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RESUMEN

Asocio del ácido oxálico y peróxido de hidrógeno en el proceso infectivo de la bacteria Burkholderia 
glumae en el cultivo de arroz (Oryza sativa). El estudio se realizó en el Laboratorio de Fitoprotección del 
Instituto Nacional de Innovación y Transferencia en Tecnología Agropecuaria (INTA) entre los meses de abril 
y septiembre del año 2018. El objetivo fue determinar la importancia del ácido oxálico y el peróxido de hidró-
geno en el proceso infectivo de Burholderia glumae en la fase vegetativa (follaje) y reproductiva (panículas) 
del arroz. Los resultados obtenidos evidenciaron que se logró determinar en forma indirecta, mediante la 
inoculación de varias cepas de B. glumae en hojas de café, el rompimiento del tejido celular del follaje debido 
a la liberación de ácido oxálico. La incidencia en el daño mecánico osciló entre 50% y 100% por el envés 
de la hoja y de 6.25% a 56.25% por el haz de la hoja. Los análisis de refracción de rayos X elaborados a 
través de microscopía electrónica de barrido identificaron la presencia de cristales de calcio, con valores 
obtenidos entre 3.8 y 4 KeV (Electronvoltios) los cuales provenían del asocio del ácido oxálico liberado por la 
bacteria en adición con las moléculas de calcio del sustrato artificial empleado. Se obtuvo una modificación 
del sustrato artificial tradicional empleado para el crecimiento de bacterias del género Pseudomonas spp, el 
cual consistió en la adición de peptona a base de sólidos de leche (10g / 500ml de agua destilada estéril), a 
fin de proporcionar el elemento calcio e inducir a la bacteria a la producción de cristales de oxalato de calcio. 
Los tratamientos con aplicaciones individualizadas de ácido oxálico sintético y peróxido de hidrógeno sinté-
tico al 2% mostraron síntomas coincidentes con los daños inducidos por la bacteria en condiciones natu-
rales. La mezcla de ambas sustancias (ácido oxálico + peróxido de hidrógeno) evidenció aún más la similitud 
con los síntomas que desarrolla la bacteria en condiciones naturales. Los resultados logrados evidencian la 
importancia que tienen ambas toxinas en el proceso de patogénesis de Burkholderia glumae en el cultivo de 
arroz y la necesidad de realizar estudios para la búsqueda de sustancias supresoras o inhibidoras de estas 
toxinas en pro de su empleo en planes de manejo integrado de esta bacteria.
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INTRODUCCIÓN

La enfermedad del añublo bacterial de la 
panícula del arroz es inducida por la bacteria 
Burkholderia glumae y se caracteriza por afectar 
severamente el llenado del grano. Se reportó 
por primera vez en Japón en la década de los 
50, luego fue diseminada entre los años 1995 y 
1996 en China, Taiwán, Corea, India, Filipinas y 
Tailandia. En Colombia se identificó en el año 1987 
con bajos niveles de incidencia, en el año 1996 se 
reportó en los arrozales de Luisiana en los Estados 
Unidos y en Panamá en el año 2006 (Prado, 2010). 
La bacteria no produce pigmento fluorescente en 
el medio de cultivo BDKing, es gram negativa y 
posee entre uno a tres flagelos. En orden de impor-
tancia y bajo las condiciones agroclimáticas de 
Costa Rica, dentro de los síntomas que provoca 
en el cultivo del arroz se destacan los siguientes: 
1- Panícula erecta, 2- Decoloración, manchado 
y vaneamiento de la panícula, 3- Manchado de 
las espiguillas de color cafezusco a pajizo, 4- En 
planta adulta, decoloración de la vaina de la hoja 
bandera, 5- En el follaje, lesiones ligeramente irre-
gulares de color pajizo y rodeadas de un borde 
café, del borde de la hoja hacia adentro, esto en 
condiciones de alta incidencia y 6- En la plántula, 
pudrición de aspecto acuoso en el tallo y la hoja.

La presencia de la enfermedad se ve favore-
cida por altas temperaturas nocturnas (28ºC), altas 
temperaturas diurnas (32-38ºC) y alta humedad 
relativa (> 80%) (Mew, 1992). La enfermedad se ve 
favorecida por el uso de altas concentraciones de 
nitrógeno y se disemina por salpique de lluvia con 
vientos fuertes y contacto de planta a planta. La 
bacteria infecta la semilla y puede crecer epifítica-
mente en el tejido de las plantas a bajas concen-
traciones hasta la emergencia de la panícula, en 
donde invade los espacios entre las células de la 
epidermis externa y el parénquima esponjoso del 
lema, caracterizado por tener paredes celulares 
delgadas (Mew, 1992).

Los factores de virulencia que destacan a 
este patógeno son: la producción de la toxina 
toxoflavina, producción de enzimas lipasas y 
catalasas y la formación de flagelos (Rush, et al. 
2010). Muchos autores mencionan la importancia 
de la toxina toxoflavina como un agente crítico 
en la infección de la bacteria (Sato et al. 1989; 

Ham et al. 2011; Jeong et al. 2003; Florez y 
Uribe 2011; Latuasan y Berends 1961; Matsuda 
y Sato 1988; Shingu y Yoneyama 2004; Suzuki 
et al. 2004 y Iiyama et al. 1995). Pocos autores 
hacen mención del ácido oxálico en la bacteria 
Burkholderia glumae (Nakata y He 2010; Kato, 
et al. 2013; Kato, et al. 2014 y Oh, et al. 2014).

Otros autores hacen mención de la presencia 
de oxalatos (ácido oxálico) en microorganismos 
en general; tales como hongos y bacterias, inter-
viniendo en factores relacionados con la protec-
ción hacia ambientes alcalinos (Dutton y Evans 
1996, Sayer y Gadd 1997, Appanna y Hamel 1999; 
Green y Clausen 2003), como factor de virulencia 
(Duttons y Evans 1996; Hegedus y Rimmer 2005) 
en la viabilidad de las células (Lambert y Nakata 
2016) y obtención de nutrientes (Shimada et al. 
1994; Dutton y Evans 1996; Gharieb, 2000 y Munir 
et al. 2001).

En este estudio se realizaron una serie de 
pruebas en orden cronológico con la finalidad de 
responder a los siguientes objetivos: 1- Determinar 
si Burkholderia glumae induce lesiones en hojas 
de café (Coffea arabica) producto de la liberación 
de ácido oxálico, 2- Determinar si hay formación 
de cationes de calcio asociados a la producción 
de ácido oxálico, 3- Desarrollar un sustrato artifi-
cial para favorecer la producción de ácido oxálico 
en la bacteria Burkholderia glumae, 4- Evaluar 
diferentes concentraciones de ácido oxálico y 
peróxido de hidrógeno y su efecto sobre espigas 
y follaje de arroz y 5- Evaluar el efecto solo y 
combinado de una concentración determinada de 
ácido oxálico y peróxido de hidrógeno sobre las 
panículas de arroz.
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Determinación de cristales de oxalato de calcio producidos por B. glumae

Para el crecimiento de Burkholderia glumae 
se implementó el sustrato artificial BDK a base de 
peptona, pero proveniente de sólidos de leche, 
el cual suministra calcio dentro de su compo-
sición (cuadro 1). Para el crecimiento exponen-
cial de la bacteria se utilizó este medio, pero 
sin agar (medio liquido) en un volumen de 30 ml 
y se sometió durante 48 horas en agitación a 
115 rpm en un agitador horizontal modelo SI-1600 

Orbital Genie. Luego, a fin de obtener un sedi-
mento de posibles cristales de oxalato de calcio 
se procedió a un centrifugado por 10 minutos a 
3500 rpm con la adición de ácido acético al 5%; 
volviendo a centrifugar por duplicado el sedimento 
con agua destilada esteril a 3500 rpm. La deter-
minación de calcio se realizó mediante la técnica 
de análisis elemental por energía dispersiva de 
rayos X (EDX), con un detector de la marca IXRF 

MATERIALES Y MÉTODOS

Inoculación de la bacteria B. glumae en hojas de cafeto para determinar su 
efecto

Se estableció un ensayo en hojas de café 
(Coffea arabica) sobre las cuales se inoculó una 
masa compacta o “moquillo” de la bacteria 
Burkholderia glumae a una concentración apro-
ximada de 1x108 unidades formadoras de colo-
nias (ufc) / ml. Se depositó el moquillo en ocho 
puntos de inoculación tanto en el haz como 
en el envés de la hoja de café y el control fue 
hojas con solo el depósito de agua destilada 
estéril (figura 1). Se emplearon en forma alea-
toria cinco cepas de la bacteria provenientes del 
Banco de Microorganismos del Laboratorio de 
Fitoprotección del INTA (INTA B3, INTA B19, INTA 
B20, INTA B21 e INTA B47). Las hojas se depo-
sitaron dentro de platos petri de vidrio grandes 

(14,5 cm diámetro x 3 cm alto) con papel toalla, 
debidamente esterilizados. Luego se dejaron en 
condiciones semi-controladas en un área venti-
lada, con luz indirecta sobre mesas de laboratorio 
a una temperatura promedio de 24°C. Se empleó 
un diseño irrestricto al azar para cada punto de la 
hoja inoculada (haz y envés), compuesto por seis 
tratamientos y dos repeticiones. Se determinó la 
incidencia de daño mecánico sobre la epidermis 
de la hoja a los 4, 8 y 12 días después de la inocu-
lación (ddi). Los datos obtenidos fueron sometidos 
a un análisis de varianza y separación de medias 
según prueba DMS al 5%, utilizando el paquete 
estadístico SAS (Statistical Analysis Systems, 
2002).

Figura 1. Proceso de inoculación del moquillo de la bacteria Burkholderia glumae sobre hojas de café. 
(A-B): envés de la hoja, (C-D): haz de la hoja. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, 
Costa Rica. 2018.

A B C D
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Prueba de inoculación con ácido oxálico

Para esta prueba se tomaron secciones de 
lámina foliar, espiguillas y panículas de arroz de la 
variedad INTA PUITÁ y se utilizaron cuatro concen-
traciones de ácido oxálico (1%, 1.5%, 2.0% y 
2.5%). Para el caso del follaje se depositaron 10 
gotas / lámina foliar y para las espiguillas, una 
gota / espiguilla. Cada gota estuvo compuesta 
de 0.1 ml de ácido oxálico, en ambos casos la 
inoculación se realizó con la ayuda de un inyector 
(jeringa de insulina). Para el control se realizó el 
mismo procedimiento con agua destilada estéril. 
(figuras 3 y 4). La inoculación del ácido oxálico en 
las panículas se realizó mediante frotación con 
pinceles previamente esterilizados, de manera que 
quedara adherido en la superficie de las espigui-
llas. El material inoculado se dejó en un área venti-
lada, con luz indirecta sobre mesas de laboratorio 
a una temperatura promedio de 24°C.

Para cada uno de los sistemas de inoculación 
se empleó un diseño irrestricto al azar compuesto 
por cinco tratamientos y dos repeticiones. Se 
determinó la incidencia de daño mecánico ejercido 
por el ácido oxálico sobre las hojas y espiguillas y 
la severidad para el caso de las panículas. Para 
la evaluación de la severidad en la panícula se 
empleó la escala que se describe en el Cuadro 2. 
Las evaluaciones se realizaron 1 y 4 días después 
de la inoculación (ddi).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un 
análisis de varianza y separación de medias según 
prueba DMS al 5%, utilizando el paquete estadís-
tico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).

Systems, acoplado a un microscopio electrónico de barrido Hitachi S3700N del Centro de Investigaciones en 
Estructuras Microscópicas de la Universidad de Costa Rica (UCR). Se determinó los picos de calcio utilizando 
el software Iridium Ultra, basado en el valor de energía en kilo electrón voltio (KeV), el cual es específico para 
cada elemento y está representado en el eje X del espectrograma.

Cuadro 1. Sustrato artificial BDK con peptona de sólidos de leche para el crecimiento de Burkholderia 
glumae. Laboratorio de Fitoproteccion / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Componente Cantidad en 500 ml de agua destilada estéril

Peptona de sólidos de leche (Ca)

CAS: 73049-73-7 
10g

Agar 8g

Glicerol o glicerina (C3H8O3) 8ml

Fosfato acido dipotásico (K2 HPO4) 0.75g

Sulfato de magnesio heptahidratado (Mg SO4 7H2O) 0.75g

Figura 2. Sustrato liquido BDK con peptona de sólidos de leche y suspen-
sión de posibles cristales de oxalato de calcio. Laboratorio de 
Fitoprotección / INTA, San José, Costa Rica. 2018.
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Figura 3. Depósito de gotas de ácido oxálico (flechas) sobre el 
follaje de arroz. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. 
San José, Costa Rica. 2018.

Figura 4. Ácido oxálico sobre las espiguillas de arroz. 
(A): Elaboración de la concentración. (B-D): Depósito 
del ácido oxálico sobre las espiguillas (flechas). 
Laboratorio de Fitoprotección. San José, Costa Rica. 
2018.
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Prueba de inoculación con ácido oxálico + peróxido de hidrógeno + Burkholderia 
glumae

En esta prueba se inoculó sobre panículas de 
arroz previo a la antesis, el ácido oxálico al 2%, el 
peróxido de hidrógeno al 2%, la mezcla de ácido 
oxálico + peróxido de hidrógeno (ambos al 2%), 
la bacteria Burkholderia glumae a una concentra-
ción de 1.0 x 108 UFC (Unidades Formadoras de 
Colonias) y el control constituido por agua desti-
lada estéril. Para la aplicación se empleó un aeró-
grafo marca Master Airbrush modelo VC16-W22 y 
se atomizó 1 ml / panícula. El material inoculado 
con el ácido oxálico y el peróxido de hidrógeno se 

colocó bajo condiciones de laboratorio en un área 
ventilada con luz indirecta y a una temperatura 
promedio de 24°C. Las muestras inoculadas con 
la bacteria B. glumae se incubaron por 48 horas 
a 40 °C en una incubadora Isotemp 1601D (Fisher 
Scientific).

Se empleó un diseño irrestricto al azar con cinco 
tratamientos y cuatro repeticiones. Se determinó la 
severidad a 2 y 48 horas después de la inoculación 
(hdi) por medio de una escala de evaluación.

Prueba de inoculación con peróxido de hidrógeno

Para esta prueba se utilizaron seis concen-
traciones de peróxido de hidrógeno (0,5%, 1,0%, 
1,5%, 2,0%, 2,5% y 3,0%). Se empleó la misma 
técnica de inoculación para el follaje indicada en 
la prueba anterior con el ácido oxálico. También 
se procedió a inocular panículas por medio de 
pinceles previamente esterilizados, el procedi-
miento fue el de frotar uniformemente las espigui-
llas de las panículas con el peróxido de hidrógeno. 
Las muestras inoculadas se colocaron en un área 
ventilada, con luz indirecta sobre mesas de labo-
ratorio a una temperatura promedio de 24°C.

Se empleó un diseño irrestricto al azar 
compuesto por siete tratamientos dos repeti-
ciones para cada método de inoculación. Dos 
días después de la inoculación (ddi), se determinó 
la incidencia de daño mecánico ejercido por el 
peróxido de hidrógeno sobre las hojas y la seve-
ridad ejercida en las panículas. Para la evaluación 
de la severidad en la panícula se empleó la escala 
que se describe en el Cuadro 2.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un 
análisis de varianza y separación de medias según 
prueba DMS al 5%, utilizando el paquete estadís-
tico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).

Figura 5. Panorámica del montaje de la prueba con las concentraciones de peróxido de hidrógeno en hojas 
y panículas. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Inoculación de Burkholderia glumae en hojas de café para determinar su efecto

Los resultados obtenidos evidenciaron que el 
depósito del “moquillo” de la bacteria sobre las 
hojas de café degradó en forma parcial el tejido o 
pared celular de la hoja de café. Dicho efecto fue 
más notorio por el envés de la hoja, debido a la 
carencia de cera epicuticular en esta zona y a la 
presencia de más estomas, en comparación con 
el haz de la hoja (cuadro 3).

Respecto de las evaluaciones, se observó 
que doce días después de la inoculación las 
cepas identificadas como INTA B-3 e INTA B-19 
afectaron en un 100% el tejido de las hojas por 
el envés, mientras que con las otras tres cepas 
de la bacteria la incidencia del daño oscilo entre 
50% y 87,5%. En el testigo con agua el tejido no 
presentó ningún tipo de daño. En cuanto a las 

Cuadro 2. Escala de Evaluación del Añublo Bacterial de la Panícula (Burkholderia glumae). Laboratorio de 
Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

GRADO DESCRIPCIÓN

0 Ausencia de enfermedad

1 1% - 10% de área afectada en panícula

2 11% - 25% de área afectada en panícula

3 26 - 50 % de área afectada en panícula

4 51% - 75% de área afectada

5 76% - 100% de área afectada

Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza y separación de medias según prueba  
MS al 5%, utilizando el paquete estadístico SAS (Statistical Analysis Systems, 2002).

Figura 6. Materiales empleados y atomizo mediante el uso del aerógrafo. Laboratorio de Fitoprotección / 
INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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Cuadro 3. Incidencia en la formación de daño tisular en hoja de café inducido por la liberación de ácido 
oxálico de Burkholderia glumae. Laboratorio de Fitoprotección. San José, Costa Rica. 2018

CEPA DE 
BACTERIA

INCIDENCIA DE DAÑO MECÁNICO EN HOJA DE CAFÉ*

HAZ ENVES

4 ddi 8 ddi 12 ddi 4 ddi 8 ddi 12 ddi

INTA B3 31.25 (a) 43.75 (a) 56.25 (a) 87.50 (a) 100 (a) 100 (a)

INTA B19 0.00 (b) 0.00 (b) 25.00 (ab) 75.00 (ab) 93.75 (ab) 100 (a)

INTA B20 0.00 (b) 0.00 (b) 12.50 (b) 68.75 (abc) 68.75 (ab) 87.50 (ab)

INTA B21 0.00 (b) 0.00 (b) 12.50 (b) 31.25 (cd) 31.25 (cd) 50.00 (b)

INTA B47 0.00 (b) 0.00 (b) 6.25 (b) 43.75 (bc) 62.50 (bc) 62.50 (ab)

Control 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (d) 0.00 (d) 0.00 (c)

*= Columnas con igual letra no difieren estadísticamente según prueba DMS 5%

inoculaciones por el haz de las hojas, los resul-
tados obtenidos mostraron que las incidencias de 
los daños por cada una de las cepas a los 12 ddi 
fueron más bajas que las presentadas en el envés 
y oscilaron entre 6,25% y 56,25%. Tampoco se 
presentó daño alguno en el tejido en las inocula-
ciones del testigo con agua.

Haciendo una comparación entre cepas y 
aunque no es del interés de este trabajo, es impor-
tante recalcar que la cepa INTA B-3 presentó el 
mayor efecto patogénico sobre las hojas de café, 
puesto que a partir de los 4 ddi tanto por el haz 
como por el envés ya se presentaban grados de 
afectación en el los puntos inoculados.

El objetivo de haber realizado estas inocula-
ciones es atribuido a la presencia de cristales de 
forma variada (bipiramidales y amorfos) sobre el 
tejido afectado de arroz (espiguillas), pero funda-
mentalmente su formación en sustratos artificiales 
de crecimiento para bacterias enriquecidos con 
calcio. Esto sugiere que probablemente esta 
bacteria produzca una toxina conocida como 
acido oxálico (oxalato), tal como lo han reportado 
varios autores en trabajos realizados con otros 
microorganismos. Esta sustancia o toxina les sirve 
a ciertos microorganismos como medio de protec-
ción hacia ambientes alcalinos, como factor de 
virulencia, le da viabilidad a las células y les ayuda 
en la obtención de nutrientes (Rao y Tewari 1987; 

Rao y Tewari 1988; Nakata y He 2010; Lambert y 
Nakata 2016). Para el caso del estudio, el interés 
es dilucidar si esta toxina es producida por la 
batería B. glumae como factor de virulencia.

En la enfermedad del café (Coffea arabica) 
conocida como “ojo de gallo” e inducida por el 
hongo Mycena citricolor, se ha identificado el 
ácido oxálico como una toxina no específica, la 
cual inicia el proceso infectivo y de penetración en 
el tejido foliar, por medio del rompimiento y degra-
dación de la cera epicuticular, el hongo secuestra 
el calcio de los pectatos de la pared celular, lo 
cual facilita el ingreso del patógeno en el tejido del 
hospedero (Tewari 1990).

Para el caso del presente trabajo el moquillo 
depositado sobre las hojas de café estaba confor-
mado por millones colonias bacterianas de B. 
glumae, las cuales en conjunto liberan el ácido 
oxálico y rompen el tejido foliar de la hoja de café. 
En algunas lesiones inducidas se formaron masas 
blanquecinas alrededor de la lesión y fueron iden-
tificadas como masas de cristales. En este caso 
en particular, el ácido oxálico producido y liberado 
logró entrar en contacto con el calcio interno de 
la hoja de café, formando cristales de oxalato de 
calcio (figura 7). Lo cual fue corroborado mediante 
la observación directa de dichos cristales en un 
microscopio de luz y coincidente con los resul-
tados obtenidos por Rao y Tewari (1987).
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Formación de cristales de oxalato de calcio por la bacteria B. glumae

El crecimiento exponencial de B. glumae favo-
recido mediante agitación horizontal del medio 
líquido junto con el sustrato de peptona de sólidos 
de leche, indujo a altas concentraciones de la 
bacteria a liberar de igual manera altas concen-
traciones de ácido oxálico, el cual al combinarse 
con el elemento calcio proporcionado en el medio, 
desencadenó en la formación de abundantes cris-
tales de oxalato de calcio. Este comportamiento 
también se vio reflejado en el sustrato artificial 
sólido (figura 8). El análisis por Refracción de 
Rayos X en la determinación de cationes de calcio 
reveló que la suspensión de cristales previamente 

obtenida efectivamente correspondió a cationes 
de Calcio (figura 9). Kim et al. (2010), en un estudio 
sobre la participación y ocurrencia de B. glumae 
en Korea, mencionan que la colonia bacteriana 
se cubría completamente de cristales, los cuales 
definieron, erróneamente como “cristales de toxo-
flavina”. Estos resultados evidencian la presencia 
de la toxina ácido oxálico en esta bacteria fitopa-
tógena del cultivo del arroz, además de su otra 
toxina, la toxoflavina. Cada una por separado o en 
conjunto, podrían estar tomando acción como dos 
importantes factores de virulencia de la bacteria.

A C

E

B

D F

Figura 7. Incidencia de daño tisular en hoja de café (haz y envés) inducido por la liberación de ácido oxálico 
de Burkholderia glumae. (A-B): Haz, (C-D): Envés, (E-F): Formación de conglomerados de cristales 
(flechas). Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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Figura 8. (A): Colonia de B. glumae vista con luz reflejada, (B): Misma colonia vista 
con luz transmitida, obsérvese la formación de cristales de oxalato de 
calcio dentro y fuera de la colonia, (C-D): Cristales y células bacterianas 
en el medio líquido a base de peptona de sólidos de leche. Laboratorio 
de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Figura 9. Espectograma con la emisión del pico de calcio por medio de 
análisis de energía dispersiva de rayos X y microfotografías de los 
cristales bipiramidales y amorfos por microscopía electrónica de 
barrido. 
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Cuadro 4. Incidencia y severidad del daño tisular en diferentes tejidos de plantas de arroz, según concen-
tración de ácido oxálico inoculada. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 
2018.

CONCENTRACIÓN DE 
ÁCIDO OXÁLICO

INCIDENCIA DE DAÑO MECÁNICO* SEVERIDAD*

ESPIGA HOJA PANÍCULA

1 ddi 4 ddi 1 ddi 4 ddi 4 ddi

Acido oxálico 1.0% 0.00 (a) 0.00 (b) 5.00 (b) 64.00 (a) 62.50 (b)

Acido oxálico 1.5% 0.00 (a) 0.00 (b) 30.50 (b) 78.00 (a) 75.00 (ab)

Acido oxálico 2.0% 25.00 (a) 67.00 (a) 100 (a) 100 (a) 92.50 (a)

Acido oxálico 2.5% 33.00 (a) 74.50 (a) 100 (a) 100 (a) 92.50 (a)

Control 0.00 (a) 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (b) 0.00 (c)

*= Columnas con igual letra no difieren estadísticamente según prueba DMS 5%

Inoculación con ácido oxálico en tejidos de plantas de arroz

La valoración sobre el efecto ejercido de 
las diferentes concentraciones de ácido oxálico 
en tejidos de plantas de arroz, determinó que la 
incidencia de daño mecánico se manifestó mayor-
mente en las concentraciones del 2% y 2,5%, 
tanto en espiga como en hoja (cuadro 4). En 
ambos casos la sintomatología consistió en una 
decoloración del tejido verde a un tono más claro 
y rodeado de un borde de color café. En condi-
ciones naturales muchas espiguillas y el follaje, 
presentan una sintomatología muy similar a la 
obtenida con las aplicaciones dirigidas del ácido 
oxálico en esta prueba realizada bajo condiciones 
controladas (figuras 10 y 11).

De igual manera, la aplicación realizada con 
pinceles sobre las panículas mostró síntomas 
similares o coincidentes con los presentados 
en condiciones naturales (figura 12) y su mani-
festación en severidad fue en orden creciente 
de acuerdo a la concentración de ácido oxálico 
aplicada (cuadro 4). Todas las dosis aplicadas 
difirieron estadísticamente con el control (agua 
destilada estéril).

Por ejemplo, estudios realizados con dife-
rentes concentraciones de esta sustancia en hojas 
de café, han demostrado que la lesión inducida 
es muy similar a la que provoca en estado natural 
el hongo causante de la enfermedad Ojo de Gallo 
(Mycena citricolor) en el cultivo de café (Rao y 
Tewari 1987).

En estudios de laboratorio realizados en 
Japón, se ha logrado determinar la presencia de 
cristales de oxalato de calcio y de esta manera 
la producción de ácido oxálico por colonias de 
Burkholderia glumae en estado salvaje o natural 
y su diferenciación con la aparición de colonias 
mutantes. Adicionalmente, las colonias salvajes 
lograron regular y bajar el pH del medio en que 
crecían con el fin de poder aprovechar aminoá-
cidos y fuente de carbono. Los mismos autores 
indican que la producción de ácido oxálico se 
podría considerar como un factor más de viru-
lencia en la bacteria Burkholderia glumae (Kato, 
et al. 2013, Kato et al. 2014).
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Figura 10. (A, B y C): Daño inducido por la aplicación de ácido oxálico al 2% sobre la espiga de arroz, 
(D): Control aplicado con agua destilada estéril, (E-F): Síntoma en condiciones natu-
rales inducido por Burkholderia glumae. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San 
José, Costa Rica. 2018.
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Figura 11. (A): Daño inducido por la aplicación de diferentes concentraciones de ácido oxálico 
(1%, 1,5%, 2%, 2,5% y Control), (B, C y D): ácido oxálico al 2%, (E-F): Síntoma 
en condiciones naturales inducido por Burkholderia glumae. Laboratorio de 
Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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Figura 12. Daño inducido por la aplicación con pincel de ácido oxálico al 2% en panícula de 
arroz. El control es agua destilada estéril. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San 
José, Costa Rica. 2018.

A

C

B

D

Control



32 Vargas: Asocio del ácido oxálico y peróxido de hidrógeno en el proceso infectivo de la bacteria Burkholderia glumae en el cultivo de arroz (Oryza sativa)

ISSN-1659-0538 - Versión impresa, ISSN-2215-5481 - Versión en línea ALCANCES TECNOLÓGICOS. 15(1):18-37. 2022

Cuadro 5. Incidencia en la formación de daño tisular en hoja y severidad en panícula de arroz dos días 
después de la inoculación con peróxido de hidrógeno a diferentes concentraciones. Laboratorio 
de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

CONCENTRACIÓN DE PEROXIDO DE HIDRÓGENO

INCIDENCIA DE DAÑO 
MECANICO EN HOJA*

SEVERIDAD

EN PANÍCULA*

2 ddi 2 ddi

Peróxido hidrógeno 0,5% 70.00 (a) 45.00 (b)

Peróxido hidrógeno 1,0% 85.00 (a) 87.50 (a)

Peróxido hidrógeno 1,5% 100.00 (a) 85.00 (a)

Peróxido hidrógeno 2,0% 100.00 (a) 90.00 (a)

Peróxido hidrógeno 2,5% 90.00 (a) 90.00 (a)

Peróxido hidrógeno 3,0% 95.00 (a) 90.00 (a)

Control 0.00 (b) 0.00 (c)

*= Columnas con igual letra no difieren estadísticamente según prueba DMS 5%

Inoculación con peróxido de hidrógeno

Dos días después de la inoculación de las dife-
rentes concentraciones de peróxido de hidrógeno 
hubo manifestación del daño mecánico. Todas las 
concentraciones mostraron diferencia estadística 
con el control (agua destilada estéril) con respecto 
a las variables de incidencia del daño mecánico en 
hoja y severidad en la panícula (cuadro 5).

La toxina conocida como “toxoflavina” es uno 
de los factores de virulencia reportados para esta 
bacteria, la cual fue aislada de tejidos con mani-
festación de síntomas similares a los provocados 
por B. glumae en condiciones naturales (Iiyama 
et al. 1995). Esta toxina dentro de su proceso 
infectivo libera peróxido de hidrógeno (Latuasan 

y Berends 1961), el cual es catalogado como un 
compuesto altamente tóxico para diversos tipos 
de células, provocando daño tisular y también con 
efecto antimicrobiano (Suzuki et al. 2004).

Al igual que las inoculaciones con ácido 
oxálico, el daño mecánico generado por el 
peróxido de hidrógeno mostró en alguna medida 
similitud con las lesiones del follaje causados por 
la bacteria bajo condiciones naturales (figuras 13 
y 14). Es importante mencionar que las lesiones 
en el follaje tienen menor ocurrencia y se pueden 
presentar cuando la incidencia y severidad de este 
patógeno alcanzan niveles de daño inmanejables 
dentro de las plantaciones de arroz.

Figura 13. Daño inducido por la aplicación de peróxido de hidrógeno al 2% sobre el follaje de arroz. 
Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.
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Inoculación con ácido oxálico + peróxido de hidrógeno + Burkholderia glumae

Dado que en los estudios anteriores se logró 
determinar mayormente daño tisular en follaje y 
panícula en la concentración del 2% con la apli-
cación de ácido oxálico y peróxido de hidrógeno; 
y con síntomas similares a los presentados en 
condiciones naturales asociados a B. glumae; 
se estableció la siguiente prueba con la inclu-
sión de la inoculación de la mezcla de estas dos 
sustancias y compararlo con la inoculación de la 
bacteria.

Los síntomas se empezaron a observar a 
partir de las 2 horas luego de la inoculación con la 
mezcla de ácido oxálico y peróxido de hidrógeno 

al 2% cada uno, mientras que para empezar 
a observar síntomas en la inoculación con la 
bacteria fue necesario esperar 48 horas. Para 
esta evaluación todos los tratamientos aplicados 
mostraron diferencias estadísticas frente al control 
(agua destilada estéril) y el nivel de daño fue 
bastante similar en el resto de los tratamientos, el 
cual osciló entre 82,50% y 88,75% (cuadro 6).

Es importante destacar que la sintomatología 
obtenida con las aplicaciones por separado del 
ácido oxálico y el peróxido de hidrógeno es similar 
a la presentada por la inoculación con Burkholderia 
glumae; de igual manera, la inoculación con la 

Figura 14. Daño inducido por la aplicación de peróxido de hidrógeno al 2% 
sobre la panícula de arroz. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San 
José, Costa Rica. 2018.
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Cuadro 6. Severidad en panícula de arroz a las 2 y 48 horas después de la inoculación (hdi), según trata-
miento aplicado. Laboratorio de Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018

TRATAMIENTO
SEVERIDAD

2 hdi 48 hdi

Acido oxálico (2%) 70.00 (a) 82.50 (a)

Peróxido hidrógeno (2%) 70.00 (a) 86.25 (a)

Acido oxálico + peróxido de hidrógeno (2%+2%) 72.50 (a) 88.75 (a)

Burkholderia glumae (1.0X108 ufc) 0.00 (b) 87.50 (a)

Control 0.00 (b) 0.00 (b)

*= Columnas con igual letra no difieren estadísticamente según prueba DMS 5%

mezcla de estas dos sustancias evidenció una 
gran similitud de los síntomas causados por esta 
bacteria en las panículas de arroz (figuras 15 y 16). 
En condiciones naturales el proceso de infección 
de la bacteria tiene ocurrencia en horas, pero la 
manifestación de los síntomas oscila entre 3 a 5 
días. En este caso se dieron condiciones de alta 
temperatura (40°C) a fin de obtener los síntomas 
evidentes inducidos por la bacteria y estimular a 
las células bacterianas a su multiplicación y libera-
ción de las toxinas en un periodo de 48 horas. En 
contraste, los síntomas obtenidos con el accionar 
del ácido oxálico y del peróxido de hidrógeno, 
solos o combinados, fue más rápido debido a la 
pureza química sintética de estas sustancias.

Los resultados obtenidos en estas pruebas 
demuestran la importancia que tienen estas 
sustancias como factores de virulencia de la 
bacteria y probablemente su accionar sea combi-
nado. No obstante, podría darse el hecho de que 
la presencia de estas sustancias sea co-depen-
dientes de algunos factores que estimulen su 
ocurrencia. Por ejemplo, Matsuda y Sato (1988) 
mencionan que la biosíntesis de toxoflavina 
depende de la temperatura, la cual oscila entre 
30°C y 37°C. En el mismo sentido Kato, et al., 
(2013) en un estudio sobre las características feno-
típicas de B.glumae indican que la presencia de 
ácido oxálico se asoció a la existencia de cristales 
de oxalato de calcio en el sustrato, los cuales se 

desarrollaron dentro y fuera de la colonia, tanto a 
30°C como a 37°C y concluyen que la bacteria B. 
glumae tiene la capacidad de disminuir el pH del 
medio o sustrato debido a una alta producción de 
ácidos y crear condiciones también ácidas en un 
entorno donde los aminoácidos están presentes 
como principal fuente de carbono.

Mahenthiralingam et al., (2005) indican que 
altas densidades de la bacteria producen toxofla-
vina y mediante generación de peróxido de hidró-
geno provocan daño tisular y obstrucción de los 
haces vasculares de las plantas de arroz.

Está documentado que B. glumae produce 
autoinducción, proceso denominado “Quorum 
Sensing” el cual es un mecanismo de regula-
ción de la “expresión genética” en respuesta a la 
densidad de población celular. Las células involu-
cradas producen y excretan sustancias, llamadas 
autoinductoras (acil-homoserina / AHL), que sirven 
de señal química para inducir la expresión gené-
tica colectiva. Es una forma de comunicación 
celular que genera una modificación genética que 
controla la liberación de toxinas, la producción 
de flagelos, enzimas y hormonas (Kim et al. 2010, 
Fuqua y Greenberg 2002, Rush et al. 2010). El 
quorum sensing es esencial para la producción de 
toxoflavina, oxalato (ácido oxálico) y la motilidad 
de la bacteria (Kato et al. 2014).
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Figura 15. Severidad en panícula con la aplicación de (A): Ácido oxálico 2% 
vrs Burkholderia glumae, (B): Peróxido de hidrógeno al 2% vrs 
Burkholderia glumae y (C): acido oxálico 2% + peróxido de hidro-
geno 2% vrs Burkholderia glumae. (D): Control. Laboratorio de 
Fitoprotección / INTA. San José, Costa Rica. 2018.

Figura 16. Severidad en panícula de arroz 48 horas después de la inoculación, según trata-
miento aplicado. Laboratorio de Fitoprotección. San José, Costa Rica. 2018.
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