julio-diciembre, 2023. CIENCIA AGROPECUARIA no. 37:35-61. ISSN L 2414-3278

CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS BENEFICOS
PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE PATOGENOS DE ARROZ*

Rito Herrera?;, Martha de Von Chong?; Alexis Artola% Jhoel Tufién®;

Alex Cruz®; Victor Camargo’; Felipe Gonzalez®, Fermin Mejia®

RESUMEN

Se desarrollé la prospeccion, identificacion y caracterizacion de microorganismos
antagonistas contra patégenos en la rizésfera, filosfera y espermésfera en plantas de arroz
en Panama. Para ello, se tomaron muestras de estas tres secciones de la variedad de arroz
GAB 8 (Oryza sativa), en una parcela bajo la modalidad de agricultura organica. Se aislaron
hongos y bacterias determinandose diferencias en el total de aislamientos para las
variables fases fenoldgicas (vegetativa, floraciébn, maduracion), secciones de la rizésfera
(seccion suelo, seccion raiz, interfase suelo + raiz), secciones de la filésfera (base, centro,
apice) y semillas (espermésfera). Se evalu6 la capacidad antagonica de las bacterias y
hongos ante la bacteria fitopatdgena Burkholderia glumae y el hongo Pyricularia oryzae.
La mayor capacidad inhibitoria frente a B. glumae la presentaron las cepas del género
Bacillus, asi como Lactobacillus plantarum, Brevibacillus bortelensis, y Aeromonas sp. Las
cepas flngicas que mostraron actividad antagoénica contra P. oryzae, corresponden a
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus sp, Penicillium sp, Trichoderma sp. y
Fusarium sp.
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CHARACTERIZATION OF BENEFICIAL MICROORGANISMS
FOR THE BIOLOGICAL CONTROL OF RICE PATHOGENS

ABSTRACT

Prospection, identification and characterization of antagonistic microorganisms against
pathogens in the rhizosphere, phyllosphere and espermosphere in rice plants in Panama
was developed. For this, samples were taken from these three sections of a variety GAB 8
(Oryza sativa), in a plot under the modality of organic agriculture. Fungi and bacteria were
isolated determining differences in the total of isolates for phenological phases variable
(vegetative, flowering, maturation), sections of the rhizosphere (soil section, root section,
soil + root interphase), sections of the phyllosphere (base, center, apex) and seeds
(espermosphere). The antagonistic capacity of bacteria and fungi was evaluated against
the phytopathogenic bacterium Burkholderia glumae and the fungus Pyricularia oryzae. The
highest inhibitory capacity against B. glumae was observed in strains of the genus Bacillus,
as well as Lactobacillus plantarum, Brevibacillus bortelensis and Aeromonas sp. The fungal
strains that showed antagonistic activity against P. oryzae, correspond to Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. and Fusarium sp.

Key words: Antagonistic, espermosphere, phyllosphere, fungi and bacteria, rhizosphere.

INTRODUCCION
Panama es el mayor consumidor de arroz en América Central (68 kg/persona)
segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO,
2018), siendo uno de los alimentos indispensables en la dieta de la poblacién. En
consecuencia, su produccion tiene una gran importancia a nivel social, politico, econémico
y principalmente en lo relacionado con la seguridad alimentaria del pais (Instituto

Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [IICA], 2009).

En el cultivo de arroz las enfermedades de origen microbiano constituyen uno de
los factores que inciden en el bajo rendimiento y esas enfermedades pueden ser
provocadas por diversos microorganismos como hongos, bacterias y virus (Acebo et al.,
2011). El AAublo bacteriano de la panicula del arroz, provocado por Burkholderia glumae
es una de ellas, adquiriendo gran importancia en los ultimos afios. Otro patégeno de alta

incidencia en el cultivo de arroz es el hongo Pyricularia oryzae, considerado uno de los
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fitopatdgenos de mayor importancia. Ambas enfermedades fueron consideradas en esta
investigacion, por el hecho de provocar disminucion en la calidad del grano, bajo
rendimiento, agresividad en campo, lo que se traduce en pérdidas econdmicas, afectando

la produccion.

El afiublo bacterial de la panicula del arroz es una enfermedad que causa pudricién
de granos y plantulas de arroz, causada por la Burkholderia glumae que habita en el suelo
y que puede vivir en cultivos de tomate, aji, berenjena y ajonjoli y en varias malezas
asociadas al cultivo de arroz. Las lesiones causadas por diferentes insectos y condiciones
de estrés facilitan la penetracién de esta bacteria, también puede hacerlo por los hidatodos,
gue son estomas localizados en el envés y los bordes de sus hojas (Correa, 2007). Esta
enfermedad se manifiesta en la etapa de floracién y provoca infertilidad con decoloracion
y manchado de la gluma en desarrollo, debido a la produccién de la toxoflavina (Valdez-
Nufez et al., 2020).

Este patdgeno se transmite por la semilla, flores, hojas y residuos de cosecha.
Puede vivir en las raices del arroz sin mostrar sintomas y durante el hinchamiento de la
panicula crece en los tallos y hojas. El periodo critico de la infeccién es durante la
emergencia de la panicula y la floracion. Se multiplica rapido en las paniculas e infecta las
espiguillas una vez que estas emergen. El dafio lo causa el taponamiento de los haces
vasculares de la planta causado por la produccion de la toxoflavina, una toxina que es

sintetizada por la bacteria a temperaturas de 30° a 37° C (Degrassi et al., 2008).

El hongo P. oryzae tiene un ciclo de vida corto en la planta y, por tanto, maltiples
infecciones se pueden llevar a cabo en un campo infectado por este patégeno. El hongo
penetra por la hoja gracias a una estructura de forma semiesférica denominada apresorio.
Debido a una gran presion (aproximadamente 8 MPa) ejercida sobre la superficie de la
hoja, el hongo es capaz de penetrar en la planta. Una vez dentro crece de una manera
biotréfica, es decir, sin afectar demasiado al crecimiento de la planta y sin matar a las
células vegetales. Al cabo de unos tres dias, los efectos del hongo sobre la hoja comienzan
a ser visibles y a generar lesiones debido a la necrosis o muerte de las células de la hoja.

En ese punto, el hongo empieza a matar a la planta (Rodriguez, 2016).
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En las ultimas décadas, el control biolégico de plagas y enfermedades en la
agricultura ha adquirido gran importancia frente a los problemas fitosanitarios ocurridos por
el uso indiscriminado de plaguicidas quimicos, lo cual ha traido como consecuencia
severos problemas de contaminacion al medio ambiente y ha aumentado la resistencia de

fitopatdgenos, incrementando su virulencia (Quesada y Garcia, 2014).

La rizosfera, gracias a su ambiente rico en energia y nutrientes, alberga grandes
poblaciones de la mayor parte de los grupos de microorganismos del suelo. Estudios
demuestran que la flora microbiana encontrada en esta puede desempefiar una accién

antagonica contra fitopatégenos (Jaramillo, 2002).

La filésfera es considerada como adversa para la colonizacion de organismos, pues
no existe alli una fuente rica en nutrientes (Leveau y Lindow, 2001). Las comunidades
microbianas de este espacio son diversas e incluyen microorganismos que pueden
encontrarse como epifitos en la superficie de la planta o enddfitos dentro de los tejidos de
ésta (Lindow y Brandl, 2003).

La espermodsfera es una zona de influencia de la semilla en germinacion que
produce exudados estimulantes o inhibidores de la actividad y/o crecimiento (Chanway et
al., 1991) de las poblaciones autdctonas del suelo (Garcia et al., 1995). Luego, cuando la
planta desarrolla el sistema radical (rizésfera), continlia con la produccién de sustancias
para mantener las interacciones con la poblacién microbiana que originalmente colonizé la
semilla al germinar (Heijnen y Van Veen, 1991) como en la simbiosis Rhizobium-

leguminosas (Newman, 1985).

MATERIALES Y METODOS
La colecta de las muestras se realizé en la provincia de Coclé, Republica de
Panama4, préximo a las coordenadas UTM (Datum WGS84) 591361,06 m E; 943492,23 m
N. En campo se tomaron muestras de suelo para el analisis fisicoquimico (Villarreal y
Name, 1996). El muestreo se efectué en una parcela de 10 m? con arroz la variedad

Gab-8 durante tres estados fenoldgicos (vegetativa, floracién y fructificacién). El sitio
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fue seleccionado para la bioprospeccion de microorganismos debido a que no estaba

sometido a los efectos de los agroquimicos.

Rizosfera
Aislamiento de bacterias rizosféricas

De cada una de las plantas colectadas se separé la zona rizosférica, dividiendo en
tres secciones, la exorrizosfera o suelo rizosférico (S), la raiz que involucra tanto la
endorizosfera y rizoplano (R) y una mezcla de suelo rizésférico con raices (S+R). De cada
seccion se pesaron 30 g de la muestra, para luego homogenizar en 100 ml de agua
peptonada. Las suspensiones fueron colocadas en un homogenizador seward® a 200
RPM por 1 min. Para las bacterias se realizaron diluciones seriadas de 10! hasta 10”7 para
cada una de las secciones de la rizosfera (homogenizadas en agua peptonada). Se
agregaron 0,7 ml de cada dilucién en agar tripticasa soya (TSA) (Alpha Biosciences®) y se
incubaron a 28° C durante 24 h. Luego de la incubacion se realizo el aislamiento de las
colonias bacterianas en cada dilucion (Benitez et al., 2007).

Hongos rizosféricos

De manera similar que en las bacterias rizosféricas, se realizaron diluciones
seriadas y agregandose 0,7 ml a partir de la muestra de 30 g tomados de cada una de las
secciones de la rizosfera de cada dilucibn en agar papa dextrosa (PDA) (Alpha
Biosciences®) (Benitez et al., 2007). La siembra se realizd por triplicado, incubando a

temperatura ambiente y alternando 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Fil6sfera
Aislamiento de bacterias epifiticas

La metodologia desarrollada para el aislamiento de las bacterias epifiticas (Lindow
y Brandl, 2003), se realizé en las secciones del apice, zona media y basal de las hojas
colectadas. Se efectud la desinfeccion superficial con agua por 5 min. para eliminar todos
los residuos de suelo. Seguido, a cada seccién se le agregd 10 ml de agua peptonada y
se homogeniz6 durante 1 min a 200 rpm (Stomacher Seward®). A partir de la solucién en
agua peptonada, se prepararon diluciones seriadas (10 a 107) de cada seccion foliar

(apical, media y basal) (Avila et al., 2014), de las cuales se tomaron alicuotas y se
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inocularon en agar tripticasa soya (TSA) para el aislamiento de bacterias totales, y se

incubaron a 28° C por 72 horas.

Aislamiento de hongos endéfitos

Para el aislamiento de hongos endofiticos, se selecciondé hojas sanas y cada
seccion de la hoja fue cortada en cuadrados de 2x2 mm, las secciones de tejido vegetal se
colocaron en agar papa dextrosa (PDA), se incubaron a 28° C (Schulz et al.,, 2002),
expuestos a 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. A medida que se iba observando
crecimiento fungico, se tomaron puntos de hifas para realizar microcultivos, para luego su

identificacion taxondmica.

Espermoésfera
Aislamiento de bacterias y hongos

Para el aislamiento de bacterias y hongos en la semilla, se pesaron 100 g de semillas
de arroz a los que se les agreg6 200 ml de agua destilada estéril. Luego, se colocaron en un
Stomacher (400 circulator) y se agitaron por 10 minutos. Con el agua decantada se procedié
a realizar diluciones seriadas de 1x10*! a 1x107, se hicieron esparcidos en agar tripticasa
soya y agar papa dextrosa, y se incubaron a 30° C por 24 horas.

Pruebas de antagonismo

Las pruebas de antagonismo consistieron en enfrentamientos duales entre los
microorganismos autoctonos aislados de la rizésfera, filosfera y espermésfera contra los
fitopatdgenos B. glumae y P. oryzae, con la finalidad de cuantificar la posible inhibicién del
crecimiento de los microorganismos patégenos. La prueba de antagonismo in vitro se basoé
en la metodologia de Alviz et al. (2017) con modificaciones menores y consistio en

enfrentamientos duales entre la cepa de B. glumae y los microorganismos aislados.

Se realizaron observaciones del crecimiento y formacién de halos de inhibicién
sobre el medio inoculado con B. glumae el segundo, quinto y octavo dia, midiendo el
diametro (mm) de las zonas de inhibicion de crecimiento alrededor de la gota de las cepas
bacterianas. La presencia de halos de inhibicién en dos de las tres réplicas fue considerada

como una respuesta cualitativa antagonica entre cepas (Mora-Cristancho et al., 2009). Se
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calculo el potencial antagonista, sustrayendo el didmetro del halo de inhibicion del diametro
de la colonia del posible antagonista (Astorga-Quirds et al., 2014). La presencia de halos
de inhibcion = a 4 mm de diametro, fueron considerados como antagonistas significativos

para los patégenos evaluados.

Las mediciones para considerar se tomaron en cuenta a partir del tercer, quinto y
octavo dia posterior a la siembra, calculando el indice de inhibicion:
PICR=R1-R2-100

Donde R1 es el radio mayor equivale al radio patdégeno-testigo y R2 es el radio
menor equivale al radio del patégeno en cultivo dual (Astorga-Quirés et al., 2014). El criterio
seleccionado para determinar el potencial antag6nico segun el porcentaje de inhibicion fue
tomado de Benitez et al. (2007).

Identificacion de microorganismos

Para la identificacion de las bacterias con capacidad antagonica frente a B. glumae,
se utiliz6 el sistema de identificacion bioquimica API (APl 20 E y uno de APl 50 CH)
Biomereux®. Se consideré como antagonista significativo, aquellas cepas con halo de
inhibicidon = a 4 mm de diametro. Los cultivos monospéricos fueron identificados con ayuda

de las claves taxondmicas (Watanabe, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de suelo tomadas para el analisis fisicoquimico revelaron un
porcentaje de materia organica 1,04, un pH 5,80 y una composicién de arena-limo-arcilla
de 70-8-12%, respectivamente (Cuadro 1). El contenido de materia organica es
considerado bajo de acuerdo con los parametros de Villarreal y Name (1996) para este tipo
de suelo. A pesar de un pH acido, el contenido de aluminio reportado de 0,40 Cmol/kg y la
saturacién 4,35 (valores considerados bajos, Villareal y Name, 1996) genera una baja
toxicidad y contribuye a que la acidez favorezca la prevalencia de bacterias del género
Bacillus (Calvo y Zufiiga, 2010) y de los hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium
(Kavanagh, 2005).
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En las tres secciones (rizosfera, fildsfera y espermdsfera) se aislaron un total de
400 bacterias y 180 hongos. De estos aislados se recuperaron 25 bacterias que
presentaron actividad antagonista contra B. glumae y 11 hongos contra P. oryzae. La
presencia de halos de inhibicion =2 a 4 mm de diametro, fueron considerados como
antagonistas significativos para los patdgenos evaluados. En la rizosfera se obtuvieron 317
aislamientos de bacterias y 10 antagonistas, para la filosfera 18 aislamientos y 10

antagonistas y en la espermadsfera se obtuvo 65 aislamientos y 5 antagonistas (Figura 1).

Cuadro 1. Andlisis fisicoquimico del suelo.

ELEMENTOS
parametro P K Ca Mg

(mg/l) (mg/l) (Cmol/kg) (Cmol/kg)
Resultado 17,00 79,00 6,80 1,80
Interpretacion  Bajo medio alto alto
Parametro Al (Cmol/kg) Mn (mg/l)  Fe (mgl/l) Zn (mg/l) Cu (mg/l)
Resultado 0,40 105,30 128,00 2,00 5,00
Interpretaciébn  bajo alto alto bajo medio
RELACIONES
Parametro Ca/Mg (Ca+Mg)/K K/Mg Mg/K Ca/K
Resultado 3,78 42,57 0,11 8,91 33,66
Interpretacion  normal Fuera de rango fuera de rango Normal fuera de rango
Parametro CICE Saturacién Al  K/CICE  Ca/CICE Mg/CICE Sat. De bases
Resultado 9,20 4,35 2,20 73,90 19,56 95,65
Interpretacion  bajo bajo medio alto

En relacién con los hongos, en la rizosfera se aislaron 112 y 6 presentaron actividad
antagonista, en la filésfera se obtuvieron 68 aislamientos y 5 antagonistas; a partir de la

espermosfera no se obtuvo aislamientos fungicos (Figura 2).
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Figura 1. Aislamiento de bacterias con actividad antagénica en rizosfera, filésfera y
espermésfera.
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Figura 2. Aislamiento de hongos con actividad antagénica en rizésfera, filosfera y
espermésfera.
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En un analisis de conglomerado se observé que existe una correlacion mas cercana
entre las bacterias de la espermdsfera, los hongos de la filosfera y los hongos de la
rizésfera. Sin embargo, parece no existir una correlacién de estos tres antes mencionados
con las bacterias de la rizésfera y muy débil correlaciéon con las bacterias de la filésfera.
(Figura 3).

En concordancia con lo expuesto por Jaramillo (2002), se aislaron mayor cantidad
de bacterias en la rizésfera, debido a que esta area es rica en nutrientes y que en el suelo
analizado no se aplican agroquimicos, lo cual incrementa su nimero, pues los suelos
agricolas que estan sometidos a la mecanizacion continua, al monocultivo, al riego, a la
aplicacion de agroquimicos y fertilizantes de sintesis, a la compactacion y a las quemas,
tienen una flora microbiana muy baja que afecta su fertilidad, lo que tiene un impacto en la
obtencion de posibles microorganismos antagonistas contra patdgenos.

O Espermosphere-Bacteria

@ Phyllosphere-Bacteria
10 . . L 2 Ph).;llnsphere-l-'ungll

M Rhizosphere-Bacteria

A Rhizosphere-Fungi

Antagonista

0 50 100 150 200 250 300

Aislamiento

Figura 3. Analisis de conglomerado del nimero de aislamientos y actividad antagonista de
larizésfera, filésferay espermadsfera.

Mientras tanto en el area de la espermésfera y filosfera se obtuvieron menos
bacterias; lo que se sustenta en que la espermdsfera es una zona de influencia de la semilla
gue produce exudados que pueden inhibir la actividad y crecimiento de las poblaciones

autoctonas del suelo (Newman, 1985; Garcia et al., 1995). Luego cuando la planta
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desarrolla el sistema radical (rizosfera) se producen sustancias que permiten mantener las
interacciones con la poblacion microbiana que originalmente colonizé la semilla al germinar
(Hiejnen y van Veen, 1991). En la filésfera, las bacterias epifitas se desarrollan en un
ambiente muy hostil, bAsicamente a expensas de los pocos nutrientes que exuda la planta
(Hajek, 2007).

En la rizosfera se aislaron en total 317 bacterias a partir de las tres secciones de
esta (Exorrizosfera 106, raiz 105 y suelo rizosférico 106) de las cuales 110 corresponden
a la fase vegetativa, 122 a la floracion y 85 a la fructificacion. Entre las tres secciones de
la riz6sfera en cuanto al aislamiento de bacterias, no se observaron diferencias, lo que esta
en concordancia con el concepto de rizocenosis, es decir la asociacion de las raices con
los microorganismos del suelo (Jaramillo, 2002), estableciendo que la zona de la rizésfera
brinda las condiciones adecuada para el crecimiento de los microorganismos, pudiendo
establecer una bioprospeccion efectiva en cualquiera de las tres partes de la rizosfera. Los
principales grupos de microorganismos son 10 a 100 veces mas abundantes en la rizosfera
gue en el suelo adyacente, debido a que las sustancias que se producen en ella estimulan
su crecimiento, ademas la microflora de la rizésfera protege la raiz contra patégenos del
suelo y produce cantidades considerables de sustancias estimulantes del crecimiento
vegetal como acido indolacético, giberelinas y citocininas (Jaramillo, 2002).

En cuanto a los estados fenologicos evaluados no se observaron diferencias
significativas entre los mismos en relacién con el nimero de aislamientos totales, lo que
sugiere que las poblaciones de bacterias del suelo dependen fundamentalmente de la
composicion de los mismos, la materia organica, el pH, el agua y la disponibilidad de
oxigeno y no parecen guardar relacion con la fenologia de la planta, lo que sugiere que, a

lo largo del crecimiento de la misma, es posible aislar bacterias benéficas.

Podemos sefalar, que la presencia de bacterias autdctonas aisladas de la rizésfera
del arroz esta influenciada, por los parametros fisicoquimicos del suelo muestreado. La
parcela evaluada en este trabajo present6 un pH de 5,8 considerado como moderadamente

acido, sin embargo, permite el desarrollo de bacterias en la rizésfera.
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Estudios indican que en suelos con pH de 5,6 la mayoria de los microorganismos
beneficiosos para los cultivos existen y sus enzimas son activas (Calvo et al., 2008). Los
aislamientos bacterianos derivados de esta investigacidén, se ajustan a los resultados
obtenidos por Calvo y Zufiga (2010), quienes observaron que el 100% de las cepas
aisladas de la rizésfera de papa (Solanum tuberosum), a pH 4 y 5,5 crecieron bien, lo que
muestra una buena adaptacion de las bacterias rizosféricas a suelos de pH ligera a

moderadamente acidos.

Las diez cepas identificadas reunian las caracteristicas de antagonistas al presentar
un didmetro de halo de inhibicibn mayor o igual a 4 mm (Cuadro 2), las cuales fueron
identificadas taxondmicamente dentro del género Bacillus, de alta presencia en la rizosfera
de diversos cultivos debido a su capacidad de formacién de esporas que le confiere
ventajas de supervivencia en la rizésfera (Calvo y Zufiga 2010). Se puede deducir, que
suelos con un pH ligera o0 moderadamente acido, no limitan la presencia y crecimiento de
este género. Como indican estudios previos en suelos acidos, se ha demostrado la

presencia activa de especies de Bacillus (Nishijima et al., 2005).

Cuadro 2. Bacterias antagonistas aisladas de la rizosfera con actividad antagonista
contra B. glumae.

Fase Seccién Dilucién Microorganismo Cepa
vegetativa Suelo 104 Bacillus sp. BS1041,1
floracion suelo+raiz 103 Bacillus sp. 1.BSR1032,1
floracion suelo+raiz 103 Bacillus subtilis BSR1032,1
maduracion suelo+raiz 104 Bacillus sp. BSR10%1,1
maduracion suelo+raiz 103 Bacillus cereus BSR1031,1
vegetativa Raiz 107 Bacillus sp. BR1071,1
floracién suelo+raiz 103 Bacillus sp. RS+R1032,1
maduracion Raiz 104 Bacillus cereus BR10+41,2
vegetativa Raiz 104 Bacillus sp. BR1042,1
floracién Raiz 106 Lactobacillus plantarum RR10°¢1,1

Se puede observar que el predominio y la distribucién del género Bacillus en los

estados fenoldgicos y las partes de la rizésfera, sugieren la ubicuidad de esta bacteria para
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cualquiera de estos sitios (Figura 4 y 5), coincidiendo con lo descrito para este género en
relacion con la caracteristica de poseer mecanismos para asegurar su sobrevivencia ante
condiciones fisicas desfavorables. Bajo estas condiciones Bacillus sp. inicia una serie de
respuestas; si estas respuestas fallan para poder mantenerse en estado vegetativo se induce
la esporulacion (Petersohn et al., 2001). La habilidad de las especies de Bacillus de formar
endosporas altamente resistentes les da una ventaja competitiva muy importante en un
ambiente como el suelo (Stephens, 1998), lo que fundamenta su amplia distribucién y garantiza

la permanencia en el suelo rizosférico, lo que se sustenta en su amplia capacidad metabdlica.

+Y I Bacillus cereus

W Bacillus sp,
I Bacillus subtilis
i Lactobacillus plantarum

Bacteria

°
b

°
=

Vegetativa Floracién Fructificacién
Estados Fenoldgicos

Figura 4. Distribucién del género Bacillus en los estados fenoldgicos de la planta de arroz.
También se sefiala la distribucién de B. cereus, B. subtilis y L. plantarum.

10

°©
»

o
Py

Bacteria

Raiz Suelo+Ra|z Suelo
Seccién

Figura 5. Distribucion del género Bacillus en las tres secciones de la rizésfera de la planta
de arroz. También se incluye B. cereus, B. subtilis y L. plantarum.
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Las bacterias del género Bacillus son consideradas las mas eficaces para controlar
enfermedades foliares y de las raices, segln Badia et al. (2011). Dada la diversidad
genética en el género Bacillus, tanto en el suelo como en la rizésfera, se considera a estos
microorganismos como colonizadores eficaces. Los miembros de este género tienen un
gran potencial para su uso en la agricultura. Muchas cepas tienen la capacidad de producir

metabolitos antimicrobianos para el control de patégenos.

El empleo de la rotacion de cultivos con alta produccion de residuos posibilita el
aumento de la biomasa y una mayor actividad microbiana. Ademas, la calidad de los
residuos influye sobre su velocidad de descomposicion y sobre la composicion de la
comunidad microbiana que actla en este proceso. De esta forma, sistemas de manejo del
suelo con diferentes métodos de preparacion y diferentes cultivos, resultan en ambientes
totalmente distintos. Por esta razon, conociendo que la microbiota afecta directa e
indirectamente la produccion agricola, la evaluacién de este componente del suelo resulta
importante para darle al mismo, un manejo adecuado buscando su conservacion y

productividad (Villarreal y Name, 2003).

Se realizé un enfrentamiento dual entre el patdbgeno B. glumae y los antagonistas
del género Bacillus sp. y se observo la presencia de un halo de inhibicion superior a 4 mm.
Lo que demostré una gran diversidad de especies del género Bacillus con actividad
antagolnica contra diversos microorganismos fitopatdgenos de cultivos agricolas, tales
como maiz, arroz, frutales, entre otros (Villarreal-Delgado et al., 2018). El estudio de esta
capacidad de Bacillus se inici6 por el descubrimiento de la actividad insecticida de las
proteinas Cry producidas por B. thuringiensis; en la actualidad diversas especies del
género Bacillus (B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis) son
ampliamente investigadas para mitigar la incidencia de enfermedades de importancia

agricola.

En relacién con los hongos de la rizosfera, se determind que no existieron
diferencias significativas entre los estados fenoldgicos y las secciones de la rizésfera, en
cuanto al numero de aislamientos totales de hongos, lo cual coincidié con lo observado en

bacterias, sugiriendo que las condiciones del suelo son el factor para tomar en cuenta en
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relacion con los aislamientos. Se obtuvieron cinco hongos antagonistas contra P. oryzae:
Aspergillus sp., Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium y Trichoderma sp. (este
cultivo monospdérico presenté el mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento radial,
56,87%). En promedio las cepas del género Trichoderma inhibieron el crecimiento de P.
oryzae (Figura 6) en un 60% a los 8 dias de observacion. Segun Pérez et al. (2018) el
antagonismo de Trichoderma harzianum sobre Pyricularia grisea, a las 96 h la cepa alcanzé
un PICR del hongo fitopatégeno de 93,1 % y a partir de las 120 h se alcanzd un 100% de

capacidad antagonica.

Figura 6. Prueba de antagonismo in vitro Trichoderma spp. vs P. oryzae. Observacién alos 5
dias. De izquierda a derecha: Réplica 1, Réplica 2, Réplica 3; Control 1; Control 2.
Trichoderma sp. ala derechay P. oryzae alaizquierda.

Se puede inferir que los mecanismos de accion de las cepas de Trichoderma spp.,
aisladas de la rizosfera del arroz son por competencia y micoparasitismo, posiblemente al
aprovechar los nutrientes del medio de cultivo mas eficientemente por contar con una
velocidad de crecimiento mayor. De acuerdo con Infante et al. (2009), sefialan que
Trichoderma esta4 biologicamente adaptado para una colonizacion agresiva de los
sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir, fundamentalmente, en forma de

clamidosporas.

La alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y la amplia gama de
sustratos sobre los que puede crecer, debido a la riqueza de enzimas que posee, hacen
gue sea muy eficiente como saproéfito y alin mas como agente de control biolégico. Este
hongo prevalecié en fase fenoldgica de maduracion, sobre los otros hongos antagonistas
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aislados (fase de floracion) no hubo aislamientos de hongos antagonistas contra P.
oryzae en la fase fenoldgica vegetativa (Figura 7). Lo cual pudiera explicarse tomando en
cuenta que en la etapa de vegetativa predomina la presencia de follaje, lo cual no es
ambiente propicio para la presencia de hongos, esto explica el ataque de P. oryzae
después de los 40 dias (inicio del primordio floral para variedades de ciclo corto) lo cual
implica que los antagonistas al igual que el patdégeno incrementan su presencia después
de estos 40 dias (fase de floracién y fructificacion), aqui también juegan un papel

importante las condiciones ambientales (Cruz et al., 2016).

W Aspegillus niger
W Aspergillus flavus
. Aspergillus sp.
. Penicillium sp.
W Trichoderma sp.

Fungi

0.0

Floracion . Fructificacidn
Estados Fenoldgicos

Figura 7. Distribucién de hongos antagonistas contra P. oryzae en los estados fendlogicos
de arroz. Puede observarse el predominio de Trichoderma sp. en la fase de maduracion.

En cuanto a la distribucion de los antagonistas en las diferentes secciones de la
rizosfera, se presentd una prevalencia de A. niger, A. flavus y Penicillium sp. en la parte de
suelo+raiz, mientras que en el suelo rizésferico predominé Trichoderma sp. y Aspergillus
sp. Las especies de Trichoderma tienen la particularidad de que crecen cerca de las raices
de las plantas y las protegen contra el ataque de otros hongos, siendo sus hifas una barrera
una fisica e incluso son micoparasitos importantes. En el caso de Penicillium produce
antibioticos que protegen la naranja (Helyer et al., 2014) y brindan proteccién contra el
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patdégeno foliar Botrytis cinerea (Hajek, 2007). En cuanto al género Aspergillus se ha

reportado su actividad antagonista contra Moniliophthora roreri (Suarez y Rangel, 2013).

Es interesante destacar que el género Bacillus sp. es clave en la proteccidén contra
B. glumae en los tres estados fenologicos de la planta de arroz (predominante en la fase
vegetativa), mientras que en la fase de floracién y fructificaciébn brindan proteccién tanto
hongos como bacterias antagonistas contra B. glumae y P. oryzae, respectivamente
(Figura 8). El género Bacillus, es muy util como control biolégico aplicado al suelo o afiadido
durante el trasplante y es capaz de suprimir tanto en la raiz como en el suelo a patégenos
tales como: Fusarium, Pythium, Rhizoctonia y Sclerotinia sp. e incluso se puede aplicar
directamente a la semilla para protegerla de patdgenos del suelo como Fusarium y
Rhizoctonia (Helyer et al., 2014).

W Aspergillus flavas
B Aspergitius sp.

W Bocilius cereus
i Bacitius sp.

W Bacilius subtilis
B Lac tobacillus plant

Bacteria-fungi

0.0

Vegetéﬁva Floracién Fructificacién
Estados Fenoldgicos

Figura 8. Distribucién por estados fenoldgicos de bacterias y hongos antagonistas aislados
en el cultivo de arroz.

En la filosfera, se lograron aislar 10 bacterias antagonistas contra B. glumae, todas
del género Bacillus sp. (ver tabla 3), el cual ha sido reportado como controlador biologico y
como supresor de varios fitopatégenos foliares entre ellos Botrytis sp., asi como de otros
hongos (Helyer et al., 2014).
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Cabe destacar la ubicuidad del género Bacillus sp. en todas las partes de la hoja
de arroz, lo que sugiere su presencia a lo largo del ciclo bioldgico y su capacidad de brindar
proteccion en todo momento contra patégenos foliares, lo cual plantea una alternativa a los
agroquimicos (Figura 9). La presencia de las endosporas refuerza su papel dormante a
través de largos periodos de tiempo (Islam et al., 2016), lo que influye notablemente en su
capacidad bioprotectora, en este sentido, es interesante su presencia tanto en la fase
vegetativa, asi como de floracion lo que contribuiria a la defensa de la planta en esta etapa

de crecimiento (Figura 10).

Cuadro 3. Bacterias aisladas de la filosfera con actividad antagonista contra B. glumae.
Los aislamientos corresponden atres estados fenologicos y tres partes de la hoja.

Microorganismo Etapa Seccién Dilucién  Cepa
Bacillus subtilis Vegetativa Apice 103 Cepa-3
Bacillus sp. Vegetativa Apice 103 Cepa-10
Bacillus sp. Floracion Apice 102 Cepa-6
Bacillus sp. Vegetativa Apice 101 Cepa-8
Bacillus sp. Vegetativa Base 101 Cepa-2
Bacillus sp. Vegetativa Apice 103 Cepa-4
Bacillus sp. Floracién Base 101 Cepa-9
Bacillus sp. Vegetativa Media 103 Cepa-7
Bacillus cereus Vegetativa Apice 101 Cepa-1
Bacillus sp. Vegetativa Apice 103 Cepa-5

En cuanto a los hongos antagonistas contra P. oryzae, aislados de la filosfera, se
lograron obtener cinco aislamientos (Cuadro 4). La distribucion de los hongos antagonistas
ha comprendido los tres estados fenoldgicos de la planta, de igual se presentaron
antagonistas fungicos en todas las partes de la hoja de arroz. Sin embargo, hay que sefialar
gue latemperatura de la hoja puede alterar tanto incidencia como la abundancia de hongos,
incluyendo a los potenciales patégenos (Cordier et al., 2012), lo cual es un factor clave

para la distribucion de los posibles antagonistas.
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Figura 9. Distribucidon de antagonistas del género Bacillus en las secciones de la hoja de
arroz contra B. glumae.

mm Boillus cereus
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Figura 10. Distribucion fenoldégica de antagonistas del género Bacillus en la fildsfera del
arroz contra B. glumae.
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Cuadro 4. Hongos aislados de la filosfera con actividad antagonista contra P. oryzae.

Estado Fenoldgico Seccion Fungi
Floracion base Aspergillus flavus
Vegetativa centro Aspergillus niger
Fructificacion base Fusarium sp.
Vegetativa apice Penicillium sp.
Fructificacion base Trichoderma sp.

En relacion, a la espermosfera se aislaron cinco bacterias con actividad antagonista
contra B. glumae: Bacillus pumillus, Bacillus licheniformis, Brevibacillus bortelensis,
Bacillus subtilis y Aeromonas hidrofila. Interesantemente se presentd un predominio del
género Bacillus sp. Una vez mas el género Bacillus, domina el microambiente de la
espermoésfera, lo que concuerda con lo sefialado por Berg et al., 2014 en relacién con su

predominancia en climas secos, como es el caso de la costa pacifica de Panama.

Se sugiere una amplia diversidad de bacterias y hongos como posibles
antagonistas contra patdgenos como B. glumae y P. oryzae (Figura 12), los cuales estan
presentes en los distintos estados fenélogicos de la planta, asi como es sus distintas zonas.
Es notable la omnipresencia del género Bacillus en toda la planta de arroz, lo que refuerza
su papel como antagonista fundamental para este cultivo. Aunque no se puede desconocer
la importancia de los géneros Penicillium, Aspergillus y Trichoderma, lo que dependiendo
de las condiciones ambientales y del manejo agronémico pueden representar una

alternativa frente al uso de agroquimicos.
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Figura 12. Distribuciéon de antagonistas contra B. glumae y P.oryzae en el cultivo de arroz.
La descripcion incluye presencia de hongos y bacterias en la rizésfera, filésfera y
espermésfera.

CONCLUSIONES
e Se aislaron hongos y bacterias determinando diferencias en el total de aislamientos para
las variables fases fenoldgicas (vegetativa, floracién, maduracién), secciones de la

rizésfera (seccion suelo, seccion raiz, interfase suelo+raiz), secciones de la filésfera

(base, centro, apice) y semillas (espermosfera).

e La mayor capacidad inhibitoria frente a B. glumae la presentaron las cepas del género

Bacillus, asi como Lactobacillus plantarum, Brevibacillus bortelensis, Aeromonas sp.

e Las cepas fungicas que mostraron actividad antagénica contra P. oryzae, corresponden
a Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma sp.

y Fusarium sp.
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