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Resumen: Se realizaron muestreos de la filésfera de arroz
(variedad GAB 8), en una parcela bajo la modalidad de
agricultura orgdnica de subsistencia, en Los Alvéos, Coclé,
Panama. Se efectuaron aislamientos de bacterias de la filésfera
del arroz, pruebas de enfrentamiento iz vitro ¢ identificacién de
los microorganismos bacterias con potencial antagdnico frente al
patdgeno Burkholderia glumae que provoca afiublo bacterial de
la panicula del arroz. Se aislaron un total de 64 cepas bacterianas
epifiticas de las cuales 24 correspondieron a la seccidon apical de la
hoja, 11 dela seccién mediay 30 de la seccidn basal de la fildsfera,
de estas, 21 presentaron antagonismo positivo (halo>4mm de
didmetro) ante el fitopatégeno B. glumae, se identificaron las
10 con el mayor halo de inhibicién, correspondiendo al género
Bacillus spp (se utilizé el sistema API y secuenciacién del gen

rpoB).

Palabras clave: fildsfera, bacterias, epifitica, arroz, antagonismo,

Burkholderia.

Abstract: Samples of the rice (GAB 8 variety) philosopher were
carried out in a plot under the modality of subsistence organic
agriculture, located in Los Alvéos, Cocl¢, Panama. Isolations of
bacteria which cause bacterial blight if the rice panicle from the
rice phyllosphere, in vitro confrontation tests and identification
of microorganisms with antagonistic potential against the
pathogen Burkholderia glumae, were made total of 64 epiphytic
bacterial strains were isolated, of which 24 corresponded to
the apical section of the leaf, 11 from the middle section and
30 from the basal section of the phyllosphere, of which, 21
presented positive antagonism (halo>4mm in diameter) against
the phytopathogen B. glumae. The 10 bacterial strains with the
highest inhibition halo were identified, corresponding to the
genus Bacillus spp (the API system and 7poB gene sequencing

were used).

Keywords: phyllosphere, bacteria, epiphytic, rice, antagonism,
Burkholderia.
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1. INTRODUCCION

EnlaRepublica de Panamé la produccién promedio de arroz parael ano 2015- 2016 fue de 282,568 toneladas
de arroz en cdscara y se sembraron 92,380 hectdreas (Instituto Nacional de Estadistica y Censo, 2016). En
este cultivo las enfermedades de

origen microbiano constituyen uno de los factores que inciden en la obtencién de bajos rendimientos y
calidad de los granos.

Actualmente las medidas de control para los fitopatdgenos del arroz se basan, principalmente, en el uso de
fungicidas quimicos, productos que son téxicos para animales y plantas, creando resistencia en las cepas del
patdgeno. Sin embargo, la percepcion publica en los tltimos anos ejerci6 alta presion sobre los agricultores e
investigadores para desarrollar sistemas de produccién ambientalmente mas amigables y sostenibles (Castro
etal., 2015).

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos antagdnicos con otros
microorganismos y esta accién puede ser aprovechada como una forma de control bioldgico de patdgenos
vegetales. En este sentido, se ha demostrado que la microbiota epifitica puede defender a las plantas de los
agentes patdgenos, al ejercer una accién antagdnica contra estos; se ha logrado aislar bacterias de las partes
aéreas de las plantas con el fin de utilizarlas como control biolégico de muchos patégenos (Bellido, 2005).

Los microorganismos endofiticos para ser considerados como agentes potenciales de biocontrol, requieren
ciertas caracteristicas. Entre estas podemos mencionar: que no sea patégeno para plantas, hombres o
animales; ademads, debe tener elevada capacidad de colonizacién y reproduccion en los tejidos internos,
después de su inoculacién en las plantas, ya que una poblacién que declina répidamente tiene una baja
capacidad competitiva con la microflora presente en la plantay puede que el microorganismo se vea reprimido
facilmente por los demas habitantes de esta; como niimero dos, debe tener la capacidad de reducir o suprimir
eficientemente la poblacién de microrganismos patégenos, por debajo del nivel critico. Es muy importante,
que tenga capacidad abundante de reproduccién en condiciones in vitro para asegurar su reproduccion y
conservacion a nivel comercial; ademds, debe ser de aplicacién ficil (Herndndez y Escalona, 2003).

El control biolégico ha incrementado su importancia recientemente ya que disminuye la aplicacion de
agroquimicos, evitando el deterioro de los suelos y la acumulacién de residuos quimicos en el ambiente (Pal
y Mc Spadden, 2006).

Se haencontrado que la regulacién biolédgica de patdgenos foliares, frecuentemente involucra la aplicacién
de microorganismos antagonistas sobre la

superficie de la hoja (filoplano o filésfera) y que el éxito de dichos antagonistas depende de su capacidad
para establecerse como microbiota epifita (Blakeman y Fokkema, 1982). Se ha encontrado que especies de
bacterias aerébicas formadoras de endosporas (BAFEs) de la filésfera de las plantas, como las del género
Bacillus, pueden llegar a tener gran potencial como controladores bioldgicos 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 (Pal y McSpadden, 2006).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Colecta de campo

Las plantas en estudio fueron tomadas al azar (muestreo al azar eliminando efecto borde) en una parcela de
10 m2 cultivada con la variedad de arroz IDIAP Gab 8, bajo el sistema de agricultura orgénica de subsistencia;
no se emplearon agroquimicos durante todo el ciclo del cultivo; la zona estd ubicada en la comunidad de Los
Alvéos, corregimiento de Cabuya, distrito de Antdn, provincia de Coclé, Reptblica de Panama. El sitio de
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muestreo fue seleccionado para la bioprospeccién de bacterias debido a que no estaba sometido a los efectos
de los agroquimicos.

2.2. Aislamiento de bacterias epifiticas de la filosfera del arroz (Oryza sativa).

Se procedié a separar la filésfera de la zona basal de cada una de las plantas de arroz colectadas durante las tres
fases fenoldgicas evaluadas en el cultivo (vegetativa, floracién, maduracion). Las hojas (filésfera) de las plantas
muestreadas fueron procesadas con el objetivo de aislar bacterias epifiticas. Con estos microorganismos
(bacterias epifiticas) se realizaron pruebas de identificacién y de antagonismo in vitro frente a B. glumae.

Se tomaron 7 hojas de cada planta muestreada (hojas libres de lesiones) por fase de cultivo (vegetativa,
floracién, maduracion) se procedid a separar la seccién apical, media y basal de las hojas. De cada seccidn se
cortaron segmentos de 2x2 cm, para luego proceder con la desinfeccién de estos. Para ello, se colocaron bajo
agua de grifo durante 5 min eliminando todos los residuos de suelo y otras materias extranas.

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 (10-1 a 10-7) de cada seccién

foliar sumergida y homogenizada en peptona (Avila et al., 2014). De estas diluciones se tomaron alicuotas
de 0.7 ml y se esparcieron por agotamiento sobre la superficie del agar tripticasa soya (TSA) con un asa
de Drigalski, para el aislamiento de bacterias totales (2 réplicas por dilucién), incubdndose a 28°C por 72
h (Graciano et al., 2006). Transcurrido el tiempo de la incubacién, se realizé el recuento de las colonias
bacterianas, y mediante un asa se tomaron 2 colonias por réplica, sembrindolas mediante estrias cruzadas en
nuevos platos Petri con TSA para fomentar su crecimiento y garantizar su pureza mediante observaciones
macro y microscépicas; una vez corroborada la pureza de las cepas, se transfirieron a tubos inclinados con
TSA conservando en el refrigerador a 4°C hasta ser enfrentadas in vitro al fitopatdgeno B. glumae.

2.3. Bioensayo dual de las bacterias aisladas de la filosfera del arroz frente al fitopatégeno
B. glumae.

Durante los ensayos de aislamiento de microorganismos, se obtuvieron s6lo bacterias epifiticas, por lo que
los procesos de enfrentamiento in vitro ante B. glumae, fueron especificos para este tipo de microorganismos
de la fil6sfera del arroz.

Se utilizd el método de difusion en agar sugerido por Cristancho et al., 2009. Las bacterias aisladas de
la fildsfera, 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 difundié B. glumae en TSA
liquido (1:10). Luego de solidificado el medio de cultivo con el fitopatdgeno, se marcaron lineas sobre el plato
Petri para dividirlos en 4 secciones, colocando una gota de 3 ul de una de las bacterias epifiticas aisladas de la
fildsfera en cada apartado. Se realizaron 3 réplicas del enfrentamiento dual y dos controles, uno de ellos sdlo
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 evaluacidn se realizé por medicién del didmetro de las zonas de inhibicién de crecimiento alrededor de
la gota radial (mm), al segundo, quinto y octavo dia de montado el ensayo. Se obtuvo el didmetro del halo
de inhibicién del didmetro de la colonia del posible antagonista. Aquellas bacterias que mostraron halos de
inhibcién > a 4 mm de didmetro en 2 de las 3 réplicas serdn consideradas como antagénica positiva ante el
fitopatdgeno.
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2.4. Identificaciéon de bacterias epifiticas de la filésfera del arroz con capacidad
antagonica.

Para la identificacién de las cepas bacterianas con actividad antagénica contra B. glumae, se partié de
la revivificacién de la bacteria en estudio en agua peptonada, durante 24 h en un agitador orbital;
posteriormente se realizé la tincién diferencial de Gram para proceder con las pruebas bioquimicas API
(Biomeriux’, Francia), este es un método répido que permite la identificacién de microorganismos a través
de la realizacién de diferentes pruebas bioquimicas, ademds simplifica la interpretacién de un resultado
utilizando un valor numérico, porque proveen los reactivos listos para su uso o porque son totalmente
automatizables (Benavides, 2007). Se utiliz6 una galerfa de API 20E Gram positivas y una de API SOCH
Gram negativas para cada bacteria a identificar. Las galerias API se incubaron a 28°C en oscuridad por 72 h.
Las observaciones se realizaron alas 24 h, 48 hy 72 h.

Para la identificacién molecular por secuenciacién se amplificé por PCR convencional el gen rpoB,
previa extraccién del ADN genémico de la bacteria. Caracterizacién molecular de los aislamientos. Se
realizé mediante la amplificacidén y secuenciacién del gen rpoB. La extraccion de ADN de las bacterias
seleccionadas se realiz6 con el kit QIAamp® QUIAGEN, a partir de una suspension bacteriana cultivada
en medio Luria Bertani (LB) por 24 horas. La amplificacién del gen rpoB se realizé mediante el
Kit PCR Master Mix (ThermoScientific). Los primers utilizados en la PCR fueron rpoB1698f (59-
AACATCGGTTTGATCAAC-3) y rpoB2041r (59-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-

3). La PCR se realizé en un termociclador Multigene Optimax de Labnet. El programa para la PCR fue
como sigue: denaturacién a 94°C por 3 minutos, seguido por 10 ciclos de denaturacién a 94°C por 1 minuto,
alineacién a 50°C por 1,5 minutos, extensién por 2 minutos a 72°C seguido, por 25 ciclos de denaturacion
por 1 minuto a 94°C, alineacién a S0°C por 1,5 minutos y extensién por 2 minutos a 72°C y una extensién
final a72°C por 10 minutos. Los productos de PCR se enviaron para su secuenciacién a Macrogen- Korea. Las
secuencias obtenidas se limpiaron y ensamblaron en una secuencia consenso que fue alineada con secuencias
de la base de datos GenBank del NCBI, mediante la herramienta BLASTn.

3. RESULTADOS

En la prospeccién de las bacterias epifiticas de la filosfera se aislé un total de 65 bacterias. En la figura 1,
se observa la distribucién de los aislamientos (nimero de bacterias) por variable evaluada (Fase fenoldgica,
seccién de la hoja y dilucién).
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FIGURA 1.
Prospeccion de bacterias epifiticas de la hoja de arroz, total de

bacterias epifiticas, fase fenoldgica, seccion de la filésfera y dilucién.
elaboracién propia.

Elanalisis delos datos se realiz6 por medio de pruebas no paramétricas dado que los mismos no presentaron
una distribucién normal. La figura 2, muestra los resultados totales obtenidos de los aislamientos realizados
en 3 secciones de la hoja (apical, media, basal) de O. sativa por diluciones seriadas (10-1 a 10-7). En la seccién
basal de la hoja, se registraron més aislamientos (30) en comparacion a las demds secciones (dilucién 10-2).
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FIGURA 2
Numero de aislamientos registrados en las distintas secciones de la hoja
elaboracién propia.

De las 65 bacterias epifiticas enfrentadas ante el fitopatégeno B. glumae, 24 cepas presentaron halo
de inhibicién = 4 mm de didmetro, por lo menos en dos de sus 3 réplicas, de estas, se identificaron
bioquimicamente las 10 cepas que presentaron mayor potencial antagonista (Figura 3), correspondiendo las
10 al género Bacillus.
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FIGURA 3

Cepas bacterianas aisladas de la filéstera del arroz, con didmetros en el halo
claboracién propia

Existieron diferencias significativas (F= 4.966, gl.= 2, p= 0.0086) (andlisis de varianza), entre las cepas
evaluadas en cuanto al didmetro del halo de inhibicién contra

B. glumae. Destacando el género Bacillus y particularmente la especie B. subtilis (Cepa 3) con el mayor
didmetro de inhibicién promedio, ante el fitopatdégeno B. glumae. En la

tabla 1 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 tltimo la be (test de medias de Duncan).

TABLA 1.
Valores medios del didmetro del halo de inhibicién para el enfrentamiento
entre bacterias epifiticos antagonistas frente a B. glumae en el cultivo de arroz.

Microorganismo Etapa Secciéh Dilucién Cepa Diametro [mm]
Bociblus subtillis vegetativa Apical 108 cepa 3 143
Bocitlus subtilis vegetativa Apical 107 cepa 10 123
Bocithus subtilis floracion Apical 102 cepa 6 11a

Bocilius spp vegetativa Apical 10! cepa § 113
Bacilius spp vegetativa Basal 10! cepa 2 103
Bacillus licheniformis vegetativa Apical 103 cepa 4 9ab
Bacillus spp floracion Basal 10! cepa 9 9ab
Bacilius spp vegetativa Media 103 cepa 7 7h
Bocillus cereus vegetativa Apical 107 cepa l 6 bc
Bocillus cereus vegetativa Apical 107 cepa 5 6 bc
Promedio 9.5

elaboracion propia.

En el presente estudio las 10 cepas bacterianas identificadas (antagonistas positivos) superaron los 6 mm,
alcanzando un méximo de 14 mm (Cepa 3-B. subtillis) Figura 4.
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FIGURA 4.

Bacteria epifitica B. subtillis, de la seccién apical de la hoja, presenta halo de inhibicién
claboracién propia.

Para considerar el aspecto cuantitativo de la interaccién antagdnica bacteria de la fildsfera-B. glumae, se
tomaron al azar 2 de las 10 cepas identificadas (bacterias epifiticas de la filosfera del arroz con antagonismo
positivo) y se aplic6 una prueba de

cinética de crecimiento. Las cepas de la filésfera sometidas a esta prueba corresponden a un Bacillus spp.
yaun B. cereus (tabla 2).

TABLA 2.
Cepas seleccionadas para la cinética de crecimiento bacteriano.
Promedio del
Fase Seccionde = | . . Cadigo de la halo de
. e Dilucién Microorganismo A LALAAS
Fenolégica laFilosfera cepa inhibicion a
los 8 dias

Floracion Basal 107 Bacilfus spp. FB10232.1 &
Vegetativa Apical 107 B. cereus BA1O? 2{1}) 9

claboracién propia.

La cinética de crecimiento permite conocer la velocidad de multiplicacion de las células bacterianas aisladas
de la rizdsfera del arroz en contraste a la cepa de B. glumae. Observamos en la tabla 3 y 4 (Datos de
absorbancia) que las células de ambas cepas epifiticas de la filosfera del arroz se multiplicaron més rdpido que
las del patégeno B. glumae, durante el periodo evaluado (210 min).

Tabla 3. Datos de la absorbancia Bacillus spp vs B. glumae
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TABLA 3.

Datos de la absorbancia Bacillus spp vs B. glumae
TIEMPO Absorbancia Absorbancia
(min) Baciffus 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

elaboracién propia

TABLA 4.

Datos de la absorbancia Cepa 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

Elaboracién propia

En la figura 5 (andlisis de varianza) se observaron diferencias significativas en cuanto al crecimiento
(absorbancia) del género Bacillus sp en comparacién con B. glumae y B. cereus.
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FIGURA 5.

Comparacién de absorbancias (crecimiento) entre las cepas B. glumae, B. cereus

y Bacillus sp. Andlisis de varianza. En linea discontinua se representa las medias.
Elaboracién propia.

Se presentan a continuacién (tabla 6) las salidas de ANOVA, test de Tukey-Kramer y valores
correspondientes de p.

ANOVA
Gradosde  Suma de Media de los
Fuente libertad cuadrados cuadrados Razon F Prob>F
Especies 2 0.0576386 0.028819 17.4204 0.0002
TIEMPO
(min) 7 1.1796585 0.168523 101.867 <.0001
Error 14 0.0231607 0.001654
C. Total 23 1.2604578

Tukey-Kramer

Nivel Media
Bacillus spp A 0.48975
B. cereus B 0.417375
B. glumae B 0.370625
Error Limite de Limite de
estandar de control control
Nivel - Nivel Diferencia la diferencia inferior superior Valor p
Bacillus spp B. glumae 0.119125 0.0203368 0.065898 0.1723521 0.0001
Bacillus spp B. cereus 0.072375 0.0203368 0.019148 0.1256021 0.0083
B. cereus B. glumae 0.04675 0.0203368 -0.006477 0.0999771 0.0891
TABLA 6

Andlisis estadisticos asociados a la absorbancia ( crecimiento) en el el

tiempo (min) para las cepas Bacillus sp, Bacillus cereus y B. glumae.
Elaboracién propia

En la figura 6 y 7 se observa la curva de crecimiento de las cepas bacterianas con antagonismo positivo en
relacién a la curva de crecimiento de B. glumae. Fue notoria la diferencia en la velocidad de multiplicacion
celular de la cepa de Bacillus spp en fucién de la B.glumae (Figura 6), a partir de los 60 min de ensayo y
continuaba la tendencia a aumentar su crecimiento.

36



RiTo HEBREBA, ET AL. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS CON POTENCIAL ANTAGONICO PARA EL C...

06 —8— Bucillits spp.
o 0.5 o B. glumve

1] 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

FIGURA 6
Curva de crecimiento B. glumae vs Bacillus spp

elaboracion propia

Por su parte, para la cepa de Bacillus cereus se observd un mayor crecimiento en funcién de B. glumae
(Figura 7) 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, alos 210 min de ensayo la bacteria B. cereus incrementa su tasa de multiplicacion
con tendencia a continuar en fase exponencial superando a B. glumae.
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FIGURA 7.

Cinética de crecimiento B. glumae vs B. cereus.
elaboracion propia

4. D1ScUsION

Los resultados demuestran que el numero de aislamientos que se pueden obtener de la filésfera de la planta de
arroz estan relacionados con la variable seccidn de la hoja (F=4.966, g.1.= 2, p= 0.0086) y la dilucién obtenida
durante los procesos de muestreo y segregacién de la muestra (F= 5.770, gl.= 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 fue estadisticamente similar (F= 0.107, gl.= 2,
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p# 0.8986). El disefio experimental comparativo es capaz de explicar el 22% de los aislamientos (R2ajust=
0.2246, F= 4.5635, gl.= 123, p #0.0001). En cuanto a su distribucion en la hoja de las plantas de arroz, los
aislamientos bacterianos se localizaron principalmente en la base (parte baja) y 4pice (parte alta), esto podria
guardar relacion con las caracteristicas propias de la filosfera, como un ambiente que estd sujeto a continuas
variaciones en humedad y temperatura, exposicion a la radiacién ultravioleta y limitacién de nutrientes; por
ello estas bacterias deben ser capaces de adaptarse a las fluctuaciones de estos factores abidticos (Sartori et al.,
2017), en contraposicion a la abundancia de

microorganismos que suele encontrarse en la rizdsfera, cuyas caracteristicas abidticas son més favorables.
Por lo tanto, el potencial biolégico de los agentes bio controladores de patdgenos, requieren una estrategia de
supervivencia al estrés ambiental y el mantenimiento de una poblacién umbral en las diferentes superficies
de la hoja de arroz.

En relacién con el efecto de la radiacién ultravioleta (UV-B), frente a un aumento de la radiacién
UV-B muchos de los cambios observados, tanto en plantas monocotiledéneas como dicotiledéneas, son
principalmente atribuidos a la orientacién de las hojas que tiene cada uno de estos grupos de plantas, lo
que finalmente influird en la capacidad de interceptar este tipo de radiacion. Las especies monocotiledéneas
como el arroz, que presentan hojas delgadas con orientacion vertical interceptan menos la radiacién UV-
B que las dicotileddneas por presentar estas hojas anchas y de orientacién mds bien horizontal, y por lo
tanto son mads susceptibles al dafio (He et al., 1993). Por tal motivo, las plantas monocotileddneas parecen
ser generalmente mds tolerantes a niveles elevados de radiacion UV-B y se sugiere pudieran favorecer el
establecimiento de poblaciones microbianas mds abundantes y que pudieran contrarrestar naturalmente a
Otros microorganismos ﬁtopatégenos.

Asi también, muchos microorganismos que viven en la superficie de la hoja estan expuestos al efecto
de la radiacién ultravioleta en parte o todo su ciclo de vida. Para estos microorganismos, la radiacion UV
impone una intensa seleccién, ya que a menudo son vulnerables al efecto UV durante los procesos de
esporulacién, dispersion e infeccion. El dano en el DNA es uno de los principales efectos observados en
algunos hongos y bacterias expuestas a UV, incluyendo patégenos y microorganismos implicados en el
proceso de descomposicién de la materia orgdnica en el suelo (Paul y Gwynn-Jones, 2003). Los dafios que
provoca la radiaciéon UV-B en el DNA de estos microorganismos genera -via mutagénesis- cambios en su
composicién genotipica, los que son heredables, aumentando de esta manera la variacién genética en este
nivel tréfico. Estudios en campo del efecto de la UV en sistemas naturales muestran una reduccién sostenida
de herbivoros conforme aumenta la radiacién UV-B y, por el contrario, la reduccion de la radiaciéon UV-
B mediante filtros tiende a aumentar la severidad de las enfermedades (Paul, 2000). En este sentido, es
importante hacer la distincién entre el efecto directo de la radiacion UV-B que afecta la tasa de crecimiento de

microorganismos y el efecto indirecto de la luz ultravioleta que altera la composicién quimica de la planta
hospedante, haciéndola més resistente al ataque de distintos patdgenos.

Caldera (2011), evalud 23 cepas bacterianas (sin identificar) contra B. glumae, encontrando didmetros del
halo de inhibicién 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).

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. oryzac 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 (Guillén-Cruz et al.,
2005). Ensayos in vitro han demostrado inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani mediante el uso
de especies de Bacillus (Blanco, 2012).
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Lainhibicién producida por las cepas evaluadas tiene una relacién directa con la actividad competidora por
los nutrientes entre el patégeno y la cepa en mencidn, se deduce entonces que, al presentar una taza metaboélica
mis elevada, este asimila los nutrientes mas rapido, logrando asi, un tiempo de duplicacién mas veloz que
el patdgeno, generdndose metabolitos secundarios que pudieran definir mediante el halo de inhibicién, el
efecto inhibitorio en el crecimiento del patégeno.

5. CONCLUSIONES

- La densidad de poblacién de los microorganismos aislados, no varian significativamente con la etapa
fenoldgicadela planta, sin embargo, se presentan diferencias entre las distintas secciones de la hoja estudiadas,
aislandose una mayor cantidad de bacterias epifiticas en la base y el dpice de la hoja de arroz.

- En este estudio se aislaron principalmente cepas bacterianas epifiticas de la filésfera del arroz, del género
Bacillus (Bacillus spp, Bacillus subtillis, Bacillus cereus) con

capacidad antagénica frente a B. glumae. Logrando identificarse dos especies de

Bacillus sp.

- El genéro Bacillus sp es un buen candidato como biocontrolador frente el patégeno

B. glumae en las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo de arroz.
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