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RESUMEN

El objetivo principal del estudio fue analizar las técnicas moleculares empleadas en la
identificacion y caracterizacion de bacterias fitopatdgenas asociadas a bacteriosis en arroz (Oryza
sativa L.), mediante un andlisis bibliométrico de la produccién cientifica publicada entre 2013 y
2023. La metodologia consistid en una revision sistematica de literatura en bases de datos como
Redalyc, Dialnet, Scielo, Google Académico, entre otras, utilizando palabras clave relacionadas
con bacteriosis y técnicas moleculares en arroz. Se recopilaron articulos cientificos y tesis de grado,
clasificando la informacién por autores, afio, revista, pais, patogeno estudiado, técnica molecular
y tipo de estudio. El procesamiento de datos se realizd en Excel, generando matrices y graficos
para el andlisis de indicadores como técnica utilizada, temética de estudio, agente causal,
distribucion geografica, productividad autoral y afios de publicacion. Los resultados revelan que la
técnica de PCR y la secuenciacion del gen 16S rDNA son las mas empleadas, predominando los
estudios de identificacion bacteriana. Xanthomonas oryzae es el patdgeno mas estudiado y China
lidera la produccion cientifica. Se concluye que las técnicas moleculares han mejorado la rapidez
y precision en la identificacion de bacterias fitopatdgenas en arroz, aunque existen limitaciones de
acceso tecnologico en algunos paises. Se recomienda fomentar la capacitacion y transferencia
tecnologica, asi como fortalecer redes de investigacion internacional para optimizar el manejo de
bacteriosis en arroz.

Palabras Clave: arroz, bacteriosis, técnicas moleculares, analisis bibliométrico, Xanthomonas
oryzae
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Molecular techniques applied to the study of bacteriosis in rice (Oryza sativa L.):
bibliometric analysis of scientific production

ABSTRACT

The main objective of this study was to analyze the molecular techniques used for the identification
and characterization of phytopathogenic bacteria associated with rice (Oryza sativa L.) bacteriosis,
through a bibliometric analysis of scientific production published between 2013 and 2023. The
methodology involved a systematic literature review in databases such as Redalyc, Dialnet, Scielo,
and Google Scholar, using keywords related to bacteriosis and molecular techniques in rice.
Scientific articles and theses were collected, with information classified by author, year, journal,
country, studied pathogen, molecular technique, and study type. Data processing was performed in
Excel, generating matrices and charts to analyze indicators such as technique used, study topic,
causal agent, geographic distribution, author productivity, and publication years. Results show that
PCR and 16S rDNA gene sequencing are the most commonly used techniques, with bacterial
identification studies predominating. Xanthomonas oryzae is the most studied pathogen, and China
leads scientific production. It is concluded that molecular techniques have improved the speed and
accuracy of phytopathogenic bacteria identification in rice, although technological access remains
limited in some countries. It is recommended to promote training and technology transfer, as well
as strengthen international research networks to optimize the management of rice bacteriosis.

keywords: rice, bacteriosis, molecular techniques, bibliometric analysis, Xanthomonas oryzae
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INTRODUCCION

1 arroz (Oryza sativa L.) es uno de los

principales cereales cultivados a nivel

mundial, es el alimento basico para

mas de la mitad de la poblacion
mundial, ocupa el tercer lugar después del trigo
y maiz en cuanto a superficie cosechada, para el
2021 el area cosechada fue 187.723 ha y una
produccion de 4.20 t/ha (FAO, 2023).
Representa un rubro altamente estratégico en el
aporte calorico de la dieta del pueblo
venezolano, constituyendo asi, uno de los
principales cultivos en la agricultura del pais.
Cultivado en los llanos de los estados
Portuguesa, Guérico, Barinas y Cojedes. La
produccion de este rubro puede verse afectada
por diversos factores bidticos y abidticos
(Rodriguez et al. 2002). En cuanto a los factores
bioticos, las enfermedades constituyen una
limitante en el cultivo, las mas relevantes son las
causadas por bacterias, que hasta hace algunos
afios presentaban poca importancia (Pérez &

Saavedra, 2011).

Entre las enfermedades bacterianas que afectan
el cultivo del arroz, se encuentra el bronceado de
la palea del grano o manchado de la cascara del
arroz, ocasionado por Pantoea agglomerans

(Azizi et al. 2020), rayas marrones causadas por
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de Acidovorax avenae (Lietal.2011), el aiiublo
bacterial y la raya bacteriana de la hoja
ocasionados por Xanthomonas campestri pv
oryzae y Xanthomonas campestri pv orizicola
respectivamente (Chien et at. 2019) y el afiublo
bacteriano de la panicula del arroz, causada por
Burkholderia glumae (Cui et al. 2016), los
cuales son patogenos bacterianos que estan
distribuidos a nivel mundial y las zonas
arroceras de nuestro pais también se han visto

afectada por estas patologias.

Gonzéalez et al. (2011), han reportado Ila
presencia de B. glumae causando pudricioén de
panicula en arroz. Contreras et al. (2001),
identificaron a  Erwinia  herbicola  en
plantaciones de arroz en Lecherito, estado
Guarico y Gonzalez et al. (2015) corroboraron la
presencia de P. agglomerans (sin. E. herbicola)
en las =zonas arroceras de Venezuela.
Xanthomonas oryzae pv oryzae también ha sido
identificada en arroz en Calabozo, estado
Guarico (Guevara y Maselli, 1999; Trujillo et al.
1999), siendo estos patdogenos emergente del

arroz, que cada vez toman mayor relevancia por

los dafios econdmicos causados.

Lo antes expuesto, muestra la importancia de las
enfermedades bacterianas en arroz y la variedad
de géneros que se logran encontrar como

patdgenos, con diferentes sintomatologias, que
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potencialmente pueden afectar el rendimiento de

este importante cereal para la agricultura

venezolana.

En este sentido, su adecuada identificacidén es
relevante para su manejo y control. La
identificacion adecuada de microorganismos
patogenos asociada al cultivo de arroz es
importante en la implementacion de estrategias
para el manejo y el control de enfermedades, se
requiere entonces, la caracterizacion fenotipica y
genética de los patogenos de plantas persistentes
en un area determinada. El método tradicional de
identificacion de bacterias se basa en
caracteristicas fenotipicas (pruebas bioquimicas,
produccion de pigmento, fisiologia y morfologia
de las colonias), cuya determinacidn requiere un
tiempo considerable, ademas, la interpretacion
de los resultados exige experiencia y esta

limitada por la baja especificidad y subjetividad.

No obstante, las técnicas moleculares se
plantean como una alternativa para el estudio de
las bacteriosis, al ser rapidas, sensibles y fiables.
Las técnicas moleculares se proponen como una
nueva y mas rapida alternativa de deteccion al
disminuir el tiempo para la emision de los
resultados de dias a horas. Permite identificar
factores de patogenia, virulencia y resistencia, lo
que aporta alta sensibilidad y especificidad, en

este sentido diferentes estrategias se han
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adoptado para caracterizar bacterias basandose
en el DNA ribosomal. Se han disehado
cebadores o iniciadores para las regiones
altamente conservadas de los genes 5S, 16S y
238, siendo al parecer el uso de la region 16S el
mas adecuado. De esta manera la amplificacion
con cebadores especificos tiene una alta
sensibilidad para discriminar entre diferentes
aislados y permite ademds procesar un gran
numero de muestras en un corto periodo de
tiempo (Tang et al. 2000; Rodisio y Mendoza,
2004).

Un punto importante para el conocimiento y
desarrollo de nuevas tecnologias es la busqueda
y el analisis de la informacion cientifica que ya
existe a nivel mundial en un area especifica.
Romani et al. (2011), menciona que el gran auge
de los estudios bibliométricos permite mejorar el
desempefio investigativo, siendo sus aportes
considerados significativos en el inicio del
proceso cientifico ya que por el desconocimiento
de informacion cientifica de interés las
estrategias y metodologia para mejorar el
desarrollo y progreso de la investigacion pueden

verse afectadas negativamente.

En este sentido se plantea como objetivo
familiarizarse con las técnicas moleculares
utilizadas en el estudio de las bacteriosis en arroz

causadas por Xanthomonas oryzae pv oryzae,

Agroindustria, Sociedad y Ambiente/ ISSN: 2343-6115/ Vol.22 N° 1/enero-junio 2025/Barquisimeto, Venezuela/
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” pp. 88-111.

91



Técnicas moleculares aplicadas al estudio de

bacteriosis en arroz (Oryza sativa L.): analisis

bibliométrico de la produccion cientifica
Burkholderia glumae y Pantoea agglomerans

mediante revision bibliografica critica y su
posterior analisis bibliométrico que promueva el
necesario conocimiento de las diferentes
técnicas y/o metodologias moleculares en el
estudio de bacteriosis en arroz que permitan la
formacion con este tipo de herramientas para
enfrentar tales patologias y ser capaz de disenar
estrategias de identificacion y control de la

bacteriosis en arroz.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revision de articulos cientificos
durante un periodo de 8 semanas. Se establecid
como intervalo las publicaciones entre los afios
2013 y 2023, la busqueda se realizo en bases de
datos tales como: Redalyc, Dialnet, Scielo,
Google Académico, Chemedia, Ref Seeck,
American Society of Plant Biologists,
empleando palabras claves. El procesamiento de
los datos obtenidos se llevo a cabo mediante la
revision de publicaciones (articulos cientificos y
tesis de grado) realizadas en el area de técnicas
moleculares aplicadas al estudios de patogenos
bacterianos en arroz (Oryza sativa) como
Burkholderia glumae, Xanthomonas oryzae y
Pantoea agglomerans con la finalidad de
obtener una data integrada a los objetivos
planteados en dicha revision, esta informacion

permiti6 la construccion de una matriz de datos,
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utilizando una hoja de célculo Excel, para la
consignacion y control de entrada mediante los
indicadores tomados en cuenta para el analisis de
la revision bibliografica, tomandose como
criterio de exclusion los articulos que no

pertenecian al topico de interés.

Se llevo a cabo el registro del nimero total de
articulos publicados clasificindolos como
articulos cientificos y tesis de grado. Cada
registro incluyo los siguientes criterios: Autores,
afio de publicacion, nombre de la revista, ano de
publicacion, pais de origen, patdégeno estudiado,
técnica molecular empleada y tipo de estudio

realizado.

Los indicadores analizados fueron:

Técnica de interés: Se identifico el tipo de
técnica molecular empleada en cada publicacion,
para asi determinar que técnica estd siendo mas
empleada actualmente en los diferentes estudios

realizados en bacterias patdgenas en arroz.

Tematicas de estudio: Se realizé determinando
el tipo de estudio que se efectué en cada
publicacion, analizando si el estudio realizado en
cada publicacion era de identificacion de cepas
bacterianas, estudio de resistencia a bacteriosis
en plantas de arroz o estudio de virulencia de las

cepas patdgenas.
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Agente causal: Permiti6 determinar que

patdgenos bacterianos han sido mas estudiados a
nivel molecular ya sea en el area de
identificaciéon, estudio de resistencia 'y

virulencia.

Distribucion geografica: Se determino la
procedencia de cada una de las publicaciones
para determinar la distribucion de este tipo de
estudios a nivel mundial, se determind la

distribucion por paises y por continente.

Total, de articulos publicados: Se incluyeron
todos los articulos cientificos y tesis de grado
que para el periodo evaluado cumplian con los
criterios de seleccion de la revision cientifica
publicados desde el afio 2013 hasta el afio 2023,

en el periodo de busqueda de 8 semanas.

indice de productividad: Para el indice de
productividad autoral se consideraron los
firmantes principales en cada articulo. También
se agruparon de acuerdo a su productividad,
planteado por Ley de productividad o Ley de
Lotka (1926), cuya ley establece una relacion
cuantitativa entre los autores y las
contribuciones producidas en un campo de
conocimiento durante un periodo de tiempo,
considerando a pequefios productores (autores
con un solo articulo), medianos productores
(autores con 2 a 9 articulos) y grandes

productores (autores con 10 o mas articulos).
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Afos de publicacion: Se determind
cuantificando el numero de publicaciones por
aflo, de forma separada si era articulos
cientificos o tesis, lo que permitié determinar la
produccion por ano de las diferentes

publicaciones en el area de estudio.

Posteriormente a partir de la base de datos y la
matriz obtenida en Excel se realizaron calculos y
matrices por separado para cada indicador para
la realizacion de las graficas correspondientes. A
continuacion, se  realizo el  analisis

correspondiente a cada una de las graficas

obtenidas.

Descripcion de técnicas moleculares y analisis
comparativo.

Se efectu6 una descripcion de las técnicas
moleculares mas utilizadas en los articulos
analizados durante las 8 semana del estudio, los
cuales fueron publicados entre los afios 2013 —
2023, posteriormente se procedié a la realizacion
de un analisis comparativo haciendo énfasis en
ventajas y limitaciones y por ultimo se realiz6
una discusion sobre la tendencia en el estudio de

las bacteriosis mediante estas técnicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 60 articulos fueron obtenido luego de
la recopilacion y depuracion del total de

articulos obtenidos de las diferentes bases de
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datos durante las 8 semanas del estudio. Una vez

obtenidos las tablas y graficas a partir de la base
de datos creada en Excel se presentan los
resultados obtenidos en esta investigacion a
través del analisis bibliométrico de los diferentes

indicadores.

La Figura 1 nos muestra un total de nueve (9)
técnicas utilizadas para la identificacion de
bacterias fitopatdgenas en arroz, aca se observa
que la técnica utilizada con mayor frecuencia es
la técnica de PCR y posterior secuenciacion de
la zona 16S rDNA, la cual fue empleada en 17
publicaciones, lo que representa un 39,53% del
total de publicaciones evaluadas en este periodo,
posteriormente se ubica la técnica de PCR con
marcadores especificos con un total de 7
publicaciones (16,28%) y en tercer lugar se
ubica la técnica de PCR multiplex con 6
publicaciones para un total de 13,95 % de
publicaciones, seguidamente se ubican las
técnicas PCR convencional, PCR tiempo real,
Microarray, PCR con amplificacion isotermal,
RAPD y VNTR, con unos valores de 4,4, 1, 1, 1

y 1 publicaciones, respectivamente.

50
0 - - - l - —_—
SR SIS SN S SR N

Tecnicas empleadas

Publicaciones

B N2Publicaciones % Publicaciones
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Figura 1. Principales técnicas moleculares
empleadas en el estudio de bacterias
fitopatdgenas en arroz segun publicaciones
cientificas en el periodo comprendido entre 2013
—2023

En cuanto a los tipos de estudios moleculares
realizados en el area de bacterias fitopatdgenas
en arroz, se determin6 que en las publicaciones
del periodo 2013 a 2023 revisadas se
encontraron  tres  tipos de  estudios:
identificacion, resistencia y virulencia. Las
publicaciones en 4rea de identificacion
bacteriana fueron un total de 43 publicaciones,
lo que represento un total de 71, 67% del total de
publicaciones analizadas, seguidamente se
ubicaron los estudios de resistencia con un total
de 14 publicaciones, para un total de 23,33% y
por ultimo se ubica los estudios de virulencia con

3 publicaciones, lo que represento un total de 5%

del total de publicaciones.

N B OO ®
o O O O

Identificacion  Estudio de Estudio de
Virulencia resistencia

o

Publicaciones

Tipos de estudios realizados

B N2Publicaciones % Publicaciones

Figura 2. Tipos de estudios realizados en
bacterias fitopatogenas en arroz, mediante el uso
de técnicas moleculares segin publicaciones
cientificas en el periodo comprendido entre 2013
—2023.
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Un total de seis especies de bacterias patogenas

en arroz fueron estudiadas mediante técnicas
moleculares en las publicaciones cientificas en el
periodo 2013-2023, entre ellas tenemos
Burkholderia glumae, Xanthomonas oryzae,
Pantoea agglomerans, Pantoea sterwarti,
Pantoea annanatis 'y Pantoea dispersa. La
especie fitopatdogena en arroz con mayor numero
de publicaciones fue Xanthomonas oryzae con
31 publicaciones lo que represento un 51,67%
del total de publicaciones evaluadas;
seguidamente se ubicaron las especies B. glumae
y P agglomerans con un total de publicaciones
cada una, lo que correspondido a un 30% de
publicaciones  totales (15% y  15%,
respectivamente), seguidamente se ubico la
especie Pantoea annanatis con 7 publicaciones
(11,67%). Por ultimo se ubicaron las especies P.
sterwarti, P. dispersa y otras especies de
Burkholderia con una publicacidn para cada una

de estas especies (figura 3).
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Figura 3. Principales bacterias fitopatdogenas en
arroz, estudiadas mediante el uso de técnicas
moleculares segiin publicaciones cientificas en
el periodo comprendido entre 2013 —2023.
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Un total de 23 paises han publicado sus trabajos
moleculares referente a bacterias patdgenas en
arroz, la revision muestra que el pais con mayor
productividad en estas publicaciones es China,
con 12 publicaciones del total de 60
publicaciones analizadas, lo que representa el
20%, seguidamente, India con 8 publicaciones
para un 13,33%, Benin con 5 publicaciones para
un total de 8,33%, Pakistan y Filipinas con 4
publicaciones para un 6,67% cada uno.
Posteriormente se ubican los paises con 3 o
menos publicaciones; Brasil y Malasia con 3
publicaciones, Turquia, Rusia, Colombia,
Venezuela y Nicaragua con 2 publicaciones y
por ultimo con solo una publicacion se ubicaron
Costa Rica, Panama, Peru, Taiwan, Togo,
Vietnam, Corea, Jiangsul, Indonesia, Nigeria y

Japon.

Se observa que la productividad de
publicaciones en bacterias fitopatdogenas en
arroz usando técnicas moleculares a nivel
mundial el continente asiatico ocupa el primer
lugar en publicaciones en esta area con un total
de 41 publicaciones representando el 68,33% del
total de publicaciones evaluadas, en segundo
lugar, se ubica América con 12 publicaciones
para un total de 20% y por Ultimo se ubica el
continente africano con 7 publicaciones lo que

corresponde al 11,67%.
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Los principales autores de publicaciones con

técnicas moleculares en bacterias en el cultivo de
arroz, la mayoria de estos autores solo tienen una
publicacion en el area. El autor con mas
publicaciones fue Kini, K con 5 publicaciones
(8,3%), seguido de Mohammad F. con 3
publicaciones (5%). En este sentido, los autores
con mas publicaciones se ubican apenas en el
grupo de medianos productores con un 3,3% del
total de publicaciones (con 2 a 9 publicaciones).
Ademas, se ubican solo dos de ellos Kini, K. y
Mohammad F., ubicandose como pequeios
productores el resto de los 58 autores (96,7%)
con solo 1 publicacion por autor.

Cabe destacar que el mayor porcentaje de la
produccion cientifica revisada esta representado
por los articulos publicados en revistas
cientificas con un 92% del total y una minoria de
8% representado por tesis de grado. Con
respecto a estas ultimas, su produccion presenta
pequefias fluctuaciones entre los afios 2014 al
2018 en contraste con una produccion nula desde
el afio 2019 al 2023. Igual comportamiento de
fluctuacion se muestra para los articulos
cientificos desde el ano 2013 al 2018, sin
embargo, desde el 2019 al 2023 solo se observo
la productividad para este tipo de articulos,
alcanzando para este periodo la linea
correspondiente a la de total de publicaciones

por afio durante ese periodo.
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Es importante resaltar que el afo de mayor
produccion de articulos en el area estudiada se
ubico en el ano de 2020 con un total de 21,67%
del total de trabajos publicados en el periodo
evaluado y el afio con el menor numero de
publicacion fue 1 afio 2023, con el 3,33% del

total evaluados.

En lineas generales se resalta que, la presente
investigacion muestra informacion bibliométrica
que no se ha encontrado reflejada anteriormente
para esta area de investigacion, los resultados
muestras el auge que ha tomado el uso de
técnicas moleculares para el estudio de
bacteriosis en arroz, con muy poca informacion
en Venezuela, pero que a nivel mundial se
encuentra con gran relevancia, tanto en el
estudio de identificacion del patogeno
bacteriano en cuestion, como el estudios de

resistencia y de virulencia.

En el mismo orden de ideas, Angarita et al.
(2017), realizaron estudios similares en el area
de la medicina, estos autores pudieron realizar su
estudio bibliométrico también en un periodo
corto de revision y obtencion de articulos en las
diferentes bases de datos, realizando su analisis
a partir de 56 publicaciones en un periodo de 5
afios y usando en su analisis la clasificacion por
tema de interés, autores y fecha de publicacion

estos autores encontraron como resultado que las

Agroindustria, Sociedad y Ambiente/ ISSN: 2343-6115/ Vol.22 N° 1/enero-junio 2025/Barquisimeto, Venezuela/
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” pp. 88-111.

96



Técnicas moleculares aplicadas al estudio de
bacteriosis en arroz (Oryza sativa L.): analisis
bibliométrico de la produccion cientifica

5 técnicas moleculares que mas aportaron a la

investigacion durante el periodo evaluado fueron
RCP, Secuenciacion; Hibridacion de sondas de
ADN, RAPD y RFLP, concluyendo ademas que
las técnicas moleculares permiten el estudio de
genomas completos o secuencias especificas de
ADN cortas o largas con el fin de detectar y
analizar secuencias de interés para la
investigacion tanto en las ciencias agrondmicas
como en las ciencias médicas, resaltando el nivel
de confiabilidad, especificidad, sensibilidad y
flexibilidad que este tipo de analisis muestra

comparandolo con los métodos fenotipicos.

En cuanto a salud publica también se ubican
articulos de revision en el area de técnicas
moleculares para la deteccion e identificacion de
patogenos de alimentos. Carmajo y Gonzalez
(2014), reportaron un namero significativo de
técnicas moleculares alternativas, sensibles y
selectivas para la deteccion, enumeracion e
identificacion de microorganismos patégenos de
alimentos, siendo la PCR la técnica mas utilizada
y perfila la secuenciacion de alto rendimiento
como una técnica de gran aplicabilidad a futuro,
ademas estos autores hicieron referencia que a
pesar de las ventajas de estas novedosas
metodologias, es necesario reconocer también
las limitaciones de las mismas, las cuales deben

ser trabajadas arduamente para superarlas.
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El andlisis bibliométrico también ha sido
aplicado para el estudio de elicitores, con la
finalidad de promover el desarrollo de
investigaciones que permitan el estudio de tan
importante alternativa en método de control de
enfermedades, en este sentido, Romero, 2021
realizo sus estudios enfocado en la revision
sistematica de la produccion cientifica del
efecto de elicitores en la expresion de genes PR
(Pathogenesis Related) en plantas a nivel
mundial, orientando su investigacion en pro de

planes de mejoramiento genético.

La técnica mas utilizada en los estudios
evaluados durante el tiempo de la investigacion
muestra en primer lugar la técnica de PCR en sus
diversas variantes tales como: PCR y posterior
secuenciacion de la zona 16S rDNA, PCR con
marcadores especificos, PCR multiplex, PCR
convencional, PCR tiempo real y PCR con
amplificacion isotermal, seguida de técnicas
como Microarray, RAPD y VNTR. Sin embargo,
en cuanto a la finalidad del estudio, analizamos
las principales técnicas incluyendo sus variantes
utilizadas en el estudio de bacteriosis en arroz,
observandose tal como se menciond
anteriormente que estas técnicas y/o variantes
fueron PCR y posterior secuenciacion de la zona

16S rDNA, PCR con marcadores especificos y
PCR multiplex.
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Estos métodos genotipicos permiten el estudio

del genoma de microorganismos causales de
enfermedades y ademas permiten sean
determinadas caracteristicas polimoérficas entre
los individuos analizados (Tamay, 2013), estas
pruebas se fundamentan en la localizacion del
material genético del individuo en estudio
permitiendo generar cambios en el patron y
expresion genética del mismo ademés de mostrar
alternativas invariables y reproducibles (Whale

et al. 2016).

Descripcion y Analisis comparativo de las
técnicas moleculares mas utilizadas en el
estudio de bacteriosis en arroz.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Ha
sido la principal herramienta diagndstica con la
que se ha logrado aprovechar al maximo las
bondades de la biologia molecular a tal punto de
alcanzar gran valor y versatilidad como técnica
de amplia utilidad en los analisis genéticos
debido a su adaptabilidad y aplicabilidad
(Rochelle et al 1997). La utilidad de la PCR
inicia aproximadamente en el afio 1971, cuando
Kleppe y colaboradores en el Journal of
Molecular Biology describieron por vez primera
este método como una técnica que mediante el
uso de enzimas se podia replicar una secuencia
pequeiia de ADN in vitro. Sin embargo, no fue si
no unos aflos mas tarde que recibe una mayor

atencion llevandose la autoria de esta técnica
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Kary Mullis perteneciente a la Cetus
Corporation, California SA (Bolivar et al. 2014).
El descubrimiento de la PCR una de las técnicas
mas revolucionarias de la biologia molecular de
las ultimas décadas, la cual ha permitido el
impulso de nuevas técnicas mas faciles y

efectivas (Arredondo, 1993).

El método de PCR es una técnica que su
aplicabilidad costa de tres fases; La primera de
ella es la desnaturalizacion de la doble cadena de
ADN genomico para formar dos hebras simples,
donde los iniciadores o marcadores pueden
unirse, durante este proceso ocurre a una
temperatura de 95°C. Luego ocurre el
alineamiento de cada uno de los iniciadores (Con
una longitud de 18-25 nucleotidos y con una
secuencia basada en la informacion de Ila
secuencia del ADN molde) a su respectiva
cadena molde para flanquear la region especifica
que va a ser amplificada, la temperatura de esta
varia dependiendo de las caracteristicas del
iniciador (longitud, porcentaje de GC, Tm) pero
en términos generales debe ser 5°C por debajo
de su Tm. Finalmente la tltima fase es la de
extension a 72°C, y posterior sintesis de la copia

de la cadena molde a la cual se unio6 el iniciador.

Estas tres etapas forman un ciclo que se repite de
manera secuencial aproximadamente unas 30 a

45 veces hasta lograr obtener un gran numero de
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copias de doble cadena de los fragmentos de

ADN de interés. El producto sintetizado en un
ciclo sirve como molde en el siguiente (Nel,
2003). Estos fragmentos son visualizados
mediante electroforesis en geles de agarosa o
acrilamida, y tefiidos con bromuro de etidio o

plata.

La PCR convencional y la PCR en tiempo real
se han utilizado como los principales métodos
para la identificacion de varias especies de
Burkholderia sp. en muestras de suelo, de agua,
de plantas infectadas y de células de mamiferos
(Nandakumar et al. 2008). En este sentido,
Palacio-Bielsa et al. 2009, plantean que el bajo
numero inicial de copias de secuencias de ADN
del patdgeno, provocan que los primeros ciclos
de amplificacion sean criticos, dando lugar a
falsos negativos; también reportan que algunos
compuestos derivados de las plantas pueden

actuar como inhibidores de la PCR.

Para evitar la posibilidad de obtener falsos
negativos, estos autores implementaron una
metodologia sencilla para la identificacion
especifica de B. glumae en aislados y en
paniculas de plantas de arroz, mediante la
utilizacion de iniciadores (glu-FW y glu-REV)
que amplifican una secuencia del gen gyrB,
mediante la siembra de paniculas en medio LB

para la obtencion de cultivos bacterianos y su
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posterior aislamiento de ADN e identificacion
por PCR. Los métodos de enriquecimiento
facilitan la deteccion de patogenos por medio del
aumento de su numero y la disminucion de los
inhibidores y han logrado el éxito en la
identificacion de bacterias tanto en muestras de
suelo, semillas y tejidos de plantas

asintomaticas.

Los resultados en la identificacion por PCR
pueden llegar a mostrar un alto porcentaje de
muestras positivas para B. glumae, lo que
permite inferir la distribucion de este patdgeno
en las zonas de estudio con bacteriosis en arroz
(Galvis y Carrillo, 2014). Otros estudios sobre el
uso de esta técnica de PCR convencional y/o uso
de primer especificos son mencionados por
diferentes autores, entre ellos Fornos et al., 2022
(Nicaragua), Yan et al. 2020 (China), Yugander
el al. 2021 (India), Mohammad et al., 2019
(Malasia), Galvis y Carril, 2015 (Colombia) para
la identificacion de especies  como

Xanthomonas oryzae, Pantoea sp. y B. glumae

patdgenos en arroz.

La PCR multiples (multiplex-PCR o mPCR),
son reacciones que consiguen amplificar
simultaneamente en una Unica reccion,
diferentes secuencias diana. Con el desarrollo de

protocolos de mPCR mediante la utilizacion de

PCR en tiempo real (RT-PCR) también se han
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observado resultados muy prometedores de

forma que se puede monitorizar la cinética de
reaccion, conocer la cantidad de ADN molde y/o
detectar la presencia de variaciones genéticas
(Vinueza, 2009). Diversos estudios han
demostrado que la especificidad, el rendimiento
y la fidelidad de la PCR se encuentra
directamente influenciada por los diversos
componentes que integran la técnica: la mezcla
de reaccion, el régimen de ciclaje y la ADN

polimerasa (Rodriguez y Barrera, 2004).

La técnica de PCR multiple ha sido utilizada en
la identificacioén de patdgenos en plantas, en este
sentido encontramos los trabajos de Mohamad et
al. 2020; Kini et al. 2016 y Kini et al. 2018
quienes han utilizado esta técnica para estudios
de identificacion de Pantoea agglomerans y
Pantoea annanatis, agentes patdgenicos en el
cultivo de arroz en paises africanos. La técnica
de PCR tradicional, al igual que la técnica de
PCR en tiempo real también se ha empleado
para la identificacion de Burkholderia glumae en
América latina, otro patdgeno importante en
arroz, como lo es Xanthomonas oryzae también
ha sido identificado mediante esta técnica, en
trabajos realizados en Brasil y en la India (Souza
el al., 2015 y Tayi et al., 2016). La utilidad de
esta técnica es amplia y versatil, igualmente se
ha demostrado su uso en otras éreas de

investigacion, como en la microbiologia humana
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y veterinaria, donde ha sido aplicada con cierto
éxito al diagndstico rutinario de algunos agentes

patogenos (Lamoth et al. 2010).

Otra de las técnicas mas empleadas en el estudio
de Dbacteriosis arrojada por la presente
investigacion, es la utilizacion de PCR y
posterior secuenciacion de la zona 16S rDNA, en
este sentido se menciona que el método
molecular de identificacion bacteriana mediante
secuenciacion del ADNr 16S incluye tres etapas:
a) amplificacion del gen a partir de la muestra
apropiada; b) determinacion de la secuencia de
nucledtidos del amplicén, y c) andlisis de la
secuencia. La amplificacion del ADNr 16S se
consigue en un termociclador, gracias a la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Como sustrato se utiliza normalmente ADN
purificado a partir de un cultivo puro del agente
patogeno, en esta etapa se llevan a cabo las
reacciones de secuenciacion y el andlisis de los
productos por electroforesis, por ultimo se
realizara la comparacion de la secuencia del
ADNTr 16S con las depositadas en bases de datos,
las cuales pueden ser de acceso es libre a través
de internet, como GenBank NCBI (National
Center for Biotechnology Information) vy
RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical
Microorganisms), entre otras. Ademads, de las de
acceso privado como: MicroSeq (Applied

Biosystems) y SmartGene IDNS (Integrated
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Database Network System) (Rodisio y Mendoza,

2004).

Rodisio y Mendoza (2004), mencionan la gran
utilidad de esta técnica en el diagnostico
microbioldgico en el area de la medicina. Ellos
mencionan que, la identificacion basada en la
secuenciacion del gen que codifica el ARNr 16S
en los laboratorios clinicos se centra
principalmente en cepas cuya identificacion por
métodos fenotipicos resulta imposible, dificil o
requiere mucho tiempo, incluyendo casos como:
Bacterias no cultivables presentes en muestras
clinicas, hecho que en ocasiones ha conducido al
descubrimiento de nuevos agentes patdogenos;
Bacterias cuyas caracteristicas bioquimicas no
se adaptan a las de ningin género o especie

reconocido.

Bacterias para las cuales la caracterizacion
fenotipica sea sustancialmente deficiente,
fastidiosas, a

también para  bacterias

consecuencia de sus requerimientos
nutricionales; ademas para la identificacion de
bacterias de crecimiento lento, que retrasa
considerablemente la identificacion
convencional. El uso de esta técnica también es
mencionado para la identificacion de agentes
patdgenos de importancia en la agricultura, en
este sentido se ubican estudios de identificacion

de especies bacterianas patogenas en arroz en
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diferentes lugares del mundo. Mangula y Padma,
2020 utilizaron esta técnica para la identificacion
de Xanthomonas oryzae en arroz en la India,
también para el caso de Pantoea annanatis 'y P.
dispersa en Brasil y en Malasia (De souza et al.

2015 y Toh et al. 2019).

Los Microarray o Microarreglos (chip de ADN 6
gene chip) consiste en multiples fragmentos de
ADN complementario, donde cada uno
representa a un gen diferente, el cual se
encuentran adheridos a un soporte de plastico,
silice o vidrio. Hoy en dia pueden incluir hasta
40.000 fragmentos distintos por cada centimetro
cuadrado de espacio, de este modo podemos
decir que disponen practicamente de todo el
genoma en estudio. Los microarreglos de ADN
es una de las aplicaciones mas importantes para
la informacion obtenida de la secuenciacion
sistematica de los genomas completos
(Ramirez,2003). Los microarreglos estan
basados en la hibridacion de acidos nucleicos, es
decir, la unidon de dos cadenas complementarias
de ADN para formar una de doble cadena,
ademads permiten hacer andlisis comparativos y
simultaneos de cémo se van expresando cientos

de genes en un solo experimento.

El procedimiento basico para la construccion de
los microarreglos es el siguiente: En primer

lugar, marcar la muestra del tejido a estudiar con
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una molécula fluorescente, luego, aislar el

mRNA de las células de interés y proceder
acopiarlo mediante una sintesis in vitro para
pasarlo a c¢DNA (ADN complementario).
Desnaturalizar (separar) el cDNA para obtener
hebras simples a partir de dobles.
Posteriormente, colocar dichas hebras en el
microarreglo, donde seran atraidas por las hebras
que estan fijas en ¢él, provocando la unioén para
volver a formar una estructura de doble hélice
que sera similar a la del ADN (hibridacion),
seguidamente se hace el lavado del microarreglo
para quitar las hebras simples de nuestra muestra
que no se hayan hibridado. Y por ultimo, se
realiza el escaneo del microarreglo con un laser
para poder cuantificar la fluorescencia de cada

gen (Rivas y De Las Rivas, 2005).

Son muchas las aplicaciones que tienen los
microarreglos, pero principalmente su uso es
conocido en el area de la medicina, ciencias
bioldgicas y alimentos, esta util y avanzada
técnica permite obtener perfiles de expresion de
distintos microorganismos, mecanismos de
resistencia, efectos de agentes controladores,
entre otros. En la actualidad, al igual que otras
técnicas moleculares son empleadas en las
investigaciones agricolas y en cuanto a la
presente investigacion los microarrays toman un
lugar importante en su consideracion como

técnicas empleadas para la identificacion de
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cepas de Xanthomonas oryzae en China (Kong,
2020), asi como también en estudios de
resistencia en plantas de arroz afectadas por este
mismo patdégeno bacteriano en Filipinas y

Jiangsu (Chin Xi et al. 2020 y Kong et al. 2020).

Los RAPD son marcadores moleculares,
empleados en estudios sobre microrganismos
patogenos, entre ellos, los patdgenos
bacterianos. Los RAPD, pronunciado rapids,
(Random amplified polymorphic DNA) son un
sistema de deteccion de polimorfismos en la
secuencia de ADN, basado en la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR)1. Cuando
amplificamos por PCR un fragmento de ADN
especifico solemos emplear dos cebadores
distintos, de secuencia complementaria a sus dos

extremos, lo que implica el conocimiento previo

de la secuencia a amplificar.

Los marcadores RAPD se basan en una sencilla
estrategia que permite obviar este requerimiento.
En la PCR se emplea un tnico cebador, corto y
de secuencia arbitraria. Se utilizan ciclos de
hibridacion del cebador a baja temperatura para
amplificar un conjunto de fragmentos
gendémicos. Tras la  amplificacion, los
fragmentos se separan por su tamafio mediante
electroforesis en gel. De esta forma, en cada
PCR se amplifica un conjunto de fragmentos

distribuidos aleatoriamente por el genoma del
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individuo analizado. Todos ellos tienen en

comun que se encuentran flanqueados por la
secuencia del cebador empleado, en orientacion
directa y reversa-complementaria,

respectivamente (Pico y Pérez, 2020).

Esta técnica es de gran utilidad y tal como se ha
mencionada anteriormente tiene una ubicacion
importante entre las técnicas moleculares
empleadas en el estudio de patdgenos, en
trabajos sobre bacteriosis en arroz, se ubican
investigaciones realizadas principalmente en la
identificacion de Xanthomonas oryzae en India
(Raj et al., 2014), en Pakistan (Muhammad et al.
2022) y en Nigeria en investigaciones de
identificacion realizada por Onasanya et al.

2013.

Otra técnica utilizada para el estudio de
bacteriosis en arroz son los VNTR, Los VNTR
(variable number of tandem repeats) Son
marcadores basados en la hibridacion del ADN,
también conocidos como minisatélites, los
cuales son repeticiones en tandem de secuencias
del genoma que contienen de 9 a 100 pares de
bases. El numero de repeticiones es variable,
pero en general es menor a 1000. Existen dos
formas de detectar los VNTR ya sea por
hibridacién o mediante el uso de las técnicas de
PCR. ElI ADN genomico es digerido mediante la

utilizacion de enzimas de restriccion que
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reconocen los sitios de restriccion que flanquean
las repeticiones en tandem, los cuales son
separado a través de electroforesis e

inmovilizado en una membrana.

Estos fragmentos con diferentes longitudes son
detectados utilizando sondas disefiadas a partir
de las secuencias de ADN que flanquean las
repeticiones o a partir de las repeticiones
mismas. En VNRT las sondas estan constituidas
por secuencias homodlogas a las secuencias
repetidas de los minisatélites, por lo tanto, todos
los locus hipervariables son detectados
simultaneamente. Estos minisatélites también
pueden ser revelados mediante la amplificacion
por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa de los segmentos conteniendo
diferentes nimeros de repeticiones, utilizando

primers, que flanqueen dichos segmentos.

Ventajas y Limitaciones de las técnicas
Moleculares

La identificacion, asi como otros tipos de
estudios en patogenos en plantas mediante
métodos moleculares ha tomado gran relevancia
en los tltimos tiempos, lo que ha llevado consigo
investigaciones que promueven la mejora en el
entendimiento de los patosistemas,
identificaciones precisas de entes patdgenos, que

va en pro del fortalecimiento de la seguridad

alimentaria a nivel mundial, estas técnicas,
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aunque costosas ofrecen muchas ventajas (Tabla

1). La PCR , la cual es una de la técnicas mas
utilizadas en la deteccién e identificacion de
bacterias patdégenas en arroz ha permitido
fielmente tales alcance en vista que es una
técnica que ofrece rapidez, buen limite de
deteccion, especificidad y sensibilidad, facil
automatizacion y capacidad de procesamiento de
grandes cantidades de muestras (Méndez y

Pérez, 2004).

La PCR no depende de algunas condiciones
fisiologicas necesaria para el desarrollo y
utilizacion de algunas técnicas de diagnostico
convencionales, ademas, a través de los métodos
moleculares se pueden identificar patogenos que
por sus exigencias nutricionales no pueden ser
diagnosticado por métodos convencionales
(Vinueza, 2009). En contraste a las ventajas
ofrecidas por estas técnicas, también el uso de

estas presenta desventaja.

Entre las principales limitaciones se ubica que
estas, no estan ampliamente incorporados en los
métodos estandarizados, por lo cual resultan
inadecuados en algunos casos. Aunado a esto,
requieren, en comparaciéon con los métodos
convencionales, equipos y reactivos de alto
costos, son técnicas complejas que requiere
personal calificado en el area, requiere uso de

productos quimicos peligrosos, por lo que para
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procesar numerosas muestras puede hacerse

poco préactico (Spaller, 2001).

Ventajas y limitaciones de las técnicas
moleculares utilizadas para la identificacion

de patogenos bacterianos en arroz:

1. Técnica: PCR y posterior secuenciacion
16S

Ventaja: Muy util por la zona altamente
conservada que analiza.

El tamafio largo de los ARNr (16S) minimiza las
fluctuaciones estadisticas en los analisis.
Identificacién en 1-2 dias (luego de aislado
puro).

M¢étodo rapido y preciso.

Util en bacterias fastidiosas y coryneformes.
Limitaciones: Es una técnica muy laboriosa.
Requiere la comparacion de secuencias.
Requieren de infraestructura y equipos
adecuados y de alto costo.

2. Técnica: PCR simple y PCR multiple

Ventaja: Alta especificidad y sensibilidad.
Resultados precisos.

Diferenciacion de varios serotipos de
microorganismos.

Identificacion de patdégenos en diversos
huéspedes y tipo de muestra.

No requiere cultivo puro.

PCR Multiplex: Permite detectar varios
patdgenos al mismo tiempo.

Limitaciones: Se requiere de electroforesis para
poder observar los productos.

No discrimina entre células vivas o muertas.
Muy laborioso optimizar las condiciones de
PCR.

3. Técnica: PCR tiempo real
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Ventaja: No es afectada por amplificaciones no

especifica.

La amplificacion puede ser monitoreada en
tiempo real.

La amplificacion se confirma mediante curvas
de fusion.

Es altamente especifica y sensible.
Limitaciones: Labilidad del ARNm
Dificultosos realizar ensayos multiples.
Posibilidad de contaminacion cruzada.

4, Técnica: Microarray

Ventaja: Analisis en 2-4 horas.

Analisis multiple garantizado.

Fécil inclusion de blanco adicional

Alta sensibilidad y especificidad.

Limitaciones: Requerimiento de kits o de PCR
para marcar genes blancos.

No distingue entre células muertas y células
vivas

5. Técnica: RAPD

Ventaja: Sistema sencillo.

El proceso es rapido y economico.

Los requerimientos de infraestructura son
minimos.

Formacion de personal e informacion previa de
secuencia.

Limitaciones: Interpretacion dominante.

Falta de reproducibilidad si no se ajustan bien las
condiciones.

Restricciones en la estima de la similitud o
disimilitud genética.

6. Técnica: VNTR

Ventaja: Permite explorar el polimorfismo en la
longitud de los

fragmentos de restriccion en cada locus
hipervariable.

Utiliza el polimorfismo en el numero y
distribucion de estos loci a lo largo del genoma.
Permite la visualizacion simultdnea de diversas
regiones del mismo.

Escalona Rodriguez, Yoleidy; Hernandez, Alexander y

Jiménez de Najul, Victoria

Limitaciones: Es una técnica muy laboriosa y
dificil de automatizar.

Requieren de infraestructura adecuada para
mantener las sondas.

Utilizacion de radiactivos.

En general, son muchas las técnicas moleculares
empleadas para el estudio de bacteriosis en
arroz, para los diferentes estudios que se
pudieran realizar en este patosistema,
encontramos su uso para la identificacion de las
bacterias  patogenas, su variabilidad vy
comportamiento genéticos; también se ubican
estas técnicas con la finalidad de identificar y
estudiar genes patogénicos en cada una de ellas,
que permitan una vision mas amplia del
complejo de patogenicidad de dichas bacterias,
pero que también pueden permitir el
entendimiento de la capacidad de respuesta de la
planta hospedante. Todo esto es posible por el
avance en las técnicas moleculares y su amplia
utilidad en las investigaciones cientificas del

agro.

CONCLUSIONES

Al analizar la informacion publicada en los
estudios cientificos a nivel mundial, se
determind que las técnicas moleculares mas
utilizadas en el estudio de bacteriosis causada
por Xanthoomonas oryzae, Pantoea

agglomerans y Burkholderia glumae son: La

técnica de PCR y posterior secuenciacion de la
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zona 16S rDNA, PCR con marcadores
especificos y PCR multiplex. Mientras que las
otras técnicas como PCR convencional, PCR
tiempo real, Microarray, PCR con amplificacion
isotermal, RAPD y VNTR, son utilizadas en

menor escala.

El analisis de la produccion cientifica sobre
técnicas moleculares en el estudio de bacteriosis
en arroz, permitid determinar que el mayor
porcentaje de estudios moleculares estan
enfocado en la identificacion de bacterias
fitopatogenas en arroz con mas del 70% de
publicaciones evaluadas, seguidamente se ubica
estudios de resistencia 'y por ultimo

publicaciones referente a estudios de virulencia.

Una vez analizadas las publicaciones cientificas
sobre técnicas moleculares aplicadas al estudio
de bacteriosis en arroz se determind que el
patogeno bacteriano mas estudiado fue
Xanthomonas oryzae, seguido de B. glumae y P.

agglomerans.

Se determind que la investigacion en América
sobre el uso de técnicas moleculares en el
estudio de bacteriosis en arroz se ubica en un
desarrollo  cientifico moderado con un
porcentaje de 20% de publicaciones del total
evaluadas para el periodo del presente estudio,
donde pudiera mencionar que en los inicios de

este desarrollo se ubica el continente africano
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(con un 11.7% de publicaciones en el area) y el
continente Asidtico se ubica en la cuspide del
desarrollo cientifico, por ser los mayores
productores de publicaciones cientificas con el
uso de técnicas moleculares en el estudio de

bacteriosis en arroz.

En cuanto al indicador de productividad, este
permitio determinar que el mayor porcentaje de
investigaciones en el area de estudio sobre
bacteriosis en arroz esta representadas por
publicaciones cientificas tipo articulo cientifico
que representa el 92% del total de los estudios
evaluados y el resto representado por tesis de
grado con el 8%. Asi mismo se determind que
del total de autores de los estudios evaluados, un
96% de ellos se ubican en la categoria de
pequeiios productores, segiun la ley de

productividad de Lotka.

En Venezuela, el uso de técnicas moleculares a
nivel nacional para la identificacion de
patdgenos bacterianos, asi como otros estudio
que conlleven al entendimiento de bacteriosis en
arroz se encuentran en un porcentaje muy bajo
comparado con otros paises, lo que demuestra
una necesidad de inversion de recursos
econdmicos en las diferentes unidades de
investigaciones agricolas que fomenten esta area
cientifica en pro de un mayor entendimiento de

este patosistema en busqueda de estrategias que
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permitan disminuir las perdidas en cosechas de

arroz debido al efectos de estos agentes

bacterianos.

RECOMENDACIONES

Promover el aumento de lineas de investigacion
en técnicas moleculares para la identificacion de
bacterias fitopatdgenas en arroz, asi como
también aquellas que promuevan estudios de
resistencia y/o virulencia en este tipo de
patosistema, que fortalezca el conocimiento en
esta area y permita dilucidar estrategias de
manejo y control de enfermedades bacterianas

€n arroz.

Realizar  vinculos entre organismos e
instituciones nacionales para crear lineamientos
que promuevan el desarrollo de este campo
cientifico mediante la colaboracion entre
investigadores y la asignaciéon de recursos
econdomicos para generar mayor numero de
proyectos de investigacion y publicaciones en el
area de técnicas moleculares para el estudio
enfermedades patdogenas en cultivos de

importancia agricola en el pais.

Se sugiere proyectar trabajos de investigacion
para la obtencion de informacion cientifica sobre
el tema de estudio y andlisis de documentos
cientificos que sean utilizados como base para el

lineamiento de la investigacion y de las
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publicaciones sobre técnicas moleculares en esta

area de la fitopatologia.

Por ultimo, se recomienda que a nivel nacional
se logre profundizar en estudios de patdogenos
bacterianos y cultivos de importancia agricola
que estén relacionados a la biologia molecular
enfocados a patdégenos en plantas para
incrementar las publicaciones en esta area y
poder obtener un mejor desempefio a nivel
internacional a la hora de presentar nuestros

estudios sobre nuestros problemas

fitopatoldgicos.
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