y, por varias especies virales (Marelli et al., 2019). 

En las plantaciones cacaoteras del país es notorio observar unidades de árboles muertos. Análisis 

microscópicos preliminares realizados en el Laboratorio de Fitopatología de la Estación Experimental 

Litoral Sur determinaron presencia de picnidioS y picniosporas relacionadas a Lasiodiplodia. 

Un relato de Goos et al. (1961) mencionan que Lasiodiplodia theobromae (=Botryodiplodia theobromae) 

fue descrito por primera vez por Patouillard en 1892 en plantaciones de cacao de Ecuador.  

Lasiodiplodia tiene la facultad de afectar varios cultivos como: aguacate, cítricos, duraznos, guanábana, 

mango, papaya, plátano, uva, etc. Los síntomas de esta enfermedad se manifiestan con muerte 

descendente, cáncer, gomosis, tizón de la hoja, pudrición de raíz en plantas maderables y cultivos 

(Picos-Muñoz et al., 2015). 

Estos investigadores resaltan que Lasiodiplodia es un saprófito; pero, es un patógeno latente al 

encontrarse como endófito en los tejidos sanos de la planta. Su activación como parásito se da cuando 

la planta está fisiológicamente débil o estresada.  

De acuerdo a lo indicado, el estrés por sequía en Cornus florida (árbol ornamental común en hemisferio 

norte) presentó una correlación positiva de una infección asociada por Lasiodiplodia (Mullen et 

al.,1991).  

En mango los géneros de Botryosphaeriaceae Neofusicoccum y Lasiodiplodia son los causales directos de 

esta enfermedad Ismail et al. (2012); Ismailnet al. (2013).   



 

 

 

1.2 OBJETIVO  

Realizar un análisis de prevalencia del organismo causante de la enfermedad de la muerte regresiva 

(muerte descendente) en cacao y en otras especies arbóreas comestibles. 

1.3 METODOLOGÍA  

Para el diagnóstico de la enfermedad por Lasiodiplodia, se emplearon árboles de cacao y especies 

vegetales con síntomas de secamiento de ramas, muerte total de la unidad productiva, presencia de 

frutos ennegrecidos, gomosis y otros que la literatura indica (Karunanayake y Adikaram, 2020).  

Las muestras (ramas) fueron recolectadas de los cantones de Bucay, Guayaquil, Caluma yUrdaneta, cad 

uno fueetiquetadasy conservada en fundas de papel hasta su traslado al Laboratorio de Fitopatología de 

la Estación Experimental Litoral Sur del INIAP.  

En el Laboratorio, a cada muestra se extrajo una sección de 10 cm de largo y se expuso a cámara 

húmeda y se las mantuvo en condiciones ambientales laboratorio (25 ± 1 ˚C)   hasta el desarrollo de 

estructuras reproductivas del hongo.  

Las observaciones de las estructuras reproductivas (picnidios) se realizaron por medio del 

estéreomicroscopio Olympus SZ y los conidios (picniosporas) en el microscopio óptico de luz Zeiss 

Primostar 3 con objetivo de 40X.  

Para cada aislado, se evalúo 30 picniosporas considerando la pigmentación, presencia de septa, grosor 

de la pared y, largo y ancho de la misma.   

La obtención del dato promedio y el error estándar del largo y ancho de las picniosporas se analizaron 

con el software Navure (versión de prueba). 

Las muestras originales se las conservan en el Laboratorio de Fitopatología para el posterior aislamiento 

del hongo para las pruebas de patogenicidad y análisis molecular y filogenético.    

1.4 RESULTADOS  

De las cuatro muestras que se colectaron solo una desarrolló estructuras reproductivas asexuales. Las 

características de las picniosporas maduras corresponden a L. theobromae, al observarse una morfología 

ovoide, pigmentadas, con una sola septa horizontal pronunciada y oscura en su centro, borde café 

oscuro, superficie con estrías longitudinales y, con medidas de 22.44 x 12.28 µm (proporción: 1.83). El 

dato que se obtuvo corresponde a lo descrito por Pavlic et al. (2004); Burguess et al. (2006) y Alves et al. 

(2008) (Cuadro 1).  

 

Cuadro 1. Referencias taxonómicas de la especie de Lasiodiplodia (=Botryodiplodia) theobromae  

  

Referencias taxonómicas 

Pavlic et al. 2004 Burguess et al. 2006 

 

Alves et al. 2008 

  Botryodiplodia theobromae 

Pat. 

(25-35 x 12-15) µm; 

L. theobromae                             

(15-35 x 10-15) µm                                

(17-33 x 10-15) µm 

L. theobromae   

(26.2-27 x 14-14.4) µm 
  

  Lasiodiplodia theobromae 

(Pat.) Griffon & Maubl.    



 

 

 

(20-30 x 11-15) µm 

 

1.5 CONCLUSIONES 

Las afectaciones de muerte de planta regresiva (descendente) están relacionadas a infecciones por 

L.theobromae. 

1.6 RECOMENDACIONES  

i)  Continuar con muestreos sistemáticos para determinar la prevalencia y la distribución de L. 
theobromae en cultivos de tejido leñoso en especies de frutales. 

 
ii)   Realizar caracterización morfológica de acuerdo con los criterios taxonómicos de los tratados de 

micología. 
 
iii) Realizar un estudio genético de la región conservada para confirmar la especie y, la determinación de 

los parámetros evolutivos y filogeográficos. 
 
iv)   Realizar un análisis abiótico de la condición del estrés en plantaciones evaluadas que favorezcan la 

expresión de la muerte descendente. 
 
 v)   Realizar análisis de virulencia y ensayos de patogenicidad en sus respectivos hospederos. 
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2. Actividad 3. Reacción de cinco materiales de arroz a la enfermedad de la mancha agregada de la 

vaina en arroz. 

  Responsable:  

   

Paz Carrasco Lenin 

Colaboradores:   

 

Celi Herán Roberto 

Valle Choez Anthony 

Panchana Torres Carolina 

Mosquera, Edinson 

Nombre del proyecto que financió el 

estudio: 

Desarrollo e implementación de tecnologías 

productivas en el cultivo de arroz, para aumentar 

la resiliencia de pequeños y medianos 

productores al cambio climático en Ecuador 

Institución donante:  FIASA  

Número de memorando:    

2.1 ANTECEDENTES 

La enfermedad de la mancha agregada de la vaina causada por Ceratorhiza oryzae-sativae = Rhizoctonia 

oryzae-sativae (Sclerotium oryzae-sativae) su estudio fue iniciado en el 2023 al presentarse por primera 

vez en los campos experimentales del Programa de Arroz de la Estación Experimental Litoral Sur.  

Tomando como referencia a Rhizoctonia solani, su grado de virulencia puede llegar a causar daños 

significativos al cultivo del arroz; que, en dependencia del estado fisiológico de la planta y, de las 

condiciones ambientales, las pérdidas de rendimiento alcanzarían hasta un 50 % (Singh et al., 2016).  

En nuestro medio se han iniciado ensayos de infección en condiciones controladas para medir la 

reacción genética de las variedades de arroz al patógeno y conocer más sobre esta enfermedad 

emergente.  



 

 

 

2.2 OBJETIVO 

Evaluar en condiciones de invernadero la enfermedad de la mancha agregada en el cultivo de arroz. 

2.3 METODOLOGÍA 

Para la inoculación biológica se procedió inicialmente a obtener su micelio desarrollado en papa-

dextrosa en agitación constante por una semana en condiciones ambientales normales de temperatura 

del Laboratorio de Fitopatología. Para efecto de esta inoculación que se realizó a lo 35 días después de 

la siembra (dds), se utilizaron las variedades de arroz Cristalino, Élite, Impacto, INIAP 20 y Arenillas.  

La inoculación consistió en depositar una masa de micelio entre la vaina de la hoja y tallo quedando 

posteriormente protegido con papel de aluminio estéril y sostenido con cinta plástica.  

Las plantas inoculadas se las mantuvieron por una semana en condición de cámara húmeda apoyado 

con un humidificador. Posteriormente, a las plantas inoculadas se le dio un seguimiento periódico hasta 

la manifestación de los síntomas. 

Se evalúo la altura de planta y de la lesión para determinar la proporción de daño de la enfermedad.  

La reacción genética de resistencia a la enfermedad fue considerada según los criterios calificativos de 

Chen et al. (2014) y del CIAT (1983) para R. solani (Cuadro 1 y 2).  

Respecto a Chen et al. (2014), ellos determinaron primero el índice de la enfermedad: (Altura de Lesión 

/ Altura de Planta) x 9. Este dato fue determinado a los 55 días después de la inoculación.  El resultado 

permitió realizar las inferencias genéticas con la escala que se describe a continuación propuesta por 

estos mismos investigadores: 

 

Cuadro 1:  Tipo de reacción genética de acuerdo a la proporción (Altura de lesión/Altura de Planta)  

Amplitud del Grado de la Enfermedad Tipo de Resistencia 

≤ 1.5 Alta Resistencia (AR) 

1.6 – 3.0 Resistencia (R) 

3.1 – 4.5 Moderada Resistencia (MR) 

4.6 – 6.0 Moderada Susceptibilidad (MS) 

6.1 – 7.5 Susceptibilidad (S) 

≥ 7.6 Altamente Susceptible (AS) 

Fuente: Chen et al. (2014) 

 En relación con la escala del CIAT (1983) se consideró el Porcentaje de Área de Planta Afectada (APA) 

(Cuadro 2) 

Cuadro 2: Tipo de reacción genética de acuerdo al porcentaje de área de Planta Afectada (APA)  
APA  Tipo de Reacción 

0-10 Lesiones debajo de la hoja 5 Resistente (R) 



 

 

 

11-20 Lesiones en la vaina y/o debajo de la hoja 4 Resistente (R) 

21-40 Lesiones en la vaina y/o debajo de la hoja 3 Intermedia (I) 

41-60 Lesiones en la vaina y/o debajo de la hoja 2 Susceptible (S) 

61-100 Lesiones en la hoja bandera o en la vaina debajo de la 

hoja bandera 

Susceptible (S) 

Fuente: CIAT (1983) 

2.4 Resultados 

2.4.1 Reacción genética de los materiales de arroz 

La variedad Cristalino presentó el mayor porcentaje daño por C. oryzae-sativae. De acuerdo con Chen et 
al. (2009) este material es resistente; y, según la escala del CIAT presenta una reacción intermedia entre 
resistente y susceptible (Cuadro 1) 

2.5 CONCLUSIONES 

1.  La variedad Cristalino demostró tener una mayor proporción de daño por C. oryzae-sativae.  

2.  Las variedades Élite, Impacto, INIAP 20 y Arenillas la proporción de daño expresado son resistentes a 

la infección por C. oryzae-sativae. 

3.  Su reacción genética deberá ser definida con una escala ajustada al patogeno   

2.6 RECOMENDACIONES 

1. Realizar inoculación biológica controlada en diversas variedades de arroz tipo indica y japónica 

del Programa de Arroz de la Estación Experimental Litoral Sur para determinar su reacción 

genética comparativa a los patógenos Rhizoctonia y Ceratorhiza.  

2.7 REFERENCIAS 
Chen, B; Li, L-W; Lin, Y-J; Wang, Z-H; Lu, G-D. 2014. Evaluation of seedling resistance of rice germplasm 

resources to sheath blight (Rhizoctonia solani). Cereal Research Comunications 42(3):495-502 

 

CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). 1983. Sistema de Evaluación para Arroz. 2ª. Ed. 

Manuel Rosero (traductor y adaptador). Cali, Colombia 

Variedades % de daño 
 REACCIÓN GENÉTICA 

Índice de la 
enfermedad  

Chen et al. 2009 CIAT  

Cristalino 21.85 1.97 R I 
Élite 18.80 1.69 R R 

Impacto 18.58 1.67 R R 
INIAP 20 17.29 1.55 R R 
Arenillas 17.19 1.54 R R 
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3. Actividad 4. Evaluación de materiales de arroz a la enfermedad del entorchamiento. 

Responsable:  Paz Carrasco Lenin 

Colaboradores:   

 

Celi Herán Roberto 

Valle Choez Anthony 

 Panchana Torres Carolina 

 Mosquera, Edinson 

Nombre del proyecto que financió el estudio: Desarrollo e implementación de tecnologías 

productivas en el cultivo de arroz, para aumentar la 

resiliencia de pequeños y medianos productores al 

cambio climático en Ecuador 

Institución donante:  FIASA  

Número de memorando:    

3.1 ANTECEDENTES 

La enfermedad del entorchamiento del arroz es causada por la especie viral Rice stripe necrosis virus 

(RSNV) transmitido (vector) por el fitomixido del suelo Polymyxa graminis (Px. graminis). Desde su 

aparecimiento en Ecuador en la década del 2000, el Laboratorio de Fitopatología y el Programa de Arroz 

de la Estación Experimental Litoral Sur han llevado periódicamente ensayos experimentales en 

condiciones de invernadero y campo para evaluar la condición genética de los materiales de arroz (Paz, 

2019; Paz y Celi, 2023). 

Esta enfermedad promueve en la planta de arroz una distorsión y, su agresividad va a depender del 

grado de reacción genética del material de arroz.  

    

OBJETIVO 

 Realizar un análisis preliminar de la estructura genética geográfica del RSNV derivado de cereales 

comestibles.   

3.2 METODOLOGÍA 

Variedades de cereales comestibles como el arroz, avena, cebada y trigo se sembraron en suelo 

infestado naturalmente con Px. graminis infectivos con el RSNV. Aquellas plantas que manifestaron los 

síntomas de la enfermedad del entorchamiento se sometieron a un análisis molecular de amplificación 

de 652 pb del componente ARN 2 del virus previo a una retrotranscripción (RT-PCR). Los productos 

amplificados se sometieron a un secuenciamiento por el método de Sanger.   



 

 

 

3.3 RESULTADOS 

Se demostró que la infección corresponde al RSNV y que las secuencias genéticas del RSNV de Ecuador 

provenientes de arroz, avena, cebada y trigo que, al compararlas con las secuencias genéticas de 

Argentina, Benin, Brasil, Burkina Faso, Colombia y Mali; se relacionaron genéticamente con los aislados 

de Colombia.  

  

3.4 CONCLUSIONES 

1. El RSNV se estructuró genéticamente con aisaldos de Colombia. 

2. El RSNV tiene la capacidad de infectar otros cereales comestibles distintos al arroz. 

3. Polymyxa graminis tuvo la capacidad de transmitir el RSNV a otras especies de cereales 

comestibles. 

3.5 RECOMENDACIONES 

1. Analizar con probilidad X2 la expresión de cada síntoma para determinar la proporción alélica de cada 

material de cereal. 

2. Realizar análisis de la estructura genética de poblaciones del virus y del vector para comparar alelos 

de otras localidades geográficas donde se presenta la enfermedad del entorchamiento. 
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4.1 ANTECEDENTES 

La Pudrición del Cogollo (PC) es una enfermedad devastadora que afecta a las plantaciones de palma 

aceitera en Ecuador y otros países de América Latina. Se caracteriza por la pudrición de los tejidos 

jóvenes en el cogollo, lo que conlleva a la muerte de la planta. Los primeros casos de PC en Ecuador se 

reportaron en 1976 en la región amazónica en la plantación “Palmera de los Andes” en palmas de tres a 

cuatro años de edad (Carrillo et al., 2015).  Desde entonces, la enfermedad ha provocado una creciente 

mortalidad de palmas y significativas pérdidas económicas, con una reducción del 85% en la producción 

nacional (ANCUPA, 2014).  

En el Laboratorio de Fitopatología de la Estación Experimental Litoral Sur (EELS), la Pudrición del Cogollo 

(PC) ha sido objeto de investigación desde el año 2014, con el apoyo del Programa de Palma Africana de 

la Estación Experimental de Santo Domingo (EESD). Se han realizado muestreos en diversas plantaciones 

afectadas o con sospecha de la PC, en las zonas de La Concordia, Quinindé y Santo Domingo, 

identificando la presencia de diversos organismos asociados con la enfermedad.  

 



 

 

 

4.2 METODOLOGÍA 

4.2.1 Recolección de muestras 

La toma de muestras para el aislamiento de bacterias se ralizó a partir del material vegetal (cogollo, 

flecha, semilla e infloresencia) afectado con PC en dos plantaciones de Palma Aceitera ubicadas en las 

provincias de Santo Domingo de los Tsáchilas y Esmeraldas.  

4.2.2 Aislamiento de bacterias  

El tejido vegetal colectado, fue cortado aproximadamente en trozos de 1 cm x 1 cm considerando la 

línea de avance de la infección y desinfectados con alcohol al 50%, cloro al 0.7 % y tres lavados con agua 

destilada autoclavada (ADA), las muestras fueron resuspendidas overnight en ADA en condiciones de 

agitación y a 27°C. Al día siguiente se sembró 100 uL de la suspensión bacteriana en medio agar nutritivo 

(AN) y KADO, se incubo a 27°C.  Las colonias observadas fueron purificadas en medio AN.   

4.2.3 Identificación de posibles bacterias patogénicas mediante el esquema de Schaad  

Los aislados bacterianos purificados se evaluaron siguiendo el esquema modificado de Schaad (Figura 1). 

Inicialmente, se diferenciaron las bacterias Gram positivas de las Gram negativas mediante la prueba de 

solubilidad en KOH. Las bacterias Gram negativas fueron sometidas a la prueba de anaerobiosis, 

complementada con la prueba de catalasa. Aquellas clasificadas como anaerobias facultativas fueron 

evaluadas mediante pruebas de pudrición en diferentes sustratos (papa, zanahoria, cebolla y cactus). 

Por otro lado, las bacterias aeróbicas obligadas se cultivaron en medio King B para determinar la 

producción de pigmento fluorescente. 

 

Figura 1. Esquema modificado de Schaad  

 
Nota: Medio SLCVP: Simple layer crystal violet pectate 



 

 

 

4.2.4 Extracción de ADN y amplificación or PCR de los aislados bacterianos   

Una vez obtenidos los aislados mediante las pruebas de Schaad, se procedió a la extracción del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) utilizando solventes orgánicos (cloroformo-alcohol isoamílico). El ADN 

obtenido fue resuspendido en tampón TE 1X. Posteriormente, se llevó a cabo la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) para amplificar la región 16S, empleando los cebadores especificados en el cuadro 1. 

Los amplicones generados fueron purificados, cuantificados en (ng/µL) y finalmente enviados para su 

secuenciación mediante la técnica de Sanger. 

Cuadro 1. Cebadores usados para la amplificación de la región altamente conservada 16S 

Región genómica Cebador Secuencia 5′ -3′ Tamaño del 

amplicón  

Referencia 

Región hipervariable 

16S  (V3-V4)  

341 F CCTCGGGNGGCWGCAG 
444 pb 

Klindworth et 

al., (2012)  
785R GACTACHVGGGTATCTAATCC 

Región 16S (V1 –V9) 
27 F 

GAGTTTGATCATGGCTCAG 
1465 pb Lane (1991) 

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 

4.2.5 Pruebas bioquímicas para la caracterización de factores virulentos 

Una vez identificadas las especies bacterianas, se realizo la caracterización a nivel fisiológico y 

metabólico usando diversas pruebas bioquímicas siguiendo los protocolos de la American Society for 

Microbiology (2016), indicadas en el Cuadro 2.  

Cuadro 2. Pruebas bioquímicas efectuadas para la caracterización de aislados bacterianos 

Prueba Objetivo 
Resultado 

Positivo Negativo 

Oxidasa 

Determinar si la bacteria 
produce alguna de las enzimas 
citocromos                 c oxidasas 

Oxidasa positiva – 
coloración violeta 
oscura de 5 a 10 
segundos 

Oxidasa negativa- 
si el color no cambia 
o tarda más de 2 
minutos. 

Hidrólisis de 
gelatina 

Determinar si la bacteria 
produce la enzima gelatinasa 

La gelatina se 
mantiene líquida al 
sacar de la  nevera 

La gelatina se 
solidifica. 

Utilización de 
citrato 

Determinar si la bacteria 
utiliza el citrato como fuente de 
carbono y energía 

El crecimiento 
bacteriano en el 
medio presentará 
una coloración azul   

No producirá 
ningún  color. 

Hidrólisis de          
urea 

Identificar las bacterias que son 
capaces de hidrolizar la urea 
para   producir amoníaco y 
dióxido de carbono. 

El crecimiento 
bacteriano en el 
medio será un rojo 
intenso 

El medio no presenta  
cambio 



 

 

 

Hidrólisis de    
arginina 

Determinar si el aislado 
bacteriano es capaz de hidrolizar 
la arginina en anhidrido 
carbónico   y una amina. 

Reacción alcalina 
cambia a color 
rosado 

No se observa 
coloración 

Susceptibilidad  
antibiótica 

mediante la 
técnica del disco 

Determinar la resistencia o 
susceptibilidad de los siguientes 
antibióticos: Eritromicina 15 mg, 
Ampicilina 10 mg, Ciprofloxacina 5 
mg, Tetraciclina 30 mg, 
Rifampicina 5 mg. 

Observación del halo 
de inhibición en el 
medio Mueller – Hinton 

Con crecimiento en el 
medio Mueller – Hinton 

4.3 RESULTADOS 

A partir de las muestras vegetales de palma aceitera con síntomas de PC, se aislaron 40 colonias 

bacterianas, las cuales fueron evaluadas según el esquema modificado de Schaad. Los resultados de las 

pruebas, presentados en el Cuadro 3, determinan la presencia de bacterias de los géneros Enterobacter 

spp., Pectobacterium spp. y Pseudomonas spp., identificándose un total de nueve (9) aislados con 

posibles características virulentas. El análisis de las secuencias de la región 16S mostraron un porcentaje 

de identidad superior al 98.37 % para los géneros antes mencionados.  

De los nueve aislados obtenidos, cinco pertenecen al género Enterobacter spp.  En los últimos años este 

género ha adquirido importancia como patógeno vegetal ya que ha sido asociado a enfermedades como 

la descomposición interna en la cebolla (Schroeder et al., 2009), amarillamiento interno de la papaya  

(Nishijima et al., 1987), y afectado a cultivos como orquídeas  (Takahashi et al., 1997), yuca (Santana et 

al., 2012 ), entre otras.  

Cuadro 3. Resultado de las pruebas indicadas en el esquema de Schaad  
Prueba Resultado 

KOH al 3% 31 bacterias gram negativas y 9 bacterias gram positivas 

Anaerobiosis 27 anaerobios facultativos, 4 aerobios obligados 
Catalasa 32 positivos 

Inoculación en papa 7 pudrición humeda  

Inoculación en zanahoria 4 pudrición húmeda 

SLCVP 1 crecimiento cóncavo 

Crecimiento en YDC* - 
King B 1 Fluorescencia 

Nota: *Medio YDC- (Yeast Dextrose Calcium Carbonate Agar) 

Los nueve aislados bacterianos e identificados fueron sometidos a pruebas bioquímicas para evaluar 

características metabólicas que describan mejor su mecanismo de virulencia.  En el Cuadro 4 se observa 

los resultados de las pruebas evaluados, donde los aislados EELS_5EC, EELS_6EC, EELS_7EC 

pertenecientes al género de Enterobacter spp. fueron positivas para todas las pruebas.  Esto indica que 

la presencia de enzimas como la ureasa, la cual hidroliza la urea en amoníaco y dióxido de carbono 

aumenta el pH favoreciendo la colonización bacteriana (Rutherford, 2014). De la misma manera la 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC5796745/#b23-ppj-34-001
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC5796745/#b31-ppj-34-001


 

 

 

presencia de la enzima arginina dihidrolasa descompone la arginina en amonio y otros productos 

alcalinos que puede influir en el pH y afectar las interacciones huésped – patógeno (Acosta et al., 2011).  

Cuadro 4. Resultado de las pruebas bioquímicas realizadas en los aislados bacterianos.  

Bacteria ID Citrato Oxidasa Arginina Úrea Gelatina 

EELS_ 4EC + + + - + 

EELS_ 5EC + + + + + 

EELS_ 6EC + + + + + 

EELS_ 7EC + + + + + 

EELS_ 8EC + + + - - 

EELS_ 9EC + + - - + 

EELS_ 10EC + + - - + 

EELS_ 17EC + + + - + 

EELS_ 27EC - + + - + 

Nota: (+): Resultado positivo, (-): Resultado negativo  

 

Para la evaluación de la suceptibilidad a diferentes antibióticos en el medio Mueller – Hinton, se evaluó el 

crecimiento (mm) del halo de inhibición utilizando tres discos sembrados en dos cajas petri. En la Figura 

2 se observa el promedio y desviación estándar de las mediciones obtenidas. Estos valores se 

compararon con los criterios establecidos por el CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) para 

determinar el perfil de resistencia de las bacterias, clasificándolas en tres categorías: resistente, 

intermedio o susceptible, como se presenta en el Cuadro 5. 

 

Figura 2. Mediciones de la zona de inhibición para diferentes antibióticos 

 

 
 

 

 



 

 

 

Cuadro 5.  Interpretación de la zona de inhibición de las bacterias para los diferentes antibióticos.  

Bacteria ID Erythromycin 
(15 mcg) 

Ampicillin          
(10 mcg) 

Ciprofloxacin 
(5mcg) 

Tetracycline 
(30 mcg) 

Rifampin             
(5 mcg) 

EELS_4EC R R S I R 

EELS_5EC R S S S R 

EELS_6EC I S S I R 

EELS_7EC R S S I R 

EELS_8EC R R S R R 

EELS_9EC I I S R R 

EELS_10EC I I S R R 

Nota: R: Resistencia, S: Susceptibilidad, I: Intermedia. 

4.4 CONCLUSIONES 

1. Se logró aislar 40 colonias bacterianos, las cuales fueron testeadas con las pruebas que indica el 

esquema Schaad, identificando la presencia de nueve bacterias con características patogénicas 

pertenecientes a los géneros Enterobacter spp., Pectobacterium spp. y Pseudomonas spp. Esta 

identificación fue corroborada con la secuenciación de la región 16S de los aislados bacterianos.  

2. Las pruebas bioquímicas permitieron determinar la capacidad de las bacterias pertenecientes al 

género Enterobacter spp para producir enzimas específicas, como la oxidasa, gelatinasa, ureasa 

y arginina dihidrolasa que actuán como mecanismos de virulencia para la propagación de la 

infección en la planta.  

3. Se determinó que los nueve aislados bacterianos evaluados presentaron resistencia a 

rifampicina (5 mcg) y, en contraste, todos resultaron susceptibles a Ciprofloxacina (5 mcg). 

a. RECOMENDACIONES 

Se recomienda aumentar el número de muestras y la diversidad de regiones de muestreo para obtener 

una representación más amplia de los patógenos asociados a la pudrición del cogollo (PC) en palma 

aceitera. Esto permitiría identificar patrones epidemiológicos y posibles variaciones en la virulencia de 

las bacterias aisladas. 
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10. Actividades extra POA 2024  

Durante el año 2024 el Laboratorio de Fitopatología brindo servicios de identificación de fitopatógeno a 

diversos agricultores, productores y empresas privadas, en el siguiente cuadro se refleja el número de 

servicios brindados por mes.  

Mes Número de Servicios 

Enero 11 

Febrero 1 

Marzo 0 

Abril 1 

Mayo 0 

Junio 0 

Julio 1 

Agosto 1 

Septiembre 1 

Octubre 10 

Noviembre 4 

Diciembre 1 

Total 31 

 


