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RESUMEN

Se realizaron muestreos de la fildsfera de arroz, en una parcela bajo la modalidad de
agricultura organica de subsistencia, ubicada en la comunidad de Los Alvéos,
corregimiento de Cabuya, distrito de Antén, provincia de Coclé, Republica de Panama. En
el laboratorio de Microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé, Universidad
de Panama, se efectuaron aislamientos de hongos y bacterias de la filosfera del arroz,
pruebas de enfrentamiento in vitro e identificacion de los microorganismos (hongos y
bacterias) con potencial antagénico frente a los patdgenos Burkholderia glumae vy
Pyricularia oryzae, causantes de las enfermedades conocidas como afiublo bacterial de la
panicula del arroz y tizon de la panicula (pyriculariosis) respectivamente. Se aislé un total
de 64 cepas bacterianas epifiticas de las cuales 24 correspondieron a la seccién apical de
la hoja, 11 de la seccion media y 30 de la seccion basal de la filosfera, de estas, 21
presentaron antagonismo positivo (halo>4mm de diametro) ante el fitopatdgeno B.
glumae, se identificaron las 10 con el mayor halo de inhibicion, correspondiendo al género
Bacillus spp. A su vez, se aislo un total de 68 cepas fungicas enddfitas de la filosfera (20
de la seccidn apical, 22 de la seccion media y 26 de la seccién basal), de las cuales 29
mostraron antagonismo positivo (PCIR >40%) ante el fitopatogeno P. oryzae,
correspondiendo a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Fusarium.

PALABRAS CLAVES: Bacterias, antagonismos, hongos, filosfera.



ABSTRACT

Samplings of the rice phylosphere were carried out in a plot under the subsistence
organic agriculture modality, located in the community of Alvéos, Cabuya corregimiento,
Anton district, Coclé province, Republic of Panama. In the laboratory of Microbiology of
the Regional University Center of Coclé, University of Panama, isolations of fungi and
bacteria from the rice phylosphere, tests of in vitro confrontation and identification of
microorganisms (fungi and bacteria) with antagonistic potential against the pathogens
Burkholderia glumae and Pyricularia oryzae (strains facilitated by INDICASAT), causing
the diseases known as bacterial blight of the rice panicle and blight or panicle burning
(pyriculariosis) respectively. A total of 64 epiphytic bacterial strains were isolated (24 from
the apical section, 11 from the middle section and 30 from the basal section of the
phyllosphere). Of these, 21 had positive inhibition halo (>4mm in diameter) before the
phytopathogen B. glumae, identifying
the 10 strains with the most significant inhibition halos, all resulting from the genus
Bacillus spp. In turn, a total of 68 fungal strains of the phyllosphere were isolated (20 from
the apical section, 22 from the middle section and 26 from the basal section), all
endophytic, of which 29 showed positive antagonism (PCIR >40%) before the
phytopathogen P. oryzae, corresponding to the genera Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma and Fusarium.

KEYWORDS: Bacteria, antagonisms, fungi, philosophies



INTRODUCCION

En la Republica de Panamé el arroz es un rubro de gran importancia, la produccion
promedio para el afio 2015-2016 fue de 282,568 toneladas de arroz en céscara y se
sembraron 92,380 hectéreas (Instituto Nacional de Estadistica y Censo, 2016), en virtud de
ello, la basqueda de métodos alternativos para el control de fitopatdgenos de importancia
agricola para este cultivo se ha convertido en una prioridad para el pais. En este sentido, se
ha demostrado que la microbiota de la fil6sfera de diversos cultivos, incluyendo el arroz,
puede defender a las plantas de los agentes patdgenos al ejercer una accién antagonica
contra estos. Investigadores han logrado aislar y utilizar bacterias y hongos de la filésfera
para el control biolégico de muchos patdgenos (Poveda, et al, 2010).

Dicho esto, el tema de estudio expuesto en el presente escrito, consistié en caracterizar
bacterias epifiticas y hongos endofitos de la fildsfera del arroz (Variedad Gab 8 con manejo
organico), con potencial antagonico in vitro frente a dos fitopatdgenos de importancia
agricola y econémica en el pais; nos referimos a Burkholderia glumae causante de la
enfermedad conocida como afiublo bacteriano de la panicula del arroz y Pyricularia oryzae
uno de los fitopatdgenos de mayor importancia econdmica, causante de la piriculariosis.
Esto con el fin de ampliar la informacion cientifica sobre microrganismos antagonistas
autoctonos en Panama, contribuyendo con el crecimiento del cepario nacional de
microorganismos biocontroladores e introduciéndonos a la vez en los fundamentos para la
implementacion de métodos alternativos destinados a desarrollar tecnologias productivas

sustentables.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

> Aislar y caracterizar microorganismos con potencial antagénico para el control
bioldgico de Pyricularia oryzae y Burkholderia glumae, en la filésfera del cultivo de

arroz en la Republica de Panama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar bacterias y hongos de la filosfera del arroz (Oryza sativa) variedad
Gab 8 bajo la modalidad de agricultura organica de subsistencia en Los Alveos de
Anton.

» ldentificar bacterias y hongos con potencial antagonico frente a fitopatégenos de
arroz.

» Evaluar in vitro la capacidad antagonica de los microorganismos aislados frente a

Burkholderia glumae y Pyricularia oryzae.



I. MARCO TEORICO

1. Importancia del cultivo del arroz a nivel mundial

El cultivo de arroz constituye en la actualidad el grano basico de mas de dos mil
millones de personas alrededor del planeta, que representan la tercera parte de la poblacion
mundial. Un 90% de la produccion mundial depende de pequefios agricultores y
comunidades en los paises empobrecidos, generalmente en superficies inferiores a la
hectarea. ElI consumo mundial de este producto es, desde mediados de los afios ochenta de
alrededor de 65 kilogramos per cépita al afio, del que mas del 87.0% se dedica a la
alimentacion humana o a manufactura alimenticia.

Se conocen més de 40.000 diferentes variedades de arroz, de las cuales se comercializan
principalmente dos variedades: el arroz africano (Oryza glaberrima) y el arroz asiatico
(Oryza sativa). La planta puede cultivarse en zonas de diferentes altitudes, desde el nivel
del mar hasta zonas con altura de 2500 metros, requiere de suelos con alto contenido de

arcilla, que retienen y conservan la humedad por mas tiempo (Franquet, 2004).



2. Fisiologia del cultivo del arroz

Segun la secretaria de agricultura y ganaderia; Direccion de Ciencias y Tecnologias
Agropecuarias de Honduras, se distinguen tres fases de desarrollo, las cuales tienen
periodos de crecimiento definidas en cuanto a la diferenciacion de la planta y los dias de

duracion:

La fase vegetativa: por lo general dura de 55 a 60 dias en las variedades de periodo
intermedio. Y comprende desde la germinacion de la semilla, emergencia, macollamiento
(ahijamiento), hasta la diferenciacion del primordio floral.

La fase reproductiva: incluye el periodo desde la formacién del primordio floral (14-
7 dias antes de la emergencia de la panicula), hasta la emergencia de la panicula (floracién).
Esta fase dura entre 35y 40 dias.

La fase de madurez: abarca desde la emergencia de la panicula (floracion), el llenado
y desarrollo de los granos (estado lechoso y pastoso) hasta la cosecha (madurez del grano)

y dura de 30 a 40 dias.



3. La filosfera

El término Filosfera fue implementado por Last en 1955 y Ruinen en 1956, para
describir la superficie de las hojas de las plantas como un ambiente que es fisica, quimica
y bioldgicamente diferente del resto de la hoja o del ambiente exterior que lo rodea (Riedere
y Muller, 2006).

El ambiente de la filésfera es considerado como hostil para la colonizacion de
organismos, pues no existe una fuente rica de nutrientes. (Leveau y Lindow, 2001). Las
comunidades microbianas de la filosfera son diversas e incluyen microorganismos que
pueden encontrarse como epifitos en la superficie de la planta o endéfitos dentro de los

tejidos de ésta (Lindow y Brandl, 2003).

4. Aiiublo del arroz (Pyricularia oryzae).

Este hongo es el limitante bidtico més importante en el cultivo de arroz, conocido
internacionalmente como afiublo o quemazén del arroz. Es casi norma natural que donde
haya arroz (Oryza sativa), tarde o temprano habra Pyricularia, esto significa en términos
agronémicos que el cultivo del arroz se encuentra constantemente amenazado. (Muller,

1984).



Las lesiones varian desde pequefios puntos color café, hasta la tipica mancha en forma de
rombo, con su parte color verde oliva, gris o blanco, limitada (no siempre) por un borde
fino café oscuro, en algunos casos, la lesion se rodea por un halo amarillento. El hongo
puede atacar diferentes partes de la planta tales como: hoja, collar foliar, nudo del tallo y
la panicula (Muller, 1984).

Las lesiones varian desde pequefios puntos color café, hasta la tipica mancha en forma
de rombo, con su parte color verde oliva, gris o blanco, limitada (no siempre) por un borde
fino café oscuro, en algunos casos, la lesion se rodea por un halo amarillento. EI hongo
puede atacar diferentes partes de la planta tales como: hoja, collar foliar, nudo del tallo y
la panicula (Muller, 1984).

Los organismos endd6fitos como hongos o bacterias, que durante parte o todo su ciclo
de vida invaden tejidos vegetales vivos, causan infecciones asintomaticas dentro del tejido
vegetal. Dado que algunas asociaciones micorrizicas deforman la planta, permitiendo
detectar los sintomas de su infeccion, ellas quedan excluidas en esta definicion (Wilson,

1995).



5. Afublo bacterial de la panicula del arroz (B. glumae).

El afiublo bacteriano de la panicula del arroz, causado por B. glumae, ha aumentado su
incidencia en los ultimos afios (Pérez y Saavedra, 2011). En 2005 la bacteria se report6 en
Panama, Cuba, Republica Dominicana, luego en 2007 en Colombia y en 2009 en Nicaragua
(Correa, et al., 2007).

B. glumae es una bacteria gram negativa y aerdbica, causante de la enfermedad conocida
como afiublo bacterial de la panicula en la planta de arroz.

Entre sus propiedades microbioldgicas se encuentra que es multiflagelada (de 2 o més
pares de flagelos) y encapsulada. Metabdlicamente es capaz de reducir el nitrato, hidrolizar
la gelatina, degradar el almiddn y degradar la pectina, ademas es H»S negativo (Brenner et
al., 2005).

El principal hospedante de esta bacteria es Oryza sativa (Arroz), pero también se ha
reportado causando dafios en: Allium cepa (cebolla), Esculentum lycopersicum (tomate),
Sesanum indicum (ajonjoli), Fulanum melongena (berenjena) y Capsicum sp. (pimenton
picante) (Bellido, 2005; CABI, 2005). El género Burkholderia es un importante
componente de la comunidad microbiana. Se reportan mas de 30 especies, ocupando
diferentes nichos ecolégicos, que se pueden presentar en el suelo, agua, plantas, animales
y humanos. Este género es de amplia distribucion y se registran especies no patogénicas en
control biologico de hongos, biorremediacién y promotoras del desarrollo de plantas

(FLAR, 2010).



6. Bacterias benéficas.

Las enfermedades constituyen una limitante en el cultivo de arroz. Las mas relevantes
son las causadas por bacterias que hasta hace un tiempo presentaban poca importancia. Sin
embargo, existen bacterias que manifiestan facciones benéficas y son conocidas como
rizobacterias, promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (Plant Growth Promoting) por
sus siglas en inglés; a lo largo de las investigaciones cientificas, varios grupos de bacterias
han sido eficientemente aisladas y multiplicadas para el desarrollo de inoculantes utilizados
en una escala extensiva (Bhattacaryya y Jha, 2012).

Las bacterias endofitas son capaces de generar cambios fisioldgicos drasticos que
modulan el crecimiento y el desarrollo de la planta (Hardoim et al., 2008). Se evaluaron 12
cepas de Bacillus sp. con actividad antagonista in vitro contra Rhizoctonia solani atribuida
a la produccion de metabolitos secundarios, de las cuales cuatro cepas correspondieron a
B. subtilis y B. amyloliquefaciens, produciendo compuestos termoestables de tipo
lipopeptidico con accién antifangica (como iturinas, surfactinas y fengicinas) y la
produccion de compuestos volatiles, indicando que estas dos caracteristicas son parte de
los mecanismos de accidn de estos aislamientos, para el control del hongo (Blanco-Zapata,
2012).

Estas propiedades de los miembros del género Bacillus, se han aprovechado para la
obtencion de formulaciones liquidas comercializables, cuyo principio activo esta
constituido por los metabolitos antifungicos producidos por estas bacterias, como el
elaborado a partir de una cepa patentada de Bacillus subtilis (QST713), que contiene mas

de treinta compuestos bioquimicos de tipo lipopeptidico y que provee un control efectivo

10



para un amplio espectro de enfermedades en cereales, frutales, hortalizas y flores causadas
por hongos (Pal y McSpadden, 2006).

Las bacterias forman parte de la gran cantidad de microorganismos biol6gicos que
existen como agentes de control de enfermedades fungicas y bacterianas, tanto en la parte
aérea, como en la raiz de las plantas hospederas y estan presentes en la rizosfera, ademas
favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas (Mondino y Silvana, 2006).

Las bacterias del género Pseudomonas , han sido estudiadas como importantes agentes
de biocontrol, por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos
fitopatdgenos, como bacterias, hongos, neméatodos y virus, los cuales pueden llegar a
reducir considerablemente la produccidn de cultivos (Chaves, 2007).

Los organismos ejercen ciertos mecanismos de accion antagonista que involucran la
produccion de compuestos bacterianos como: siderdforos, acidos cianhidricos vy
antibidticos. Ademas, se ha comprobado que inducen un sistema de resistencia en las
plantas que hace que puedan tolerar el ataque de diversos microorganismos fitopatégenos

del suelo (Chaves, 2007).

11



7. Contenido de elementos nutritivos y su relacion con la susceptibilidad de la
planta a bacteriosis.

La materia organica es la fuente primordial de energia para los microorganismos., es degradada
por una serie de reacciones secuenciales, regidas por enzimas. La lignina es el componente vegetal
mas recalcitrante. La degradacion provoca la formacion de &cidos himicos. La presencia de
sustancias fendlicas y flavonoides que tienen propiedades fungistaticas, las cuales en muchos casos
estan en mayores concentraciones en las células epidérmicas, mientras que la formacion de dichas
sustancias se ve limitada y por tanto hay acumulacion de fenol cuando las plantas tienen
deficiencias de algunos nutrientes como cobre (Cu) y boro (B).

La presencia de formas poliméricas de silicio (Si) que actian como una barrera fisica para la
penetracion del patogeno. La tasa de difusion y la composicion de los exudados citoplasmaéticos al
exterior, aspectos que se afectan por la disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, la concentracion
de azucares y aminodcidos es elevada en las hojas cuando hay deficiencia de potasio (K), y como
estas sustancias favorecen el desarrollo de los hongos, su mayor concentracion favorece las
enfermedades fungosas. La concentracion de aminoécidos es también alta cuando hay excesos de
N. La permeabilidad de las membranas citoplasméticas se aumenta cuando hay deficiencia de
calcio (Ca) o de B y esto favorece la acumulacion de aminoécidos y azlcares en el apoplasto (region
externa al citoplasma), lo cual ocurre también con la deficiencia de K, que limita la sintesis de
polimeros. iv) La participacion del Ca en la estructura de la pared celular, cuya rigidez se pierde

por deficiencia de dicho elemento y por tanto se facilitan las infecciones. (Vargas, 2004).

12



8. Antagonismo

Es la interaccion entre microorganismos donde uno interfiere con el otro, es decir causa
la pérdida o la actividad de uno de ellos. Esta es la base sobre la que se sustenta el verdadero

control biolégico de microorganismos fitopatdgenos en las plantas (Pérez, 2004).

8.1. Potencial antagonista de microorganismos endofitos.

Los microorganismos endofiticos para ser considerados como agentes potenciales de
biocontrol, requieren ciertas caracteristicas. Como nimero uno, que no sea patdégeno para
plantas, hombres o animales; ademas, debe tener elevada capacidad de colonizacion y
reproduccion en los tejidos internos, después de su inoculacion en las plantas, ya que una
poblacion que declina rapidamente tiene una baja capacidad competitiva con la microflora
presente en la planta y puede que el microorganismo se vea reprimido facilmente por los
demas habitantes de esta; como numero dos, debe tener la capacidad de reducir o suprimir
eficientemente la poblacién de microrganismos patdgenos, por debajo del nivel critico. Es
muy importante, que tenga capacidad abundante de reproduccidn en condiciones in vitro
para asegurar su reproduccién y conservacion a nivel comercial, ademas, debe ser de

aplicacion facil (Hernandez y Escalona, 2003).
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9. Control bioldgico.

El control bioldgico ha incrementado su importancia recientemente ya que disminuye

la aplicacion de agroquimicos, evitando el deterioro de los suelos y la acumulacion de
residuos quimicos en el ambiente (Pal y McSpadden, 2006).
Se ha encontrado que la regulacion bioldgica de patégenos foliares, frecuentemente
involucra la aplicacion del microorganismo antagonista sobre la superficie de la hoja
(filoplano o filosfera) y que el éxito de dicho antagonista depende de su capacidad para
establecerse como microbiota epifita (Blakeman y Fokkema, 1982).

Se ha encontrado que especies de bacterias aerdbicas formadoras de endosporas
(BAFES) de la filosfera de las plantas, como las del genero Bacillus, pueden llegar a tener
gran potencial como controladores biologicos debido a su presencia en diferentes tipos de
suelos, su tolerancia a altas temperaturas, su rapido crecimiento en medios liquidos y su

capacidad de colonizar su superficie foliar (Tejera, et al. 2011).
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Il. MATERIALES Y METODOS.

1. Sitio de muestreo.

Las plantas en estudio fueron tomadas al azar (muestreo al azar eliminando efecto
borde) en una parcela de 10 m? cultivada con la variedad de arroz IDIAP Gab 8 (Figura 1),
bajo el sistema de agricultura organica de subsistencia (MIDA- Agencia de Anton, 2017);
la zona esta ubicada en la comunidad de Los Alvéos, corregimiento de Cabuya, distrito de
Anton, provincia de Coclé, Republica de Panama. El sitio de muestreo fue seleccionado
para la bioprospeccion de microorganismos debido a que no estaba sometido a los efectos

de los agroquimicos (MIDA, agencia de Antdn, provincia de Coclé, comunicacion oral).

¢

Figura 1. Parcela experimental. Cultivo de arroz variedad Gab 8 en fase
vegetativa, Comunidad de los Alvéos, corregimiento de Cabuya, distrito de
Anton, provincia de Coclé, Republica de Panama, (UTM Datum WGS84 591361
E; 943492).
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Las muestras sin ningun tipo de lesiones necroticas (Figura 2), fueron colectadas
durante las fases fenoldgicas: vegetativa (21 dias), floracién (75 dias) y maduracion (95
dias) durante el periodo comprendido entre septiembre a diciembre de 2016. En cada fase
fenoldgica se tomaron tres muestras (3 plantas al azar), se colocaron en bolsas plésticas
para trasladarlas al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Panama, Centro

Regional Universitario de Penonomé y procesarlas en 24 h.

Figura 2. Plantas sanas, sin lesiones necréticas. Parcela
experimental en la Comunidad de los Alvéos, corregimiento
de Cabuya, distrito de Antdn, provincia de Coclé, Republica
de Panama.

16



2. Proceso de aislamiento de bacterias epifiticas de la filésfera del arroz (Oryza sativa)

En el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y
Tecnologia del Centro Regional Universitario de Coclé, Universidad de Panam4, durante
los meses de septiembre de 2016 a septiembre de 2017, se procedio a separar la filosfera
de la zona basal de cada una de las plantas de arroz colectadas durante las tres fases
fenoldgicas evaluadas en el cultivo (vegetativa, floracion, maduracion). Las hojas
(filésfera) de las plantas muestreadas fueron procesadas con el objetivo de aislar bacterias
epifiticas, con las cuales se realizaron pruebas de identificacion y de antagonismo in vitro

frente a B. glumae.

El primer paso consistié en tomar 7 hojas de cada planta muestreada (hojas libres de
lesiones) por fase de cultivo (vegetativa, floracion, maduracion) se procedio a separar la
seccion apical, media y basal de las hojas. De cada seccidn se cortaron segmentos de 2x2
cm, para luego proceder con la desinfeccidn de estos. Para ello, se colocaron bajo agua de
grifo durante 5 min eliminando todos los residuos de suelo y otras materias extrafias.

Seguidamente, las secciones se colocaron por separado en bolsas plasticas, agregando
20 ml de agua peptonada y homogenizando durante 1 min a 200 rpm (Stomacher Seward®).
Se prepararon diluciones seriadas (10 a 107) de cada seccion foliar sumergida y

homogenizada en peptona (Avila et al., 2014).

De estas diluciones se tomaron alicuotas de 0.7 ml y se dispersd por agotamiento sobre

la superficie del agar tripticasa soya (TSA) con un asa de Drigalski, para el aislamiento de

17



bacterias totales (2 réplicas por dilucion), incubando a 28°C por 72 h (Graciano et al.,
2006).

Transcurrido el tiempo de la incubacion, se realizd el recuento de las colonias
bacterianas, luego se tomaron con un asa (asa kohle) 2 colonias por réplica, sembrandolas
mediante estrias cruzadas en nuevos platos Petri con TSA para fomentar su crecimiento y
garantizar su pureza mediante observaciones macro y microscopicas. Las cepas puras se
transfirieron a tubos inclinados con TSA conservando en el refrigerador a 4°C hasta ser
enfrentadas in vitro al fitopatdgeno B. glumae. En la figura 3 se presenta el diagrama de

procesos.
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Lavado y corte de secciones

iy

Diluciones seriadas (10-107)
y siembra en platos Petri TSA

Recuento de colonias y
siembra por estrias cruzadas
en TSA

Identificacion taxondmica

Figura 3. Diagrama para el aislamiento de bacterias epifiticas de la filosfera del arroz.
Laboratorio de microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé -Universidad de

Panama.

19




3. Proceso de aislamiento de hongos enddfitos de la fildsfera del arroz (Oryza sativa)

Al igual que para el aislamiento de bacterias epifiticas, las hojas (filosfera) de las plantas
de arroz fueron procesadas con el objetivo de aislar hongos endéfitos. Con estos se
realizaron pruebas de identificacion y de antagonismo in vitro frente al fitopatdgeno P.
oryzae.

Por cada ciclo de cultivo, se tomaban 7 hojas sanas de las plantas de arroz muestreadas,
cada seccion de la hoja (apical, media, base) fue cortada en cuadrados de 2x2 mm, después
lavados con abundante agua de grifo por 5 min., luego con alcohol al 70% por 1 min.,
después se sumergieron en cloro al 4% por 3 min; en alcohol al 70% por 30 segundos y
finalmente en alcohol al 40% por 30 segundos.

Seguidamente los trocitos de tejido se colocaron en papel filtro estéril para eliminar
humedad; por ultimo fueron colocados en platos Petri con agar PDA (Potato Dextrose
Agar) para el aislamiento de hongos (3 réplicas por seccion de la hoja). Se incubo a 28°C,
alternando16 h. luz y 8 h. de oscuridad por 8 dias (Chavez, 2016). Transcurrido el tiempo
de la incubacion, se realiz6 el recuento de las colonias fungicas, seleccionando de 2 a 3
colonias por réplica

Las colonias seleccionadas fueron repicadas en nuevos platos Petri con PDA para
fomentar su crecimiento y garantizar la pureza mediante observaciones macro y
microscopicas. Las colonias puras se transfirieron a tubos inclinados con medio de cultivo
PDA conservando a temperatura ambiente en cajas selladas para su posterior identificacion

y enfrentamiento frente a P. oryzae. En la figura 4 se muestra el diagrama de procesos.
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media v basal en cuadros 2x2

@ Corte de las secciones apice,

Conservados en tubos
Los trocitos se colocan en platos Petri con inclinados para posterior
PDA. Se incubo a 28 °C, 16 h luz, 8 h identificacion y prueba de
oscuridad. 8 dias enfrentamiento in vitro.

Figura 4. Diagrama para el aislamiento de hongos enddfitos de la filosfera del arroz.

Laboratorio de microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé -Universidad de
Panama.
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4. Bioensayos de enfrentamiento in vitro

4.1. Bioensayo dual de las bacterias aisladas de la filosfera del arroz frente al
fitopatogeno B. glumae.

Durante los ensayos de aislamiento de microorganismos, se obtuvieron bacterias
epifiticas, por lo que los procesos de enfrentamiento in vitro ante B. glumae, fueron
especificos para este tipo de microorganismos de la filosfera del arroz.

Se utilizé el método de difusion en agar sugerido por Cristancho y Agudelo, 2009. Las
bacterias aisladas de la filosfera asi como la B. glumae, fueron revivificadas en matraces
de vidrio con 20 ml de agua peptonada durante 24 h a temperatura constante (32°C).
Transcurrido este tiempo, se difundid B. glumae en TSA liquido (1:10), segun la
metodologia de Bauer et al., (1996). Luego de solidificado el medio de cultivo con el
fitopatdgeno, se transaron lineas sobre el plato Petri para dividirlos en 4 secciones,
colocando una gota de 3 il de una de las bacterias epifiticas aisladas de la fildsfera en cada
apartado. Se trabajaron 3 réplicas del enfrentamiento dual y dos controles, uno de ellos s6lo
con la bacteria B. glumae difusa en TSA y otro con las bacterias aisladas de la hoja. Los
ensayos se incubaron durante 24 h a 28°C.

La evaluacién se hizo por medicion del didmetro de las zonas de inhibicion de
crecimiento alrededor de la gota radial (mm), al segundo, quinto y octavo dia de montado
el ensayo. Se sustrajo el diametro del halo de inhibicién del diametro de la colonia del
posible antagonista (Astorga et al., 2013). Aquellas bacterias que mostraron halos de
inhibciéon > a 4 mm de diametro en 2 de las 3 réplicas fueron consideradas como

antagonica positiva ante el fitopatégeno.
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Enfrentamientos Controles Observacion
Replica 1 Replica 2 Replica 3
Control 1 Los tratamientos se
incubaron a
e o e o e o Se coloca 1 ml de | temperatura
B.glumae en el plato | ambiente.
[ ] [ ] [ ] [ ] e [ ] .
Petri y luego se
agrega agar TSA | La evaluacion se
| dif | homogeneizando y | hizo por medicion
B.glumae difusa | B.glumae B.glumae dejando solidificar. | del diametro de las
en TSA difusa en TSA | difusaen TSA zonas de inhibicién
de crecimiento
® . . ® . ® . alrededor de la gota
Bacterias aisladas | Bacterias Bacterias

de la seccion
apical, media y
basal de la hoja.

aisladas de la
seccion apical,
media y basal
de la hoja..

aisladas de la
seccion apical,
media y basal
de la hoja.

B.glumae difusa en
TSA

Método: difusion en agar

-Se coloca 1 mililitro de B.glumae en el plato Petri
-Se agrega agar TSA homogeneizando y dejando

solidificar.

-Luego de solidificado se divide en 4 secciones,
colocando en cada seccidn una gota (tres micro litros)
de la bacteria aislada y previamente revivificada (una
bacteria distinta en cada seccion).

Control 2
En un plato Petri
con TSA, se
colocan 3 pul de las
soluciones
bacteriana con las
gue se trabajan (una
bacteria en cada
seccion).

Plato Petri con TSA
[

Bacterias aisladas
de la fil6sfera.

radial (mm), el dia
2,5y 8 luego de la
inoculacion.

La presencia de
halos de inhibicion
alrededor de la gota
se consider6 como

una respuesta
cualitativa
antagonica  entre
cepas.

Para el célculo del

potencial

antagonista, se
midi6 el diametro
del halo de

inhibicién y se resto
del diametro de la
colonia de la
bacteria.

Figura 5. Esquema de las pruebas de antagonismo in vitro entre las bacterias epifiticas
aisladas y B. glumae.
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4.2. Bioensayo dual de los hongos aislados de la filosfera del arroz frente al
fitopatdgeno P. oryzae.

Durante los ensayos de aislamiento de microorganismos, se obtuvieron hongos
enddéfitos, por lo que los procesos de enfrentamiento in vitro ante P. oryzae, fueron
especificos para este tipo de microorganismos de la filésfera del arroz.

En agar papa dextrosa (PDA), se colocé un disco de 7 mm de diametro del hongo aislado
e identificado a 15 mm del centro del plato, en el sentido opuesto también a 15 mm del
centro, se coloco un disco (7 mm de diametro) con el patdgeno P. oryzae (Cepa facilitada
por Luis Mejia, INDICASAT, Panamd). Los tratamientos se incubaron a 28°C y las
mediciones se realizaron el dia 3, 5 y 8 posterior al montaje del ensayo. Se utiliz6 como

control, un disco del patégeno en el centro de un plato Petri con (PDA), (Figura 6).

Para calcular el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (indice de inhibicion), se

consider6 la férmula:

*PICR=R1-R2-100
R1

“Donde R1 es el radio mayor (radio patogeno-testigo) y R2 es el radio menor (radio del
patdgeno en cultivo dual). (Quiros, et al., 2014)”

24



El criterio seleccionado para determinar el potencial antagonico segun el porcentaje de

inhibicion fue tomado segun la metodologia propuesta por Benitez et al, (2007), asi:

Negativo: ausencia de zona de inhibicion o un porcentaje menor de 10% y crecimiento
normal de la colonia fungica, de forma similar al control.

Baja: ausencia de zona de inhibicion o con un porcentaje entre 10-39% y con disminucion
en el crecimiento de la colonia fangica.

Media: ausencia de zona de inhibicion o un porcentaje entre de 40-69% y con disminucion
en el crecimiento de la colonia fangica.

Positivo: presencia de zona de inhibicion definida o en un porcentaje entre 70—100%.

Los hongos que fueron identificados se criopreservaron en glicerol al 30% vy

posteriormente fueron ultracongelados a -80 °C.
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Plato Petri con PDA

Disco de la cepa
fingica aislada de la
hoja.

Disco de la cepa de P.
oryzae

Plato Petri con PDA

Disco de la cepa
fungica aislada de la
hoja.

Disco de la cepa de
P. oryzae

Plato Petri con PDA

Disco de la cepa
fingica aislada de la
hoja.

Disco de la cepa de
P. oryzae

Se colocé un disco
de 5 mm del
fitopatégeno  P.
oryzae en un plato
Petri con PDA.

Disco de la cepa de
P. oryzae

Método: Cultivo dual

del centro del plato,

-En PDA, se sembrara un disco (5 mm) del hongo aislado a 15 mm

-En el sentido opuesto también a 15 mm del centro, se colocara un
disco de 5 mm de diametro del patégeno Pyricularia.

Control 2

Se coloc6 un disco
de 5 mm de la cepa
fungica aislada de
la hoja en un plato
Petri con PDA.

Disco de la cepa
fingica aislada de
la hoja.

Enfrentamientos Controles Observacion
Replica 1 Replica 2 Replica 3

Control 1 Se marcé una linea
/‘/ — JI— I - divisoria (centro del
N ya N ya N o . | plato  Petri), para
;"'/ \ { \ / \ ;"/ \ | observar la actividad
@ @ | e @ | ' @ | . ® | | del espacio de cada

\ / \ / \ / \ /| microorganismo.

\\. ,// \ / \ 4 \\. 7

Se tomd la medida del
crecimiento  micelial
del patégeno P. oryzae
y se calculd el
porcentaje de
inhibicibn con la
férmula

PICR=Ri-R;-
100
R1
Donde R; es el radio
mayor (radio
patdgeno-testigo) y R
es el radio menor
(radio del patégeno en
cultivo dual).

Los tratamientos se
incubaron a
temperatura ambiente.
Las mediciones se
realizaron los dias 3, 5
y 8 al montaje de los
enfrentamientos.

Figura 6. Esquema de las pruebas de antagonismo in vitro entre las cepas fungicas aisladas y P.

oryzae.
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5. ldentificacion de bacterias epifiticas de la filésfera del arroz con capacidad
antagonica.

Se considerd antagonista positivo a las que presentaron halo de inhibicion > a 4mm de
diametro, se seleccionaron diez bacterias para ser identificadas.

Para la identificacion de las cepas bacterianas con actividad antagénica contra B.
glumae, se partid de la revivificacion de la bacteria en estudio en agua peptonada, durante
24 h en un agitador orbital, posteriormente se realizo la tincion diferencial de gram para
proceder con las pruebas bioquimicas API (Biomeriux®, Francia), éste es un método
rapido que permiten la identificacion de microorganismos a través de la realizacion de
diferentes pruebas bioquimicas, ademas simplifican la interpretacion de un resultado
utilizando un valor numérico, porque proveen los reactivos listos para su uso o porgue son
totalmente automatizables (Benavides, 2007). Se utilizd una galeria de APl 20E gram
positivas y una de APl 50CH gram negativas para cada bacteria a identificar. Las galerias
API se incubaron a 28°C en oscuridad por 72 h. Las observaciones se realizaron a las 24

h,48hy72h.
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5.1. Cinética de crecimiento de bacterias con capacidad antagénica.

De las bacterias de la filosfera consideradas como antagonistas positivos; se tomaron 2
de ellas al azar para efectuar pruebas de cinética de crecimiento microbiano, con el fin de
encontrar una relacion entre la velocidad de duplicacion del patdgeno y de la bacteria de la
filosfera, con la actividad antagonica que estas mostraron.

Para ello, se colocaron las cepas bacterianas a evaluar en matraces de vidrio con 20 ml
de agua peptonada, dejandolas en agitacion por 18 h a temperatura ambiente. Se determino
la densidad Optica de las 2 cepas seleccionadas y de la B. glumae. en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 600 nm, cada 30 min durante 9 h. Se realizaron curvas de

crecimiento microbiano con los datos obtenidos.

6. Identificacién de hongos enddéfitos con capacidad antagonica.

De los crecimientos fungicos, se tomaron puntos de hifas que fueron transferidos a
PDA, para la obtencion de cultivos monospoéricos. Se realizaron microcultivos con la
técnica de cAmara himeda, incubando a 28°C, alternado a 16 h luz y 8 de oscuridad, para
identificar estructuras morfoldgicas tipicas microscopicas y proceder a su identificacion

taxondmica; éstos fueron criopreservardos en glicerol al 30% y ultracongelados -80 °C.
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7. Variables evaluadas durante el aislamiento de bacterias y hongos de la filosfera del
arroz.

Con los datos obtenidos se evaluaron diferencias significativas en el numero total de

aislamientos para las variables fase fenologica, seccion de la filésfera y diluciones (Tabla

1).

Tabla 1. Variables evaluadas.

FASE FENOLOGICA DEL SECCION DE LA DILUCIONES
CULTIVO FILOSFERA
1. Fase Vegetativa 1. Seccidn Apical 101
107
10’3
2. Fase de Floracién 2. Seccion Media 104
10
106
3. Fase de Maduracion 3. Seccion Basal 10”7
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION

1. BACTERIAS EPIFITICAS DE LA FILOSFERA

1.1. Prospeccion de bacterias epifiticas de la filosfera del arroz.

En la prospeccion de las bacterias epifiticas de la filosfera se aislo un total de 65
bacterias. En la figura 7, se observa la distribucion de los aislamientos (nUmero de

bacterias) por variable evaluada (Fase fenologica, seccion de la hoja y dilucién).

70 (|65 )
60
50

40

30

30

20

variable

10

Cantidad de bacterias epifiticas aisladas por

3 -

o Fase Seccion '

° (W] o O , B Dilucion
fenologica filosfera

Variables Evaluadas

Figura 7. Prospeccion de bacterias epifiticas de la hoja. Variables analizadas: total de
bacterias, fase vegetativa, seccion de la hoja y diluciones.
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El analisis de los datos se realizé por medio de pruebas no paramétricas dado que los
mismos no presentaron una distribucion normal. La figura 8, muestra los resultados totales
obtenidos de los aislamientos realizados en 3 secciones de la hoja (apical, media, basal) de
Oryza sativa por diluciones seriadas (10" a 107). En la seccion basal de la hoja, se

registraron mas aislamientos (30) en comparacion a las demas secciones (dilucion 1072).

. 8 M apical
dia
8 ; ; ; H medi
= 7 Bl basal
= 6
QL
L6
g 5 5 5
= 5
R 4 4
< 9
QL
S 3
5, 2
g ] ] 11 I
‘=1
Z I o o | 1l I o
0
NS PR T - S B UG A N A PRS- S S > SN« B A N A PRS- S S > T  BRAY
NUAENSAENCARNUAENAEN RN SEN SRS EEN RN RN IR\ SEN RN AN AN SRS RN RN

Diluciones

Figura 8. Numero de aislamientos registrados en las distintas secciones de la hoja (apical,
media, basal).
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Los resultados demuestran que el nimero de aislamientos que se pueden obtener de la
filosfera de la planta de arroz estan relacionados con la variable seccion de la hoja (F=
4.966, g.l.= 2, p= 0.0086) y la dilucion obtenida durante los procesos de muestreo y
segregacion de la muestra (F= 5.770, g.I.= 6, p< 0.0001). Lo descrito concuerda con lo
manifestado por Okubo et al., (2014) y Sessitsch et al., (2012) quienes sefialan que las
plantas de arroz representan un habitat para diversos microorganismos, que colonizan las
partes aéreas.

El nimero de aislamientos registrados durante las tres fases fenoldgicas, es
estadisticamente similar (F=0.107, g.1.=2, p<0.8986). El disefio experimental es capaz de

explicar el 22% de los aislamientos (R%jus= 0.2246, F=4.5635, g.1.= 123, p <0.0001).

1.2. Cepas bacterianas epifiticas identificadas con potencial antagonico frente a B.
glumae.

De las 65 bacterias epifiticas enfrentadas ante el fitopatogeno B. glumae, 24 cepas
presentaron halo de inhibicion >4 mm de diametro, por lo menos en dos de sus 3 réplicas,
de estas, se identificaron bioquimicamente las 10 cepas que presentaron mayor potencial

antagonista (Figura 9), correspondiendo las 10 al género Bacillus.
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70
60
50
40
30
20
10

NUMERO DE ISLAMIENTOS

Cantidad de bacterias Cantidad de bacterias Cantidad de bacterias

epifiticas aisladas de con halo de inhibicion con capacidad

la filésfera del arroz >4mm (antagonistas ~ antagonica positiva,
positvos) identificadas.

Figura 9. Cepas bacterianas aisladas de la filosfera del arroz, con diametros en el halo de
inhibicion > a 4 mm.

Existieron diferencias significativas (F= 4.966, g.l.= 2, p= 0.0086), entre las cepas
evaluadas en cuanto al diametro del halo de inhibicion contra B. glumae. Destacando el
género Bacillus y particularmente la especie B. subtilis (Cepa 3) con el mayor didmetro de
inhibicion promedio, ante el fitopatdgeno B. glumae. En la tabla 2 se puede observar que
la tendencia de los datos indica que las cepas identificadas con la letra a corresponden a

las mejores cepas, seguida por la ab, b y por ultimo la bc.
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Tabla 2. Valores medios del diametro del halo de inhibicion para el enfrentamiento entre

bacterias epifiticos antagonistas frente a B. glumae en el cultivo de arroz.

Microorganismo Etapa Seccion  Dilucién  Cepa (Dnllfnr?etro
Bacillus subtillis vegetativa apical 10 cepa 3 14 a
Bacillus spp vegetativa apical 1073 cepal0 12a
Bacillus spp floracion apical 107 cepa 6 11la
Bacillus spp vegetativa apical 10t cepa 8 11a
Bacillus spp vegetativa basal 10? cepa 2 10a
Bacillus spp vegetativa apical 103 cepa 4 9ab
Bacillus spp floracion basal 10t cepa 9 9ab
Bacillus spp vegetativa media 10 cepa 7 7b
Bacillus cereus vegetativa apical 10?1 cepa l 6 bc
Bacillus spp vegetativa apical 10 cepa b 6 bc
Promedio 9.5

Caldera (2011), evalio 23 cepas bacterianas (sin identificar) contra B. glumae,

encontrando didmetros del halo de inhibicion inferior a 5 mm, mientras que en el presente

estudio las 10 cepas bacterianas identificadas (antagonistas positivos) superaron los 6 mm,

alcanzando un maximo de 14 mm (Cepa 3-B. subtillis) Figura 10.

Figura 10. Bacteria epifitica B. subtillis, de la seccién apical de la hoja,
presenta halo de inhibicién.
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Las bacterias del género Bacillus son consideradas las mas eficaces para controlar
enfermedades foliares y de las raices en los cultivos (Fernandez 2001). Otros autores, han
reportado la capacidad de miembros del género Bacillus de ejercer efecto biocontrolador
sobre P. oryzae en el cultivo del arroz (Velusamy y Gnanamanickam 2008; Tejera et al.,
2011).

Las bacterias esporuladas del género Bacillus spp son efectivas para inhibir el desarrollo
de hongos entre los que se destacan: Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici,
Alternaria solani (Brewer y Larkin 2005; Guillén-Cruz et al., 2006.). Ensayos in vitro han
demostrado inhibicion del crecimiento de R. solani mediante el uso de especies de Bacillus

(Blanco, 2012)

1.3 Cinética de crecimiento bacteriano

Para considerar el aspecto cuantitativo de la interaccion antagonica bacteria de la
filosfera-B. glumae, se tomaron al azar 2 de las 10 cepas identificadas (bacterias epifiticas
de la fil6sfera del arroz con antagonismo positivo) y se aplicd una prueba de cinética de
crecimiento. Las cepas de la filosfera sometidas a esta prueba corresponden a un Bacillus

spp. y a un B. cereus (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepas seleccionadas para la cinética de crecimiento bacteriano.

Fase Seccion dela  Dilucion Microorganismo Codigode  Promedio
Fenoldgica Filosfera la cepa del halo de
inhibicién
a los 8 dias
Floracion Basal 102 Bacillus spp. FB10?22.1 6
Vegetativa Apical 101 B. cereus BA1012(1) 9

La cinética de crecimiento permite conocer la velocidad de multiplicacién de las células
bacterianas aisladas de la rizésfera del arroz en contraste a la cepa de B. glumae.
Observamos en la tabla 4 y tabla 5 (Datos de absorbancia) que las células de ambas cepas
epifiticas de la filosfera del arroz se multiplicaron mas rapido que las de el patégeno B.

glumae, durante el periodo evaluado (210 min).

Tabla 4. Datos de la absorbancia Bacillus spp vs B. glumae

TIEMPO Absorbancia Absorbancia
(min) Bacillus spp B. glumae

0 0.146 0.111

30 0.201 0.156

60 0.268 0.171

90 0.410 0.271
120 0.615 0.424
150 0.630 0.490
180 0.736 0.608
210 0.912 0.734
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Tabla 5. Datos de la absorbancia B. cereus vs B. glumae

TIEMPO Absorbancia Absorbancia
(min) B. cereus B. glumae

0 0.170 0.111

30 0.210 0.156

60 0.245 0.171

90 0.373 0.271
120 0.477 0.424
150 0.503 0.490
180 0.587 0.608
210 0.774 0.734

En la figura 11 y figua 12 se aprecia la curva de crecimiento de las cepas bacterianas
con antagonismo positivo en relacion a la curva de crecmiento de B. glumae. Fue notoria
la diferencia en la velocidad de multiplicacion celular de la cepa de Bacillus spp en fucion
de la B.glumae (Figura 11), a aprtir de los 60 min de ensayo y continuaba la tendencia a

aumentar su crecimiento.

—@— Bacillus spp.
®— B. glumae

0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Figura 11. Curva de crecimiento B. glumae vs Bacillus spp.
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Por su parte, para la cepa de Bacillus cereus se observo un mayor crecimiento en funcion
de B. glumae (Figura 12) a partir de los 30 min de ensayo, sin embargo, entre los 150 y
200 min de ensayo el crecimiento de ambas bacterias fue similar, a los 210 min de ensayo
la bacteria B. cereus incrementa su tasa de multiplicacion con tendencia a continuar en fase

exponencial superando a B. glumae.

e o <
N ® ©

—8—B. glumae

o <
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o

0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Figura 12. Cinética de crecimiento B. glumae vs B. cereus.
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Con los resultados mostrados podemos deducir que la inhibicién producida por las
bacterias que mostraron antagonismo positivo frente a B. glumae tiene relacion con la
competencia a por los nutrientes. Las cepas bacterianas con capacidad antagonica, al
presentar una taza metabdlica mas elevada asimilan los nutrientes mas rapido,
duplicandose en menor tiempo que el patdgeno y posiblemente generando los metabolitos
secundarios que puede explicar el efecto inhibitorio en el crecimiento del patdgeno

mediante la formacion de halos de inhibicion (Artola, 2018).
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NUMERO DE AISLAMIENTOS

2. HONGOS ENDOFITOS DE LA FILOSFERA

2.1. Prospeccion de hongos enddfitos de la fildsfera

Durante la prospeccion de hongos endofitos de la filosfera del arroz, se obtuvo un
total de 68 aislamientos. En la Figura 13 se observan el nimero de cepas fangicas

obtenidas en cada una de las variables evaluadas (Fase fenoldgica, seccion de la hoja).

. Fase fenoldgica

Seccion de la
68 hoja

70 -

60 -

50 -

40 - 29

26

30 - 18 21 20 22

20

10 -

0 T T T T T T T
Totalde  vegetativa  floracion — maduracion apical media basal
hongos
endofitos

aislados de
la fil6sfera
del arroz

Figura 13. Prospeccion de hongos endofitos de la filosfera con las variables: etapa
fenolégica y seccion de la hoja.
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Como la distribucion de los datos no es normal, se aplicO la prueba de
Wicolxon/Kruskal-Wallis (no paramétrica), indicando que la seccién basal de la hoja fue
donde mas se aislaron hongos endofitos. EI modelo utilizado en la prospeccion de hongos
endofitos autdctonos en la hoja del arroz explica en un 41% los aislamientos obtenidos

(Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de ajuste para la prospeccion de hongos endéfitos

R cuadrado 0.471703

R cuadrado ajustado 0.410068

Raiz del error cuadratico medio 1.072431

Media de respuesta 6.065424
Observaciones (0 suma de pesos) 68
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2.2. Hongos endofitos identificados con potencial antagénico frente a P. oryzae.

Del total de aislamientos fungicos (68), de la fil6sfera del arroz, 29 mostraron
antagonismo positivo (PICR >40%) correspondiendo a cuatro géneros (Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium, Fusarium): Trichoderma spp (3 cepas), A. flavus (2 cepas),
A. niger (9 cepas), Penicillium spp (6 cepas), Fusarium spp (9) cepas. (Figura 14). En la
tabla 7 se describe la seccion de la hoja de la cual se aislé cada género fangico con actividad

antagonica.

2

Penicillum  Aspergillus ~ Fusarium  Trichoderma Aspergillus
spp. niger spp. spp. flavus

NUmero de cepas identificadas por
género

o P N W b~ OO N 0 ©

Figura 14. Hongos endofitos con antagonismo positivo: Trichoderma spp, A. flavus, A.
niger, Penicillium spp, Fusarium spp
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Tabla 7. Secciones de la hoja en las cuales se aislaron los géneros fangicos con actividad
antagonica positiva frente a P. oryzae.

Géneros Seccion de la hoja
Penicillium spp. Apical
Aspergillus flavus Basal, media
Aspergillus niger Media, apical
Fusarium spp. Apical, media, basal
Trichoderma spp. Basal

En la figura 15 se muestran los PICR de los géneros fangicos identificados con
actividad antagonica positiva frente a P. oryzae, a los 8 dias de observacion. Como
indicamos, se tomd como inhibicion efectiva o positiva aquellas cepas en las que el
crecimiento fungico radial era mayor o igual a 40% (Figura 15), resultando A. niger con el

mayor valor de PICR.

| | ‘ | |
Trichoderma  Aspergillus  Aspergillus  Penicillum Fusarium
spp. flavus niger spp. spp.

60

PICR (%)
N w N a1l
o o o o

[ERY
o

Figura 15. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de las cepas fungicas con
actividad antagonica positiva frente P. Oryzae.
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Se realiz6 un diagrama caja barra para determinar el hongo con el mayor poder de
inhibicion frente al patdgeno evaluado. La linea roja representa la media y la verde
representa el valor de inhibicién superior a 40%. Se aprecia que la mayoria de los datos se
encuentran por arriba de la media. Por otra parte, se observa que los hongos Fusarium spp

y Penicillium spp arrojaron gran cantidad de valores por debajo de la media, (Figura 16).
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Figura 16. Inhibicién del crecimiento de P. oryzae por hongos endofitos antagonistas

aislados de la filosfera. Linea verde representa PCIR >40%, linea roja representa la media
de los datos analizados.

A pesar de lo mencionado, los hongos endofitos identificados no presentan diferencia
significativa en cuanto al porcentaje de inhibicion frente al fitopatdgeno P. oryzae. (X?=

7.2824, g.1.= 5, p= 0.2005).
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Se han reportado cepas de Aspergillus spp con potencial antagénico, en el control de
enfermedades fungosas como la causada por Fusarium spp, (Figura 17) observandose
principalmente un efecto de inhibicion por competencia (Quirdz-Sarmiento et al., 2008),
contrastando con lo reportado por Reyes et al., (2012), quienes realizaron enfrentamientos
duales con cepas de Aspergillus spp y Trichoderma spp contra Fusarium sp encontrando
que las cepas de Trichoderma spp fueron estadisticamente superior a las cepas de

Aspergillus spp

Figura 17. Fusarium spp (izquierda) localizado en la seccion basal de
la hoja, en enfrentamiento antagénico contra el fitopatogeno P.oryzae
(derecha). Laboratorio de microbiologia del Centro Regional
Universitario de Coclé-Universidad de Panama.
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Se tienen algunos reportes que describen el efecto antagonico de algunas especies de
Aspergillus (Figura 18) hacia patdégenos como Phytophthora infestans, Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raza 2, y Fusarium oxysporum f. sp. melonis, los cuales son
causantes de enfermedades en cultivos como tomate y meldn (Quiroz-Sarmiento.et al,

2008)

Figura 18. A. niger (derecha) en enfrentamiento contra el
fitopatdgeno P. oryzae (izquierda). Laboratorio de microbiologia del
Centro Regional Universitario de Coclé-Universidad de Panama.

El Trichoderma (Figura 19) también se ha utilizado en el control de Moniliophthora
roreri Cif & Par en cacao, con reduccion del area bajo la curva de esta enfermedad por la
aplicacion de cepas comerciales y nativas de especies de este agente de biocontrol (Villamil
et al., 2015). En el cultivo del platano Musa spp. se ha informado el uso de
microorganismos antagonistas del género Trichoderma en el control de hongos foliares

(Castro 2015).
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Figura 19. Trichoderma spp (derecha) en enfrentamiento contra el
fitopatdgeno P. oryzae (izquierda). Laboratorio de microbiologia del
Centro Regional Universitario de Coclé-Universidad de Panama.

La aplicacion de Trichoderma en el arroz ha sido poco estudiada, sin embargo, en la
ultima decada se han obtenido resultados satisfactorios en el control de P. oryzae (Pérez et
al., 2017), todos ellos mediante la interaccion in vitro entre hongos fitopatogenos del arroz

y especies de Trichoderma.

Pérez-Torres et al., (2018), encontraron eficiencias para la inhibicién de P. oryzae con
cepas de Trichoderma harzianum de 63, 75 y 82% utilizando 10° 10'° y 10! UFC
respectivamente. Esos resultados contrastan con los obtenidos en este estudio, ya que la
cepa de Trichoderma sp (Cepa-17) presento valores de inhibicion de 44% a los 8 dias de

la inoculacion.
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IV. CONCLUSIONES

Se aislaron un total de 65 bacterias epifiticas y 68 hongos enddéfitos de la fildsfera
del arroz (Oryza sativa) variedad Gab 8 bajo la modalidad de agricultura organica
de subsistencia en Los Alveos de Anton.

La densidad de poblacion de las bacterias epifiticas aisladas varian respecto a las
variables seccion de la filosfera y dilucion, resultando mayor nimero de cepas en

la seccion basal de la fildsfera y en las diluciones 102, 102, 103 y 10,

La densidad de poblacion de los hongos endéfitos aislados varian respecto a las
variables fase fenoldgica y seccion de la fildsfera; resultando mayor nimero de

cepas durante la fase de maduracion y en la seccién basal de la filosfera.

Se identificaron 10 cepas bacterianas epifiticas de la filosfera del arroz, del genero
Bacillus (Bacillus spp, Bacillus subtillis, Bacillus cereus) con capacidad antagonica

frente a B. glumae, con un halo de inhibicion > a 4 mm de diametro.

Se identificaron 29 cepas de hongos endofiticos de la filosfera del arroz con
capacidad antagonica positiva (PCIR >40%) frente a P. oryzae, pertenecientes a los
géneros Trichoderma spp (3 cepas), A. flavus (2 cepas), A. niger (9 cepas),

Penicillium spp (6 cepas), Fusarium spp (9) cepas.
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V. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de enfrentamiento de antagonistas de manera cruzada entre cepas
de bacterias antagonistas contra P. oryzae y de cepas de hongos antagonistas contra

B. glumae.

Realizar pruebas de enfrentamiento entre las cepas de hongos y bacterias
antagonistas evaluadas en este estudio con otros agentes fitopatogenos del cultivo
del arroz de importancia econémica en Panama, como Rhizoctonia solani, Bipolaris

oryzae y Sarocladium oryzae.

Hacer evaluaciones en casas de cultivo con las cepas que presentaron mejor

potencial antagonista contra P. oryzae y B. glumae en el cultivo del arroz.
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1. Prueba de normalidad de los datos obtenidos en la prospeccion de hongos de
la filosfera del arroz.

Se realizo la prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de un conjunto de
datos obtenidos durante el aislamiento de hongos endéfitos de la filosfera. La probabilidad
es inferior a 0,05 por la distribucion de los datos bajo la campana da Gauss no es normal,

(Figura 20).

PRUEBA
Shapiro-Wilk
W Prob<w
0.937166 0.002

| L <1

ya
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2. Fichas micoldgicas.

Identificacion de Hongos, CRU de Coclé, Universidad de Panama
Responsables: Alex Cruz G. / Rito Herrera /Martha de Von Chong.

Microorganismo: Penicillium spp. Placa: HFA1 T1

Almacenamiento: Tubo Historial Aislamiento Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede
inclinado con medio -Ciclo del cultivo: segundo Cocle.
PDA. -Fase del Cultivo: vegetativa

-Seccidn de la hoja: alta

Observacion: vegetativa alta 1.HFA1
Conservacion: Tubos con Glicerol a - vegetativa alta 2 HFA1.2
80°C. floracion alta 13.HFAL.
maduracion alta 19.HFA 3.2
maduracion alta 23.HFA 3.1

Condiciones de crecimiento: Plato Petri con medio PDA. Temperatura: 28 C°, 18 horas Luz y 6 de oscuridad

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscépicas
Anverso. Colonia algodonosa, de color verde oscuro, en el Reverso. Bordes color chocolatoso y en el centro se torna

centro presenta coloracion blanca, bordes redondos. amarillo-cremoso.

Microscopicas: hifas hialinas septadas. Los conidi6foros tienen ramas secundarias, denominadas métulas. Estas son de forma
cilindrica, con paredes lisas y portan de 3 a 6 fidlides en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas sin ramificar de
esporas o conidios

Tipo de objetivo: 40x
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Microorganismo Fusarium spp. Placa: HFB3

Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede
Almacenamiento: Tubo Historial Aislamiento Coclé.
inclinado con medio -Ciclo del cultivo: Segundo
PDA. -Fase del Cultivo: floracién
-Seccion de la hoja: baja
Observacion: — -
Conservacion: Tubos con Glicerol a -80° Floracion baja 6.HFB 3.1
C. Maduracion baja 17.HFB 3.1
Maduracion baja 18.HFB 1.1
Maduracion baja 25.HFB 3.2

Condiciones de crecimiento: Plato Petri con medio PDA Temperatura: 28 C°, 18 horas Luz y 6 de oscuridad

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscdpicas
Anverso. Colonia algodonosa, de color blanco a rosado cuyo | Reverso. Se observa un crecimiento con una pigmentacion

color se difunde en el medio. rosado mas oscuro.

Microscopica
Formacion de macroconidias delgadas, de pared gruesa septadas, hialinas, y bien curvadas

Tipo de objetivo: 40x
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Microorganismo Trichoderma spp. Placa: Base Trichoderma
Almacenamiento Tubo Historial Aislamiento Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede
inclinado con medio -Ciclo del cultivo: Segundo Cocle.
PDA. -Fase del Cultivo: floracion
-Seccion de la hoja: baja
Conservacion: Tubos con Glicerol a -80° | Observacion: Maduracion baia BASE
C. - ! TRICODERMA

Condiciones de crecimiento. Plato Petri con medio PDA Temperatura: 18 horas Luz y 6 de oscuridad.

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscopicas
Anverso. La colonia es verde oscuro con blanco en el centro, Reverso. Colonia marrén o verde oscuro.

aterciopelada, algodonosa.

Microscopica
Presenta hifas septadas, los conidiéforos son segmentos cortos, con pequefios conidios de paredes lisas, de color verde.

Tipo de objetivo: 40x
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Microorganismo

Penicillium spp. Placa: HFA 3.2 Mad

Platos petri
Almacenamiento con agar PDA

Historial Aislamiento Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede

-Ciclo del cultivo: Segundo Cocle.
-Fase del Cultivo: Maduracién
-Seccion de la hoja: alta

Conservacion: Tubos con Glicerol a -80°
C.

Observacion: Floracion alta 13.HFAL.
Maduracién alta 19.HFA 3.2
Maduracién alta 23.HFA 3.1

Condiciones de crecimiento: Plato Petri con medio PDA Temperatura: 28 C°, 18 horas Luz y 6 de oscuridad

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscopicas

Anverso. Colonia algodonosa, de color verde oscuro, en el
centro presenta coloracion blanca, de bordes irregulares.

Reverso. Colonia de color chocolate oscuro en los bordes y
en el centro se torna amarillo-cremoso.

Microscopica

Posee hifas septadas, con conidiéforos ramificadas, las fialides parecidas a un pincel, presenta conidios globosos que se
observan como cadenas no ramificadas en el extremo de las fialides.

Tipo de objetivo: 40x
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Microorganismo

Aspergillus flavus.  Placa: Base filosfera

Platos petri Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede

Almacenamiento con agar PDA | Historial Aislamiento Coclé.

-Ciclo del cultivo: Primer

-Fase del Cultivo: Maduracion

-Seccién de la hoja: baja
Conservacion: Tubos con Glicerol a -80° | Observacion:
C. Maduracion baja BASE

Maduracion media HFM4

Condiciones de crecimiento: Plato Petri con medio PDA .Temperatura: 28 C°, 18 horas Luz y 6 de oscuridad

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscopicas

Anverso. La colonia es de crecimiento rapido, superficie
filamentosa, algodonosa, de color chocolate oscuro.

Reverso. La colonia es de color amarillo a crema, en el
medio y en los bordes se va tornando a chocolate claro.

Microscépica

Presenta hifas septadas, los conidi6foros son de pared lisa y largos color chocolate marrén, conidios globosos de coloracion

verde 0scuro en masas.

Tipo de objetivo: 40x
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Microorganismo

Aspergillus niger. Placa: HFM 1.1

Almacenamiento

Platos petri
con agar PDA

Historial Aislamiento

-Ciclo del cultivo: Segundo
-Fase del Cultivo: Vegetativa
-Seccidn de la hoja: media

Custodio: Cepario Lab. U. Panama, sede
Coclé.

Conservacién: Tubos con Glicerol a -

80° C.

Observacion:

vegetativa media HFM 2.1
vegetativa media HFM1

vegetativa media HFM1.1
maduracién alta HFAL.2

Condiciones de crecimiento:Plato Petri con medio PDA Temperatura: 28 C°, 18 horas Luz y 6 de oscuridad

Caracteristicas Morfolégicas

Macroscopicas

Anverso.. Colonias de crecimiento rapido, de color blanco
y con abundantes puntos negros, textura de granulosa a

pulverulenta.

Reverso. Coloracion marén y negro.

Microscépica

Los conidioforos son largos, de pared lisa y oscura. Las conidias son globosas a subglobosas, de color marrén

oscuro a negro y de paredes rugosas

Tipo de objetivo: 40x
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3. Prueba Bioquimica de identificacion API (20 E/50 CH)
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